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El sistema del complemento en los pacientes hematolégicos

Santiago Rodriguez de Cérdoba
Centro de Investigaciones Biologicas. Madrid

La desregulacion del sistema del complemento tiene
implicaciones en un amplio nUmero de patologias sis-
témicas o que afectan a 6érganos o tejidos especificos.
En algunas ocasiones, la activacion del complemen-
to exacerba la inflamacién y el dafo tisular causado
por la patologia de base, mientras que en otras es el
complemento el causante de la patologia. En estas
altimas ocasiones la desregulacion del complemen-
fo suele estar asociada con factores genéticos o au-
toanticuerpos. El desarrollo y la aplicaciéon durante los
Gltimos 10 anos de terapias basadas en la inhibicién
del sistema del complemento han mostrado efica-
cia en el tratamiento de muchas de estas patologias

asociadas con desregulaciéon del complemento. En
mi presentacion revisaré brevemente el papel del sis-
fema del complemento y las consecuencias de su
desregulacién, centrdndome especificamente en el
papel que esta desregulacion juega en la hemoglo-
binuria paroxistica nocturna, en el sindrome hemoliti-
co urémico atipico y en algunas formas secundarias
de microangiopatia trombdtica como la asociada al
frasplante de precursores hematopoyéticos. Comen-
taré la aplicacién de las terapias anticomplemento en
estas patologias y discutiré el valor del estudio genéti-
co para desarrollar una medicina de precision en los
pacientes con sindrome hemolitico urémico atipico.
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Terapia génica en hematologia: el modelo de la anemia de Fanconi

Paula Rio', Susana Navarro', Josune Zubicarai?, Nagore Garcia de Andoin3,

Ricardo Loépez*, Albert Catald®, Roser M. Pujol®, Jordi Surrallés®,

Jean Soulier?, Cristina Diaz de Heredia®, Julian Sevilla?, Juan A. Bueren'

" Division de Terapias Innovadoras del Sistema Hematopoyético, Centro de Investigaciones Energéticas, Medioambientales y Tecnoldgi-
cas (CIEMAT)/Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades Raras (CIBERER)/Hospital Universitario Fundacion Jiménez
Diaz, Madrid; ? Servicio de Hemato-Oncologia Pediatrica, Fundacion para la Investigacion Biomédica del Hospital Infantil Universitario
Nifio Jests, Madrid; 3 Hospital Universitario de Donostia, San Sebastian; 4 Hospital Universitario Cruces, Barakaldo, Bizkaia; ® Hospital
Sant Joan de Déu, Barcelona; ¢ Universidad Auténoma de Barcelona/CIBERER; 7 Hopital Saint-Louis, University Paris Diderot, Paris, Fran-

cia; ® Hospital Universitari Vall d'Hebron, Barcelona

) Introduccion a la terapia génica en hematologia

Los avances realizados en el campo de la ferapia
génica (TG) en enfermedades hematoldgicas, espe-
cialmente en las inmunodeficiencias, han permitido
demostrar que la TG puede ser un tratamiento eficaz
para aquellos pacientes que no tienen un donante
HLA adecuado.

La TG en las enfermedades genéticas hematoldgi-
cas se basa en la correccidn de la poblacién minori-
faria de células madre hematopoyéticas (CMH) que,
gracias a su capacidad de autorrenovacion y diferen-
ciacién hacia los diferentes linajes, permiten mantener
la poblacién de CMH y dar lugar a las diferentes po-
blaciones maduras de la sangre periférica®. De esta
manera, la correccién estable de esta poblacidon de
CMH permitird corregir fodas las células del sistema
hematopoyético, idealmente durante toda la vida del
paciente.

Los protocolos de TG en enfermedades genéticas
hematolégicas se basan en la obtencidn de las CMH,
que se corrigen ex vivo utilizando como vehiculos vec-
fores virales que permiten la integracién del gen tera-
péutico en las CMH. Después de un periodo corto de
cultivo in vitro, las CMH se reinfunden en el paciente,
en la mayoria de los casos después de un tratamiento
submieloablativo o mieloablativo, para facilitar en in-
jerto de las células corregidas.

Con el objetivo de asegurar la correcciéon estable
de la enfermedad durante foda la vida del paciente,
se han utilizado vectores integrativos que permiten la
integraciéon del transgén de manera semialeatoria en
el genoma de la CMH. Los vectores que se han ufilizo-

do fundamentalmente derivan de la familia de virus
Retroviridae, que incluye tanto los y-retrovirus como los
lentivirus.

En todos los casos, se aprovecha la maquinaria del
virus para permitir la infegraciéon del transgén terapéu-
tico en la célula, eliminando completamente su capa-
cidad de replicacién. Ademds, se modifica la envuelta
del virus para conseguir optimizar el tropismo hacia
un tipo celular concreto. En el caso de los vectores
refrovirales (RV), la envuelta mas utilizada es la glico-
proteina G del virus de la estomatitis vesicular (VSV-G),
que fiene un fropismo muy amplio y es capaz fambién
de transducir eficazmente CMH.

Aunque los estudios iniciales de TG en inmunode-
ficiencias como la inmunodeficiencia severa com-
binada asociada al cromosoma X (X1-SCID)® vy la
deficiencia en adenosina deaminasa (ADA)®, y pos-
teriormente en otras enfermedades como el sindrome
de Wiskott-Aldrich (WAS)® y la granulomatosis crénica
(CGD)®, demostraron la eficacia en la clinica de los
vectores retrovirales para transducir las CMH y corre-
gir la enfermedad en los pacientes, fanto en X1-SCID,
como en WAS y CGD en algunos pacientes se obser-
varon efectos adversos severos asociados al sitio de
integraciéon de los RV&),

La sustitucion de los RV por los vectores lentivirales
autoinactivantes (SIN-LV), con un patrdn de integro-
cion diferente al de los RV, sin una preferencia por el
sitio de inicio de la transcripcién, ha permitido el desa-
rrollo de ensayos clinicos de TG eficaces y mds seguros
en los que no se ha detectado ningln efecto adverso
en los pacientes después de 13 anos de seguimiento
en los primeros pacientes tratados®. Estos resultados
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han confirmado la ufilidad de la TG en el tratamiento
de mdltiples enfermedades hereditarias que afectan
al sistemma hematopoyético, como es el caso de las
inmunodeficiencias X1-SCID, ADA, WAS, la B-talasemia
y la anemia falciforme, entre otras, y han permitido
la aprobacién por parte de la agencia europea del
primer medicamento de TG para el tratamiento de la
inmunodeficiencia ADA (Strimvelis®).

En este contexto, la TG podria ser una estrategia
adecuada también para el tratamiento de otras en-
fermedades hereditarias hematoldégicas, como es el
caso de la anemia de Fanconi (AF).

> La anemia de Fanconi,
caracteristicas de la enfermedad

La AF es una enfermedad de baja prevalencia produ-
cida por mutaciones en uno de los 22 genes descritos
hasta el momento®19, siendo las mutaciones en FAN-
CA las mas frecuentes en el mundo y en Espaia®,
La ruta de AF/BRCA esté implicada en la sefalizacion
y reparacién del dano en el ADN, producido por en-
frecruzamientos entre las hebras del ADN, que blo-
quean la horquilla de replicacién y que, por lo tanto,
deben ser reparados o eliminados para permitir que
la célula sobreviva. Defectos en la ruta de Fanconi/
BRCA inducen una elevada sensibilidod a agentes
que producen entrecruzamientos en el ADN, como la
mitomicina C (MMC) y el diepoxibutano (DEB). Como
resultado de la exposicidon a este tipo de agentes, las
células de los pacientes con AF muestran un aumen-
to en el porcentaje de aberraciones cromosdmicas,
asi como la formacién de cromosomas radiales, co-
racteristica que se utiliza para el diagndstico de los
pacientes.

A nivel fenotipico, alrededor de un 60% de los pa-
cientes presentan anomalias congénitas, una elevo-
da predisposicion al cédncer y el desarrollo en edades
tempranas del fallo de médula 6sea, que ocurre apro-
ximadamente en un 70-80% de los pacientes durante
la primera década de vida(2™®. Por esta razén, el pro-
blema hematoldégico es el primero que se debe afron-
far en esfos pacientes.

Los andrégenos se han utilizado de manera exitosa
en algunos pacientes para mejorar los pardmetros he-
matolégicos, pero el Unico tratamiento definitivo para
el fallo de médula 6sea en pacientes con AF es el tras-
plante alogénico de progenitores hematopoyéticos.

Sin embargo, aunque este tratamiento ha mejora-
do durantfe los dltimos afos, fundamentalmente gro-
cias a la inclusion de la fludarabina (que no produce
dano en el ADN) en los fratamientos de acondicio-
namiento, la incidencia de efectos adversos severos,
especialmente una mayor predisposicién al cdncer
de cabeza y cuello, suele verse incrementada en los
pacientes trasplantados, probablemente debido a los
regimenes de acondicionamiento genotdxicos utiliza-
dos y a la enfermedad injerto contra huésped419,

> Mosaicismo somatico en pacientes con anemia
de Fanconi: terapia génica natural

En un porcentaje de pacientes con AF se ha descrito
gue en las células hematopoyéticas se puede produ-
cir una reversién espontdnea de la mutacién original
a la secuencia presente en personas sanas o A una
secuencia que permite la recuperacién del marco de
lectura del gen, dando lugar a la aparicién de una
proteina funcional, De esta manera, en el paciente
coexisten células sanas con células que presentan la
mutacién. Ademds, se ha observado que en la ma-
yoria de los casos las células revertidas de manera
espontdnea tienen ventaja frente a las células no co-
rregidas, lo que permite su expansién y, en muchos
casos, la recuperacién de los pardmetros hematold-
gicos en los pacientes si la reversidén ocurre en una
CMH.

La mejora hematoldégica asociada a la correccién
natural de la mutacién en algunos pacientes fue la
base para pensar que la TG en CMH utilizando vecto-
res lentivirales podria permitir la correccién de la enfer-
medad en los pacientes con AF

) Estudios previos de terapia génica
en anemia de Fanconi

Diversos estudios preclinicos han demostrado la co-
pacidad de los vectores yretrovirales y lentivirales para
corregir la elevada sensibilidad a agentes que produ-
cen entfrecruzamientos en el ADN de las células de los
pacientes con AF, asi como la capacidad de recons-
titucién in vivo de las células corregidas en modelos
animales.

Los resultados obtenidos in vifro y en modelos ani-
males hicieron pensar que la TG podia ser una alter-
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nativa para el problema hematolégico en los pacien-
tes con AF(7, Entre el ano 1999 y 2006 se llevaron a
cabo 3 ensayos clinicos de TG en AF en los que no
se pudo demostrar el injerto de las células corregidas
en los pacientes®. Sin embargo, estos estudios fueron
claves para detectar los problemas que existian aso-
ciados a la TG en esta enfermedad y poder buscar
alternativas para su fratamiento.

Entre los aspectos que probablemente contribuye-
ron al fallo del injerto se encontraban el bajo ndmero
de células que se pudieron obtener en los pacientes,
bien mediante aspirado de médula ésea o moviliza-
cién con dosis altas de GCS-F y los tiempos largos de
cultivo que se utfilizaron para transducir las CMH con
RV, que pudo contribuir a la pérdida de su capacidad
de injerto(”,

Por ello, nuestros estudios se centraron en mejorar el
nUmero de CMH que se podian obtener en los pacien-
tes y reducir el fiempo que las células permanecian en
cultivo a solo 24 horas utilizando vectores lentivirales y
condiciones de cultivo optimizadas. La optimizacion
del protocolo de transduccién nos permitié demostrar
por primera vez que las células CD34+ de pacientes
con AF obtenidas mediante movilizacién con plerixa-
for y G-CSF transducidas en estas condiciones podian
injertar en ratones inmunodeficientes?. Ademas, las
células corregidas mostraron una clara ventaja prolife-
rativa in vivo. Estos resultados confirmaban que la co-
pacidad de injerto de las CMH de los pacientes con
AF después de 1o TG se mantenia y sugerian que algo
similar podria pasar en los pacientes.

Estos resultados permitieron comenzar un ensayo
clinico en pacientes con AF subtipo A en Espaia (cli-
nicaltrials.gov ID: NCT03157804) y en paralelo en los
Estados Unidos (clinicaltrials.gov ID: NCT02931071)(®,

> Ensayo clinico de terapia génica de anemia de
Fanconi subtipo A desarrollado en Espaia

El estudio clinico espanol se centrd en la movilizacion
de las CMH de los pacientes con G-CSF y plerixafor,
y su transduccién con el vector lentiviral designado
como medicamento huérfano PGK-FANCAWpre* LV.
Inicialmente, se frataron 4 pacientes con AF subtipo A,
en los gque se infundi® un nimero de células CD34+
corregidas de entre 4,1 x 10%y 1,6 x 10° células CD34
corregidas/kg®@. Es importante destacar que, a dife-
rencia de otros ensayos clinicos de TG, en este ensayo

las células se infundieron en ausencia de acondicio-
namiento en los pacientes, puesto que el acondicio-
namiento en estos pacientes esté asociado a efectos
adversos severos a largo plazo y porque la ventaja
proliferativa de las células corregidas hacia pensar
que las células corregidas podrian injertar y repoblar
la médula désea de los pacientes sin necesidad de eli-
minar las CMH enddgenas no corregidas.

Los andlisis realizados tanto en sangre periférica
como en médula ésea han confirmado la capacidad
de injerfo de las células CD34+ en los 4 pacientes es-
tudiados y la ventaja proliferativa de las células corre-
gidas a lo largo del tiempo. El andlisis de las diferen-
tfes subpoblaciones en sangre periférica y en médula
6sea confirmaron la correccidn y la ventaja prolifera-
fiva en las diferentes subpoblaciones, incluyendo las
células CD34+, confirmando gue la correccién no ha-
bia ocurrido exclusivamente en un tipo celular com-
prometido a un linaje concreto.

Ademds, se realizaron estudios de seguridad donde
se analizd el patrén de infegracién del vector lentiviral
a diferentes fiempos postrasplante y se pudo confir-
mar gue el patrdén de integracién era muy similar al
observado en otros ensayos de TG. Los estudios reali-
zados en los pacientes que presentaban un porcenta-
je de células corregidas mdés elevado mostraron que
el patrdn de reconstitucién era oligoclonal. Ademds,
es importante destacar que el aumento de las células
corregidas a lo largo del tiempo se asociaba a un au-
mento en la diversidad de clones detectados, lo que
indicaba que el aumento del porcentaje de células
corregidas no estaba asociado en ningdn caso a la
dominancia de un clon con inserciones potencial-
mente genotdxicas, sino a la expansién progresiva de
las células corregidas.

A nivel funcional, se realizaron estudios tanto en pro-
genitores hematopoyéticos en médula ésea como en
células T de sangre periférica. En ambos casos los es-
tudios se centraron en confirmar la reversién de la sen-
sibilidad de las células de pacientes con AF a agentes
que producen entrecruzamientos en la doble cadena
del ADN y gue bloguean la horquilla de replicacién,
por la elevada sensibilidad de las células de los pa-
cientes a este tipo de agentes.

Los estudios realizados en progenitores hematopo-
yéticos de médula ésea en los pacientes infundidos
con las células corregidas confirmaron la reversion
de la sensibilidad a MMC y el aumento a lo largo del
tiempo del porcentaje de células corregidas.
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Los andlisis en sangre periférica se centfraron en el
estudio del porcentaje de células T aberrantes des-
pués del dano con DEB, ofro agente entrecruzante del
ADN. Este estudio se utiliza para diagnosticar a los pa-
cientes con AF, que se caracterizan por la presencia
de un porcentaje elevado de células T aberrantes y un
ndmero elevado de aberraciones por célula después
del dano con DEB. Los estudios realizados en los 4 pao-
cientes fratados por TG confirmaron la clara disminu-
cién del porcentaje de células aberrantes inducidas
por DEB a lo largo del tfiempo llegando, en el paciente
con un porcentaje de células corregidas mds elevao-
do, a niveles similares a los observados en un paciente
mMosaico.

El andlisis de la evolucidn hematolégica en los pa-
cientes ha confirmado la estabilizacion de la enferme-
dad en los pacientes con un porcentaje de células co-
rregidas mds alto, 30 meses después del tfratamiento.

) Perspectivas futuras de la terapia génica

Los resultados positivos obtenidos en diversos ensayos
clinicos han confirmado que la TG con vectores lenti-
virales se convertird en un nuevo tratamiento en multi-
ples enfermedades genéticas que afectan al sistema
hematopoyético.

En el campo de la AF, el ensayo clinico desarrollado
en Espana ha permitido demostrar la seguridad de la
TG en los pacientes con AF y la capacidad de injerto
de las células corregidas en los pacientes. Resultados
preliminares fambién sugieren la estabilizacion del fa-
llo de medula 6sea en los pacientes con mayor injer-
to de células corregidas. Todo ello ha contribuido all
desarrollo de un ensayo clinico en fase 2 promovido
por la empresa farmacéutica Rocket Pharmaceutical
Inc. Este ensayo global desarrollado en Europa y en los
Estados Unidos permitird confirmar la eficacia a largo
plazo de laTG en la AF y su potencial como futuro tra-
tamiento de la enfermedad en los pacientes con AF-A.
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Puesta al dia en el tratamiento de la leucemia mieloide aguda
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Y Introduccion, epidemiologia y factores
que determinan el tratamiento

La leucemia mieloide aguda (LMA) es una enfermedad
diversa desde el punto de vista clinico y bioldégico®. El
mayor conocimiento de su fisiopatologia y marcado-
res moleculares y de superficie ha permitido clasificar
mejor la LMA en subgrupos, precisar los factores pro-
ndstico y administrar un frafamiento ajustado al riesgo.
También, este progreso ha fenido como consecuencia
identificar dianas moleculares y antigénicas, y la reali-
zacion de un tratamiento de precisiéon y personalizado.

La incidencia de la LMA se conoce a partir de los da-
tfos del registro poblacional sueco, del danés®® y del
norteamericano del Surveillance, Epidemiology and
End Results Program (SEER). En funcién de ello, se esti-
ma que cada ano se diagnostican entre 4 y 5 casos
por cada 100.000 habitantes. La mayor parte de casos
corresponden a LMA primaria o de novo, seguida de
la LMA secundaria a otras hemopatias y una minoria
de pacientes tiene LMA relacionada con tratamiento
citotdxico previo®. La incidencia ajustada por edad
es muy baja en nifos y adolescentes, aumenta sig-
nificativamente a partir de la década de los 60 anos
y alcanza un pico entre los 75 y 85 anos. Cuando se
analiza la supervivencia a lo largo de los aios respec-
fo a una poblacién sana, ha habido una clara mejora
en los pacientes hasta los 60 anos, moderada entre
los 61 y los 70 anos y practicamente no ha habido
progreso en la supervivencia de los pacientes a partir
de esa edad. Los pacientes de mds de 70-75 anos tie-
nen una supervivencia a los 5 anos que no supera el
10-15% segln las series.

Cuando hay que decidir qué tratamiento hay que
administrar a pacientes individualizados deben tener-
se en cuenta factores como la edad biolégica, el es-
tado general actual y previo, las comorbilidades, los
indices de riesgo de fallecer con el tratamiento inten-
sivo y, mds recientemente, las escalas de evaluacion

geridtrica (G8, Geriatric Assessment in Hematology
-GAH-)“% . También, el tipo de LMA, sus caracteristicas
citogenéticas y moleculares, asi como factores psico-
sociales como la comprensién del fratamiento, la dis-
ponibilidad de un cuidador, el sistema de salud (publi-
co, privado, mixto) y el acceso a férmacos. Finalmente,
hay que tener en cuenta la actitud del médico, mds
0 menos proclive a la ferapia intensiva, y sobre todo
el deseo del paciente, que en caso de edad avanzo-
da puede preferir un fratamiento no curativo si ello le
permite seguir en un entorno ambulatorio y/o asistir a
celebraciones familiares clave.

) Terapia de primera linea

Hasta finales de la década de 2010, el tratamiento in-
fensivo ha consistido, en pacientes hasta 65-70 anos,
en la combinacién de daunorubicina o idarubicina
mas citarabina en infusién continua y dosis de 100-
200 mg/m? en pauta 3 + 7M. La consolidacion ha
consistido en ciclos de citarabina en dosis intermedia
(DIC) o alta (DAC) seguidos de mds quimioterapia,
trasplante autélogo o frasplante alogénico en fun-
cién del riesgo citogenético. Ya hace unos afos se
ha afadido al criterio de asignacién terapéutica las
alteraciones moleculares y la enfermedad residual
minima posquimioterapia®. La clasificacion genética
con impacto prondstico y ampliamente extendida co-
rresponde a la enunciada por la European Leukemia
Net en 2017®; esta clasificacion distingue 3 grupos de
riesgo, uno favorable donde no se recomienda el fras-
plante alogénico en primera remision completa (RC),
uno desfavorable donde si se recomienda y con rapi-
dez, y uno infermedio donde se proponen 3 opciones:
quimioterapia de consolidacion, trasplante autdlogo
o alogénico. Con las estrategias mencionadas, la su-
pervivencia a los 5 anos del conjunto de los pacientes
es de alrededor del 45-50%.
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En los pacientes de edad avanzada o jovenes con
comorbilidades importantes, el tratamiento estndar
alo largo de la dltima década ha sido la monoterapia
con agentes hipometilantes (azacitidina o decitabina,
por via subcutdnea o intravenosa, respectivamente) y
en algunos protocolos asistenciales la quimioterapia
oral y subcutdnea (esquemas con fludarabina, cito-
rabina en dosis baja y factor estimulante de colonias
de granulocitos -G-CSF-). Los resultados con estas es-
frategias se asocian a supervivencia a los 2 anos de,
como mdaximo, el 20%.

) Tratamiento de la leucemia mieloide aguda
refractaria o en recaida

Hasta la actualidad, ambas situaciones son un reto, ya
que la ferapia de rescate con quimioterapia no permi-
fe una supervivencia prolongada en la gran mayoria
de los pacientes®. En general, los pacientes fallecen
durante el tfratamiento o recaen pronto de su LMA. De
hecho, la mediana de supervivencia tras la recaida
suele ser de meses. Solo una minoria que reciben un
frasplante alogénico y fienen baja carga leucémica
fienen un prondstico algo mdas favorable, particular-
mente con esquemas de acondicionamiento secuen-
cial quimioterapia de rescate-acondicionamiento de
intensidad reducida, seguidos de retirada répida de la
inmunodepresidon e infusién preventiva o profildctica
de linfocitos del donante.

> Nuevos agentes para mejorar los resultados

Se ha investigado un ndmero considerable de molé-
culas para anadir o sustituir las pautas convenciona-
les de quimioterapia. Muchas se han quedado por el
camino, pero otras han conseguido la aprobacién por
las autoridades reguladoras (Food and Drug Adminis-
fration -FDA-, European Medicines Agency -EMA- o
ambas) y han empezado a llegar a Espana, aunque
con menor celeridad y con una amplitud de indica-
cién menor de lo deseable. En la Tabla 1 aparecen las
recomendaciones de tratfamiento de primera linea en
2020 segun el criterio del autor. Después de casi dos
décadas sin que aparecieran nuevos farmacos para
la LMA, desde 2017 se han aprobado agentes con dio-
nas y mecanismos de accién diversos (Figura 1).Entre
ellos hay que destacar, en primera linea, para anadir

a la ferapia infensiva, midostaurina (Rydapt®) para los
pacientes con mutaciones de FLT3® y gemtuzumab
ozogamicina (Mylotarg®) en la LMA con expresion
de CD33 y riesgo citogenético favorable o interme-
dioC%1 También en primera linea y para los pacientes
con LMA secundairia, relacionada con el fratamiento y
con cambios morfoldgicos y/o citogenéticos propios
de mielodisplasia, pronto estard disponible en nuestro
medio cpx-351 (Vyxeos®), una formulacién encapsu-
lada de daunorubicina y citarabina en una relacién
molar de 1:5. Este agente ha demostrado superioridad
frente al clasico 3 x 7 en este grupo de pacientes(?.

En pacientes mayores o con comorbilidades, un nue-
vo agente inhibidor de BCL2, venetoclax (Venclyxto®),
junto a citarabina en dosis baja o sobre todo con
agentes hipometilantes, parficularmente azacitidi-
na®, se ha asociado a mdés de un 60% de RC con o
sin recuperacion hematoldgica completa (RCi) y una
supervivencia superior al 50% al ano. El inicio de la res-
puesta suele aparecer fras 1 o 2 ciclos, pero se deben
mantener por o menos 4, si la foxicidad y la ausencia
de progresiéon lo permite. Estos resultados son claro-
mente superiores a los obtenidos con hipometilantes
solo.Venetoclax esté aprobado por la FDA, pero su dis-
ponibilidad con reembolso en Espana tardard todavia
mas de un ano.

También para pacientes mayores, como tratamiento
de primera linea, la FDA ha aprobado 2 agentes mds,
glasdegib e ivosidenib®. Glasdegib (Daurismo®)
es un inhibidor de la ruta de Hedgehog que, junto a
citarabina en dosis baja, prolonga la supervivencia
frente a esta dltima sola. El agente ha sido aprobado
por la EMA en junio de 2020. lvosidenib (Tibsovo®) es
un inhibidor de IDH1 aprobado en monoterapia como
tratamiento de primera linea en pacientes con LMA y
mutacién de IDH1; este agente previomente habia ob-
fenido autorizacién para tratar pacientes en recaida
o refractarios.

En cuanto a los nuevos agentes para pacientes con
LMA en recaida o refractarios, ademds del ivosidenib
antes mencionado, enasidenib (Idhifa®), un inhibidor
de IDH2, est& aprobado por la FDA, pero se ha retirado
su framitacién en la EMA(9, Ambos, ivosidenib y ena-
sidenib, actdan a través de un mecanismo de diferen-
ciador celular, con el consiguiente sindrome clinico en
un 10% de los casos. Son necesarios varios ciclos con-
secutivos para obtener una RC o RCi que se consigue
en alrededor del 30% de los pacientes. En el recien-
te congreso de la European Hematology Association
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Tabla 1. Leucemia mieloide aguda (LMA): adaptacion a Espafia en 2020 de las recomendaciones de la European Leukemia Net

Tratamiento estandar y aprobado

Candidatos a QT intensiva

e QT 7 + 3 (citarabina 100-200 mg/m? IC + antraciclina DNR 60 mg/m? o IDA 12 mg/m?)
En los pacientes que no responden a un primer ciclo de 7 + 3 se recomienda incluir dosis alta
de citarabina (DAC) en la segunda induccién
Los pacientes de > 18 afos aptos para QT intensiva, con LMA recién diagnosticada y mutaciones
activas de FLT3 deben recibir midostaurina (Rydapt®) con la QT

e Los pacientes con LMA CD33+ y riesgo favorable o intermedio se benefician de 7 + 3 + gemtuzumab
ozogamicina (Mylotarg®)

e Los pacientes con LMA secundaria, relacionada con tratamiento previo o con cambios de SMD tienen
indicacion de CPX-351 (Vyxeos®)

e En los pacientes mayores y/o no aptos para terapia intensiva (generalmente de > 65-70 afos), particu-
larmente en los que tienen genética adversa, puede recomendarse terapia de baja intensidad (agentes
hipometilantes o, preferiblemente, terapia de investigacion)

Terapia de induccion

Terapia de consolidacion

Edad hasta 65-70 afios

Genética riesgo favorable e > 2de ciclos DAC o dosis intermedia (DIC, particularmente si > 55-60 afios) o 1-2 ciclos y TPH auto
Genética intermedia e 203 ciclos de consolidacion con DIC/TPH alo tras consolidacion 1 o 2, o TPH auto (si EMR-)
Genética adversa e TPH alogénico antes de 3 meses post-RC

Edad > 65 afios

Genética riesgo favorable e DIC>2,01yTPH auto

Genética intermedia/adversa e TPH alogénico en pacientes con bajo indice de comorbilidad o terapia en investigacion

e Azacitidina, decitabina, dosis bajas de citarabina, combinacién de QT oral de baja intensidad, mejor
No candidatos a QT intensiva tratamiento de soporte, ensayo clinico, a la espera de aprobacion de nuevos farmacos (venetoclax,
inhibidores IDH, glasdegib)

Dohner H, et al. Blood. 2017
DIC: citarabina en dosis intermedia; DNR: daunorubicina; EMR: enfermedad minima residual; IDA: idarubicina; QT: quimioterapia; RC: remision completa; SMD: sindrome
mielodisplasico; TPH alo: trasplante de progenitores hematopoyéticos alogénico; TPH auto: trasplante de progenitores hematopoyéticos autélogo

Inhibidores del ciclo/senalizacion
Inhibidores de proteina quinasas MDM2. PLK. CDK. PI3K. mTOR
FLT3, c-KIT, AK-B, JAK1-2 I-'lEDG'EHOC'; BCL:-Z ’

Glasdegib
Venetoclax*

Midostaurina
Gitentinib

Terapias inmunes
CD33, SGN-CD33a, AMG
330,CHECK-P inh, antiCD123,
antiCD47, antiCD70, BITEs, DARTSs,
NK, CARTs

Gemtuzumab ozogamicina

Modificadores epigenéticos
AZA, SGI-110, HDAC, BRD4,
DOTIL, IDH18/2®

Ivosidenib*
Enasidenib®

Agentes citotoxicos
Analogos de nucledsidos,
vosaroxina, CPX-351

Daunorubicina y citarabina encapsuladas 1.5 Molar

Figura 1. Nuevos agentes para fratar la leucemia mieloide aguda (LMA). En naranja se resaltan aquellas dianas para las que hay agentes
nuevos aprobados. ® No aprobado todavia en la Unién Europea para el fratamiento de la LMA; ® retirada de la solicitud de enasidenib para
la autorizacion de comercializacion de la Unién Europea (6 de diciembre de 2019).
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(EHA) se ha mostrado que la asociacion de enaside-
nib y azacitidina prolonga la supervivencia libre de
evento (SLE) respecto a la azacitidina sola. También
en la LMA refractaria o en recaida, el inhibidor de FLT3
gilteritinib (Xospata®)(”, con efecto en los casos con
mutaciones de tipo ITD y/o TKD, esté aprobado por la
FDA y la EMA, y esperemos que esté accesible pronto
en Espana.

En cuanto a los agentes hipometilantes, hace pocas
semanas (septiembre de 2020) la FDA ha aprobado
una formulacién oral de azacitidina, CC-486 (Onu-
reg®), como terapia de mantenimiento para los pa-
cientes adultos con LMA en RC o RCi después de qui-
mioterapia de induccién intensiva y que no pueden
completar la terapia curativa intensiva posterior/bdsi-
camente frasplante hematopoyético alogénico®.,

Otro hipometilante aprobado en julio de 2020 para
sindrome mielodispldsico (SMD) y leucemia mielomo-
nocitica cronica es la formulacién oral de decitabina
y el inhibidor de la citidina deaminasa cedazuridina.
Este agente estd en ensayos en pacientes con LMA.

Un agente en proceso de revision répida por consi-
derarlo breakthrough therapy el 15 de septiembre de
2020 es magrolimab. Este agente es el primer anticuer-
po monoclonal en investigacion de su clase contra
CD47 y un inhibidor del punto de control de macré-
fagos disenado para inferferir con el reconocimiento
de CDA47 por el receptor SIRPo. en los macréfagos, blo-
gueando asi la sefal "no me elimines” que utilizan las
células cancerosas para evitar ser ingeridas por ma-
crofagos. Esta decision se basa en los resulfados de
un estudio en fase Ib de magrolimab en combinacién
con azacitidina en el que se obtuvo un 42% de RC.

Ofros agentes de inmunoterapia dirigida a dianas
antigénicas de la superficie de la LMA, ademas del
mencionado gemtfuzumab ozogamicing, son anti-
cuerpos dirigidos a nuevas moléculas de superficie en
las células de LMA como CD70 (cusatuzumab) y los
biespecificos que aproximan los linfocitos T CD3 positi-
vos a las células de la LMA, dirigidos a CD3. Entre estos
Gltimos cabe mencionar AMG330 frente a CD3 y CD33
o flotetuzumalb dirigido a CD3 y CD123, entre otros(9,

Los agentes inhibidores de los puntos de control in-
mune que originan tolerancia al crecimiento tumoral,
con notable actividad en tumores sdlidos y enferme-
dad de Hodgkin como nivolumab o pembrolizumalb,
han dado resultados llamativos en la LMA.

Finalmente, la inmunoterapia celular, efectiva en
neoplasias linfoides B y en mieloma, se investiga en la

LMAT?_El principal obstéculo es que los antigenos pre-
senfes en la superficie de las células progenitoras de
la LMA son compartidos por las hematopoyéticas nor-
males; por tanto, es preciso un rescate hematolégico
posterior con trasplante alogénico. Los principales en-
sayos con células T-CAR se dirigen a Lewis Y, CLL1, CD33,
CD123,CD44v6 y FLT3. La inmunoterapia celular con cé-
lulas NK que no dio resultados llomativos en el pasado
fambién se beneficia de la técnica de generaciéon de
células CAR-T y han comenzado ensayos con células
NK-CAR. Las vacunas anfitumorales en la LMA, investi-
gadas desde hace anos, han visto un nuevo impulso
recienfemente, en particular las dirigidas frente a WT1.

> Conclusion

Tras un largo periodo sin novedades, en los Ultimos
anos se han desarrollado numerosos agentes para
fratar la LMA. Algunos de ellos se han abandonado
por insuficiente o nula eficacia. Ofros se encuentran
en fase de investigaciéon precoz o avanzada y un nd-
mero creciente los ha aprobado la FDA y/o la EMA. Los
nuevos agentes son mejoras de los fdrmacos hasta
ahora conocidos y la mayor parte se dirigen a dianas
moleculares o antigénicas. Con respecto a estas dlti-
mas, destacan los nuevos anticuerpos biespecificos y
los monoclonales frente a antigenos implicados en la
fisiopatologia de esta enfermedad. La inmunoterapia
celular, particularmente el desarrollo de células FCAR
o NK-CAR, se investiga muy activamente con la infen-
cién de extender a la LMA los resultados favorables
obtenidos en las neoplasias linfoides B.

) Bibliografia

1. Dohner H, Weisdorf D, Bloomcield CD. Acute myeloid leukemia. N Engl J Med.
2015;373:1136-52.

2. Juliusson G, Abrahamsson J, Lazarevic V, Antunovic P, Derolf A, Garelius H, et
al. for the Swedish AML Group and the Swedish Childhood Leukemia Group.
Prevalence and characteristics of survivors from acute myeloid leukemia in
Sweden. Leukemia. 2017;31:728-31.

3. Granfeldt @stgérd LS, Medeiros BC, Sengelev H, Nergaard M, Andersen MK,
Dufva IH, et al. Epidemiology and Clinical Significance of Secondary and
Therapy-Related Acute Myeloid Leukemia: A National Population-Based Co-
hort Study. J Clin Oncol. 2015;33:3641-9.

4. Klepin HD. Ready for prime time: role for geriatric assessment to improve
quality of care in hematology practice. Blood. 2019;134:2005-12.




LXII Congreso Nacional SEHH-XXXVI Congreso Nacional SETH / Programa Educacional

. Bonanad S, De la Rubia J, Gironella M, Pérez Persona E, Gonzélez B, Femndn-

dez Lago C, et al. Development and psychometric validation of a brief com-
prehensive health sfatus assessment scale in older patients with hemato-
logical malignancies: The GAH Scale. J Geriatr Oncol. 2015;6:353-61.

. Schuurhuis GJ, Heuser M, Freeman S, Béné MC, Buccisano F, Cloos J, et al.

Minimal/measurable residual disease in AML: a consensus document from
the European LeukemiaNet MRD Working Party. Blood. 2018;131:1275-91.

. Déhner H, Estey E, Grimwade D, Amadori S, Appelbaum FR, Buchner T, et al.

Diagnosis and management of AML in adults: 2017 ELN recommendations
from an infemnational expert panel. Blood. 2017;129:424-47.

. Megias-Vericat JE, Martinez-Cuadrén, D, Sanz MA, Montesinos P. Salvage regi-

mens using conventional chemotherapy agents for relapsed/refractory adult
AML patients: a systematic literature review.Ann Hematol. 2018;97:1115-53.

. Stone RM, Mandrekar SJ, Sanford BL, Laumann K, Geyer S, Bloomfield CD, et

al. Midostaurin plus Chemotherapy for Acute Myeloid Leukemia with a FLT3
Mutation. N Engl J Med. 2017;377:454-64.

. Castaigne S, Pautas C,Terré C, Raffoux E, Bordessoule D, Bastie JN, et al. Effect

of gemtuzumab ozogamicin on survival of adult patients with de-novo acute
myeloid leukaemia (ALFA-0701): a randomised, open-label, phase 3 study.
Lancet. 2012;379:1508-16.

. Lambert J, Pautas C, Terré C, Raffoux E, Turlure P. Denis Caillot D, et al. Gem-

tuzumab ozogamicin for de novo acute myeloid leukemia: final efficacy and
safety updates from the open-label, phase IIl. ALFA-0701 trial. Haematologi-
¢a.2019;104:1139.

. Lancet JE, Uy GL, Cortes JE, Newell LF, Lin TL, Ritchie EK, et al. CPX-351 (cyta-

rabine and daunorubicin) Liposome for Injection Versus Conventional Cyta-

rabine Plus Daunorubicin in Older Patients With Newly Diagnosed Secondary
Acute Myeloid Leukemia. J Clin Oncol. 2018;36:2684-92.

. DiNardo CD, Jonas BA, Pullarkat V, Thirman MJ, Garcia JS, Wei AH, et al. Azacit-

idine and Venetoclax in Previously Untreated Acute Myeloid Leukemia. N Engl
J Med. 2020;383:617-29.

. Cortes JE, Heidel FH, Hellmann A, Fiedler W, Smith BD, Robak T, et al. Random-

ized comparison of low dose cytarabine with or without glasdegib in patients
with newly diagnosed acufe myeloid leukemia or high-risk myelodysplastic
syndrome. Leukemia. 2019;33:379-89.

. DiNardo CD, Stein EM, de Botton S, Roboz GJ, Altman JK, Mims AS, et al. Du-

rable Remissions with Ivosidenib in IDH1-Mutated Relapsed or Refractory
AML.N Engl J Med. 2018;378:2386-98.

. Eytan M, Stein EM, DiNardo CD, Pollyea DA, Fathi AT, Roboz GJ, et al. Ena-

sidenib in mutant IDH2 relapsed or refractory acute myeloid leukemia. Blood.
2017;130:722-31.

. Perl AE, Martinelli G, Cortes JE, Neubauer A, Berman E, Paolini S, et al. Gilteri-

tinib or Chemotherapy for Relapsed or Refractory FLT3-Mutated AML. N Engl J
Med. 2019;381:1728-40.

. Wei AH, Déhner H, Pocock C, Montesinos P, Afanasyev B, Dombret H, et al.

The QUAZAR AML-001 Maintenance Trial: Results of a Phase Ill Infernational,
Randomized, Double-Blind, Placebo-Controlled Study of CC-486 (Oral For-
mulation of Azacitidine) in Patients with Acute Myeloid Leukemia (AML) in
First Remission. Blood. 2019;134(Supplement_2):LBA-3.

. Liu'Y, Bewersdorf JP, Stahl M, Zeidan AM. Immunotherapy in acute myeloid

leukemia and myelodysplastic syndromes: The dawn of a new era? Blood
Rev.2019;34.67-83.



X o sew
XXXV o sem

OE OCTUBRE 2020

PONENCIAS




LXII Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Hematologia y Hemoterapia / Ponencias

SIMPOSIO IMPACTO DEL DIAGNOSTICO MOLECULAR EN HEMATOLOGIA

Coordinadores:
Dr. Jesus Maria Hernandez Rivas. Hospital Clinico Universitario de Salamanca
Dra. Rosa Ayala Diaz. Hospital Universitario 12 de Octubre. Madrid




LXII Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Hematologia y Hemoterapia / Ponencias

Red blood cell disorders
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Red blood cells (RBC) are biconcave disks without nucle-
us, mitochondria and other organelles. They are formed
by the membrane skeleton, some metabolic enzymes
and are rich in hemoglobin (Hb), which comprises of
globin subunits and iron-containing heme groups. In a
normal healthy individual the number of circulating RBC
and their precursors remain more or less constant, with
a balance between the contfinuous loss of mature cells
by senescence and new RBC production in the bone
marrow. There are precise homeostatic mechanisms to
ensure sufficient, but not excess, RBCs production. Con-
genital disorders affecting the consfituents of the RBC
(namely hemoglobinopathies, membranopathies or en-
zymopathies) or affecting the erythropoiesis, can lead fo
anemia or to excess of RBC production (erythrocytosis).

The most common inherited RBC disorders are con-
genital hemolytic anemias (CHA), caused by o- and
B-hemoglobinopathies, red cell pyruvate kinase (PKLR)
or glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) defi-
ciency, and hereditary spherocytosis (HS), which affect
millions of people worldwide. CHA can also be caused
by other RBC enzymes deficiency, other forms of mem-
branopathies and, more rarely, by ineffective erythro-
poiesis as in congenital sideroblastic anemia (CSA) or
congenital dyserythropoietic anemia (CDA).

RBC disorders can also be caused by congenital
iron deficiency, leading to severe microcytic hypochro-
mic anemia, as in Iron-refractory iron deficiency ane-
mia (IRIDA) and DMT1-deficiency anemia.

> Red blood cells disorders diagnosis

Traditional diagnosis of CHA has been done via a step-
by-step process starting to evaluate the disorder in the
proper clinical context, the family history and transmis-
sion pattern, the hematological parameters and the
morphological analysis of peripheral blood. In the great
number of cases this is enough o lead to the suspicious

of a hemoglobinopathy, membranopathy or enzymop-
athy. Biochemical tests as Ho capillary electrophoresis
or high performance liquid chromatography (HPLC),
combination of an eosin-5-maleimide test (EMA) with
ektacytometry, and measurement of the RBC enzyme
levels, can confirm the diagnosis of thalassemia, sickle
cell disorders or other Hb variants, RBC memibrane dis-
orders or RBC enzymes deficiency, respectively. Com-
plementary analysis of bone marrow smears are neces-
sary for the diagnosis of CDA and CSA.

> Molecular studies

Although in the most of cases it's possible fo do the
diagnosis without molecular studies, they are usually
necessary fo confirm the diagnosis, in order fo establish
suitable prognostic and treatment, and propose genet-
ic counselling to the couples at risk. Molecular test are
also used to find the disease-causing mutations in cas-
es where traditional testing has failed, or when a patient
has been transfused, leading fo confounding biochem:-
ical testing findings due to mixed RBC populations.

For B-hemoglobinopathies, membrane and enzyme
defects, CDA, CSA, IRIDA and DMT1-anemia, Sanger se-
quencing of the affected gene(s) is usually sufficient
fo find the pathogenic variant(s) causing the disorder.

For o-thalassemia, &p-thalassemia and ydp-tha-
lassemia, caused by large deletions of the correspond-
ing genes, a GAP-PCR or MLPA study must be done.

Examples of situations when molecular diagnosis is
crucial to establish prognostic and treatment or per-
form genetic counselling are:

* Hemoglobinopathies:

- Differentiation between moderate B-thalassemia
infermedia (homozygous or compound heterozygous
B* mutations; association of B° mutations with a-genes
friplication), severe B-thalassemia intermedia (§°/8%)
and dominant B-thalassemia intermedia.



- Differentiation between a-thalassemia (-o./-0)
o-thalassemia  (—-/ac), d+B-thalassemia or large
B-gene cluster deletions (8p-thal or ydp-thal) in pres-
ence of microcytic hypochromic anemia and normal
quantification of HbA2.

- Identification of unstable Hbs, Ho-M or high offinity
Hbs, when they are silent in electrophoresis or HPLC.

* Enzymopathies: in patients with a high reticulocyte
count, because it interferes with the measurement of
the enzyme.

* Membranopathies: identification of pathogenic
variants in PIEZO1 or KCNN4 genes, as splenectomy
is contfraindicated in hereditary xerocytosis, due to in-
creased risk of thromboembolic complications.

> Next generation sequencing (NGS)

Accurate diagnosis of congenital RBC disorders can be
challenging because the clinical features may overlap
with different etiologies and it is not possible to distin-
guish between them using conventional biochemical
and molecular technigques. Sanger sequencing is not
useful for the diagnoses of complex, multi-gene disor-
ders or those with locus heterogeneity.

The wide use of NGS, either whole genome sequenc-
ing (WGS), whole exome sequencing (WES) or target-
ed gene panels, applied to the study of RBC disorders
allowed to the identification of new genes, new vari-
ants and also to the detection of interaction of patho-
genic variants in different genes causing disorders with
complex phenotypes.

RBC disorders'targeted NGS panels (Table 1) improved
the precise diagnosis of CHAs and other RBC disorders,
reducing fime fo diagnosis and ameliorating differential
diagnosis in terms of identification of new causative or
modifier variants. Moreover, it allowed the identification of
polygenic conditions, in which the phenotypic variabil-
ity could be explained by the coinheritance of multiple
disease genotypes. This enhances management and
counselling of the patient and their family.

For those who are familiar with the NGS technology;, it
is not a surprise to be drowned in lots of variants, patho-
genic, likely pathogenic or of unknown significance
(VUS). Mutation databases, as HGMD, Varsome or Clin-
var are of great help to classify these variants and we
should contribute and register the variants (VUS, likely
pathogenic or pathogenic) found in our patients.
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Table 1. Genes in the red blood cells (RBC) disorders’ targeted next generation sequencing (NGS) panel,

associated clinical phenotypes and Mendelia

inheritance patterns

Genes

Clinical phenotypes

Inheritance

o- and 3-globin genes

Hemoglobinopathies

[3-thalassemia major

Autosomal recessive

[-thalassemia intermedia

Autosomal recessive

b Dominant B-thalassemia intermedia Autosomal dominant
Sickle cell disease Autosomal recessive
HBA1, HBA2 Hb H disease Autosomal recessive
Hemolytic anemia due to unstable Hb Autosomal dominant
HBB, HBA1, HBA2 Congenital erythrocytosis due to high affinity Hbs Autosomal dominant

Cyanosis due to Hb M

Autosomal dominant

RBC enzymes

Enzymopathies

G6PD

Acute/Chronic hemolytic anemia

X-linked

PGK1

Chronic hemolytic anemia

X-linked

ALDOA, AK1, GPI, PKLR, HK1, NT5C3A, TPI1, GSR, GSS

Congenital hemolytic anemia

Autosomal recessive

RBC membrane

Membranopathies

ANK1, SLC4A1, SPTB Hereditary spherocytosis Autosomal dominant, de novo
EPB42, SPTAT, Hereditary spherocytosis Autosomal recessive
EPB41, SPTA1, SPTB Hereditary elliptocytosis Autosomal dominant
EPB41, SPTA1, SPTB Hereditary pyropoikilocytosis Autosomal recessive
SLC4A1 Ovalocytosis Southeast Asian type Autosomal dominant
PIEZO1, KCNN4 Dehydrated hereditary stomatocytosis (xerocytosis) | Autosomal dominant
RHAG Overhydrated hereditary stomatocytosis Autosomal dominant
ABCB6 Familial pseudohyperkalemia Autosomal dominant

Erythroid differentiation

Congenital dyserythropoietic anemia

CDANT, C150RF41 CDA typell Autosomal recessive
SEC23B CDA type Il Autosomal recessive
KIF23 CDA type Il familial Autosomal dominant
KLF1, GATA-1 CDA like Autosomal dominant, X linked

Heme metabolism

Congenital sideroblastic anemia

ALAS2

X-linked sideroblastic anemia

X-linked

SLC25A38, GLRX5, HSPA9

Sideroblastic anemia

Autosomal recessive

Iron metabolism

TMPRSS6

Iron-refractory iron deficiency anemia (IRIDA)

Autosomal recessive

SLC11A2

DMT1-deficiency anemia

Autosomal recessive
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> Introduccion

Mientras los estudios moleculares en el campo de las
hemopatias malignas, por su valor diagndstico, pro-
nbstico y de respuesta terapéutica, son rutinarios y
habituales en muchos hospitales espanoles, existen
muchos grupos trabajando en el campo y han incor-
porado la Gltima fecnologia molecular, las pruebas
moleculares realizadas de forma rutinaria en el cam-
po de la hemostasia se restringen casi exclusivamente
a los estudios de tfrombofilia y en algunos centros a la
hemofilia. De hecho, incluso los estudios de frombofilia
estén cuestionados, ya que solo se analizan las alte-
raciones trombdticas més comunes con bajo riesgo
trombético absoluto, por lo que los beneficios clinicos
obtenidos son muy dudosos o restringidos a muy po-
cos pacientes. Solo grupos especializados, referentes
nacionales para el diagndstico de enfermedades es-
pecificas y con mds enfoque de investigacion, reali-
zan ofras pruebas moleculares, que afortunadamente
estdn haciendo evolucionar esta érea, con aportacio-
nes destacadas que serdn la base de la presente revi-
sibn que se enfoca en 2 situaciones diferentes: enfer-
medades complejas y enfermedades monogénicas.

> Enfermedades complejas: trombosis

El caracter multifactorial asociado con las enfermeda-
des complejas como la frombosis lleva implicita la par-
ficipacién de diferentes genes y factores ambientales
(Figura 1). Por ello, la busqueda de la base molecu-
lar de la trombosis ha sido y seréd complicada. Existen
casos en los que se ha identificado un componente
mayoritario monogénico, como las recientes identifi-
caciones de alteraciones en los genes de la protrom-

bina o del FIX(2, Los estudios de familias con trombo-
filia y el desarrollo de los sistemas de secuenciacion
masiva sin duda identificardn nuevas alteraciones
monogénicas implicadas en trombosis. Sin embar-
go. en la mayoria de los casos con frombosis, la base
patogénica es multifactorial, con la participacion de
multiples factores genéticos y factores ambientales.
Dentro de los factores genéticos implicados, sin duda
existen polimorfismos protrombdticos que juegan su

Enfermedades complejas
(trombosis)
Perfil de variantes
S:(;?]gogﬁ?:g comunes de bajo
rin?i al + peso positivos o
P P negativos
Factores
genéticos
Factores
Agentes ambientales
moduladores:
* Positivos
* Negativos

Figura 1. Elementfos implicados en enfermedades complejas
como la frombosis.
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papel en esta enfermedad compleja; aunque los re-
cientes metaandlisis de GWAS realizados en trombosis
venosa o arterial coinciden en indicar que el ndmero
de polimorfismos implicados no es alto, pueden impli-
car proteinas que no se vinculan directamente con el
sisterna hemostdtico y el peso que tienen es siempre
moderado, con un riesgo relativo que solo para el FV
Leiden supera el 2%G4,

En este contexto, se ha intenfado desarrollar mode-
los predictivos basados en la presencia de perfiles de
polimorfismos y de ofros factores de riesgo®, y aunque
sin duda es la aproximacidén mas correcta a la rea-
lidad, todavia estamos muy lejos de conseguir unos
modelos que sean de utilidad, en parte porque no
fienen en cuenta todos los elementos implicados, ya
que no incluyen alteraciones menos comunes, y por-
gque fodavia no sabemos parametrizar (la mayoria de
los modelos solo usan escalas aditivas) las relaciones
de diferentes alteraciones genéticas y/o ambientales,
como discutiremos posteriormente.

El aspecto novedoso que en nuestra opinién debe-
mos destacar en este contexto es el de los elementos
protectores, generalizable a todas las enfermedades,
pero que tiene especial peso en las que afectan al de-
licado balance hemostatico. Hemos asistido a la bds-
queda sistemdtica de elementos patogénicos o que
incrementen el riesgo de sufrir enfermedades, pero se
han hecho pocos esfuerzos en investigar variaciones
genéticas que pudieran ejercer el efecto contrario:
proteger frente a alteraciones patogénicas o modu-
lar el efecto patogénico de otras alteraciones genéti-
cas®.Y, como hemos indicado, en un sistema que se
caracteriza por ser un equilibrio entre elementos pro-
coagulantes y anticoagulantes, las alteraciones que
juegan un papel en un lado de la balonza pueden
tener consecuencias antagdnicas en el otro lado. Lo
realmente curioso es que este concepto ya debiamos
tenerlo integrado, pues es la base del tratamiento an-
ficoagulante con antivitaomina K. Sin embargo, solo
desde hace pocos afos se estdn implementando
actuaciones con este mismo objetivo, como son la
generacién de estados protrombdticos para reducir el
riesgo hemorrdgico en hemofilicos empleando silen-
ciamiento de antitrombina o proteina S o la inhibicidn
del TFPI (fissue factor pathway inhibitor) 7.

Desde el punto de vista molecular y ya en el lado de
la frombosis, el ejemplo mds interesante, que estamos
seguros no serd el ditimo, es el potente efecto protec-
for que la deficiencia congénita de FXI, a la que se

habia denominado hemofilia C, tiene frente a la pato-
logia frombdtica, especialmente en territorio venoso.
La protecciéon antitrombdtica observada en pacientes
con deficiencia de FXI(9, junto a los datos de diferen-
tes modelos animales, ha propiciado el desarrollo de
nuevos tratamientos anticoagulantes basados en la
reduccién de niveles de FXI (y FXIl) por el bajo riesgo
hemorrdgico asociado(' 12,

> Enfermedades monogénicas

Este dmbito se ha visto significativamente implementa-
do con el desarrollo de la next generation sequencing
(NGS). Varios grupos de nuestras sociedades estan
produciendo excelentes resultados identificando nue-
vOs genes y variantes génicas con distintos mecanis-
mos implicados en distintfas enfermedades monogé-
nicas de la hemostasia. Destacamos la contribucién
del Dr. Rivera y el Dr. Bastida en Murcia y Salamanca
en el campo de las frombopatias®; la del Dr.Vidal en
Barcelona en la enfermedad de von Willebrand y otras
coagulopatias®,y la del Dr. Soria también en Barcelo-
na por su experiencia en GWAST®. En este campo, al
igual que ocurre con cualquier ofra enfermedad en la
que se emplean sistemas de secuenciacién masiva
para identificar la base molecular, las variantes iden-
fificadas deben validarse para confirmar su efecto
funcional y patolégico. Por ello, ademds de una segre-
gacién familiar, en muchos casos hay que recurrir o
modelos celulares y animales para confirmar que sea
la alteracién responsable de la enfermedad.

Sin embargo, existen algunos aspectos relaciona-
dos con el diagnéstico molecular de enfermedades
monogénicas que las técnicas de NGS no consiguen
aclarar y gue detallamos a continuacion.

) Variantes estructurales

Las variantes estructurales (SV) son alteraciones ge-
néticas de mas de 50 pb.Aungue sean mucho menos
abundantes numéricamente en el genoma que las
variantes puntuales (SNV), el hecho de que afectan
a mucha mas cantfidad de bases hace que el poten-
cial patogénico de las SV sea mucho mayor que el
de las SNV(9, Desgraciadamente, las SV son de dificil
diagnéstico empleando sistemas de secuenciacion
masiva basados en lecturas cortas y, aunque hay sis-
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Tabla 1. Métodos diagnésticos capaces de identificar variantes estructurales

Método Transl| Inv CNV (> 50 Kb) Indel (1-50 Kb) SV<1Kb Sec punto ruptura
Analisis genoma

Cariotipo Si (>3 Mb) Si (>3 Mb) Si (>3 Mb) No No No

aCGH No No Si (> 5 Kb) No No No

aSNP No No Si Si Si (SNP) No

Sec PE Si Si Si Si No Si

Sec Nanoporo Si Si Si Si Si Si
Analisis dirigido

MLPA No No No Si Si No

RT-qPCR No No No Si Si No

FISH Si Si Si Si Si No

aCGH: array comparative genome hybridization; aSNP: array single nucleotide polymorphism; CNV: copy number variation; FISH: fluorescence in situ hybridization;
Inv: inversién; Kb: kilobase; Mb: megabase; MLPA: multiple ligation probe amplification; RT-qPCR: real time quantitative PCR; Sec PE: secuenciacién paired-end:

Sec: secuenciacion; SV: structural variant, Trans: translocacion

temas tanto dirigidos a genes especificos como que
abarcan el genoma completo capaces de detectar
las SV, es cierto que algunos tipos de SV (por ejemplo,
inversiones o inserciones de retrotransposones) y es-
pecialmente algunas localizaciones, como intrénicas
o reguladoras, son muy dificiles de detectar o no se
caracterizan a nivel de la secuencia con muchos de
los métodos moleculares empleados rutinariamen-
te(? (Tabla 1).

Nuestro grupo ha desarrollado un proyecto que
ha investigado las SV implicadas en la deficiencia
de antitrombina, la frombofilia mas grave. Para ello,
hemos comparado diferentes metodologias mole-
culares empleadas en identificar estas alteraciones,
desde MLPA (mulfiplex ligation-dependent probe am-
plification) a array de hibridacién genémica compo-
rada (CGHa) o PCR largas y posterior secuenciacion,
Yy, sobre todo, hemos empleado sistemas de secuen-
ciacién de tercera generacién con nanoporos, que
permiten un estudio del genoma completo sin ningu-
na manipulacién generando secuencias extralargas
(de hasta 2,5 Mb)(®,

El estudio se ha realizado en 2 cohortes: por una
parte, casos con deficiencia de este anticoagulante
gue tenian una SV que afecta a SERPINCT, el gen que
codifica antitrombina, identificada mediante MLPA; y,
por otra parte, casos en los que ni la secuenciacioén
(NGS o Sanger) ni el MLPA identificaron alteraciones
relevantes en SERPINC1. En el grupo de SV la secuen-
ciacién por nanoporos identificd todas las SV, inde-
pendientemente de la extensién (desde 193 pb a

2 Mb) o tipo (delecidn o duplicacion); definid exacta-
mente la extension de la SV y establecid la secuencia
exacta del punto de rupturad?. Este dltimo aspecto
es clave en varios aspectos. Primero, ayuda a diseiar
con precision los sistemas de verificacién que validen
los resultados obtenidos. En segundo lugar, ayuda a
definir el mecanismo implicado.

Asi, en nuestros casos, la identificaciéon en la mo-
yoria de los casos de secuencias repetitivas en la
cercania del punto de ruptura y la presencia de mi-
crohomologia (de 3 a 30 pb) en el punto de ruptura
muestran la relevancia de las secuencias repetitivas
(abundantes en SERPINCT) en el desarrollo de estas
SV y la implicacién de un mecanismo basado en re-
plicacion (BIR/MMBIR/FoSTeS) que explique la apari-
cién de estas SV. Pero quizds la mayor ventaja desde
el punto de vista diagnbdstico es que la secuencio-
cién por nanoporos permite conocer la arquitectura
genética general aclarando casos con un diagnos-
fico incorrecto o contradictorio, o identificando nue-
vos mecanismos de esta enfermedad.

De esta forma, pudimos demostrar que la supues-
ta delecidn del exdn 1 diagnosticada por MLPA en
un caso, contradictoria con el diagnéstico de de-
lecidén de los exones 1y 2 que sugeria el andlisis
por LR-PCR y secuenciacién, en realidad era una vo-
riante estructural compleja (CxSV) que implicaba
una duplicacién de los exones 2 y 3, con posterior
delecidn de los exones 1y 2, siendo la primera CxSV
identificada en la deficiencia de antitrombinad?,
Pero el resultado mas interesante implica los casos
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sin base molecular conocida con los métodos mo-
leculares convencionales.

El empleo de secuenciaciéon de tercera generaciéon
nos ha permitido identificar la base molecular en 4
de los 14 casos analizados. En un caso, la deficiencia
se debia a la delecién de gran parte del infron 1 y los
primeros nucledtidos del exdn 229, Los 3 casos restantes
compartian la insercién de un retrotransposén de 2,4 Kb
del tipo SVA-E (aunque con algunas peculiaridades
que se pudieron identificar al generar el ensamblaje de
novo de la secuencia que obtuvo con NANopPoros) en el
intron 6 de SERPINCI. Este estudio es la primera descrip-
cién de que la insercién de un retrotransposdn constitu-
ye la base molecular de la deficiencia de antitrombina
y amplia el nUmero de enfermedades en las que la in-
sercion de elementos maéviles esté implicadad®-

) Otras fortalezas de la secuenciacion
de tercera generacion

La secuenciacién de tercera generacion tiene otras
fortalezas que merecen ser destacadas. Especialmen-
te interesante es la oportunidad de definir haplotipos
en secuencias largas. Poder secuenciar grandes frag-
mentos de ADN (fanto gendémico como amplicones)
permite conocer el ligamiento de alteraciones genéti-
cas y poder definir haplotipos sin necesidad de clona-
cion o estudios familiares. Esta posibilidad la hemos ex-
plorado para determinar, gracias al haplotipo comun
de 14 SNV, el efecto fundador de la primera mutaciéon
recurrente identificada en pacientes africanos porta-
dores de la variante p.Thr147Ala de SERPINCI, cau-
sante de una deficiencia de antitrombina presente en
mas del 1% de esa poblacién®@). En este congreso, el
Dr. Teruel, de nuestro grupo, presenta una comunica-
cién sobre el uso de esta tfecnologia en el diagndstico
de mutaciones bialélicas en CEBPA.

Y Implicacion de otros genes
en enfermedades monogénicas.
Papel de modificaciones postraduccionales

Tendemos a pensar que solo las alteraciones en el
gen codificante son las que pueden justificar un de-
fecto en una proteina. Sin embargo, cada dia apare-
cen mds evidencias de otros mecanismos implicados
en lo que se consideraban enfermedades monogé-

nicas. Ya se conocia que deficiencias combinadas
de FV y FVIIl pueden ser causadas por alteraciones
en proteinas implicadas en el fransporte intracelular
(LMANTy MCFD2)@® o que la deficiencia combinada
de proteinas vitamina K puede explicarse por altera-
ciones en cualquiera de los 2 elementos del ciclo de la
vitamina K, vGGCX 0 VKORCT, con diferentes mecanis-
mos desde mutaciones recesivas a la disomia unipa-
rental@, Nuestro grupo, estudiando la base molecular
de la deficiencia de antitrombina en casos sin altera-
ciones en SERPINC1, descubrimos que hasta el 25% de
estos casos se deben a defectos de glicosilacion con
base molecular en alguno de los 25 genes implicados
en la ruta de N-glicosilacion®. Es cierto que, en fodas
estas situaciones, los defectos normalmente afectan
mds de una proteina y podrian asociarse con mds
manifestaciones clinicas, pero también es cierto que
identificar la base molecular en estos pacientes abre
nuevas perspectivas terapéuticas de las que estos pa-
cientes se podrian beneficiar®®,

> Nuevas patologias

Aungue nos parezca mentira en el siglo XXI, con el
desarrollo de la medicina molecular, todavia quedan
desérdenes cuya base molecular es desconocida.
Es el caso de la agenesia de cava, una malforma-
cion congénita que se habia relacionado con even-
tos trombdticos durante el desarrollo embrionario®,
La identificacion casi casual de agenesia de vena
cava en un caso con trombosis juvenil y deficiencia
de antitrombina causada por una de las trombofi-
lias congénitas mas graves, la variante Budapest 3
(p.Leu131Phe) en homocigosis, que se asocia con
frombosis neonatal o infantil®?, nos llevd a plantear si
esta trombofilia tan grave podria asociarse con este
defecto vascular.

El estudio de mds de 1.000 sujetos con deficiencia
congénita de anfitrombina de 2 cohortes (Espanola
y Hingara) nos permitié reclutar la serie més grande
de homocigotos Budapest 3 (N = 59). Las pruebas de
imagen realizadas en 22 casos nos permitieron iden-
tificar atresia del sistema de la vena cava en 15 ca-
sos (14 en la cava y uno en la iliaca), todos con me-
canismos vasculares compensatorios (dilataciéon de
dcigos y hemidcigos, principalmente), lo que nos lle-
va a plantear que las tfrombofilias graves pueden ser
la base molecular que cause la agenesia de cava,
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al favorecer el desarrollo de un evento tfrombdtico en
esda localizacién durante el desarrollo embrionario(?.

) Interaccion genético-ambiental

Aunque una alteracién genética germinal es permao-
nente y se puede transmitir a la siguiente generacion,
las consecuencias funcionales o patolégicas de la
misma no tienen que ser siempre las mismas. El ejem-
plo mas claro de coémo las consecuencias de una
mutacidn pueden verse condicionadas por factores
ambientales son las mutaciones sensibles a tempe-
raftura, alteraciones genéticas que modifican ligera-
mente la estructura de la proteina afectada de forma
que en temperaturas permisivas permiten un correc-
to plegamiento, localizacién celular y funcién, pero
que, sometidas a temperaturas mads elevadas, acen-
tdan el efecto estructural de la mutaciéon y estas dan
su cara patogénica®. En hemostasia, en particular
para la deficiencia de antitrombina, hemos identifi-
cado 2 situaciones en las que 2 tipos de alteraciones
genéticas se ven influenciadas por 2 factores am-
bientales diferentes que condicionan la aparicién de
la deficiencia del anticoagulante y el consiguiente
riesgo trombdtico, con una dificulfad diagndstica
gue puede justificar por qué estas alteraciones ha-
yan estado subestimadas. En primer lugar, la particu-
laridad estructural de esta serpina, que tiene que ple-
garse en una conformacién metaestable para que
funcione, hace que pequenas alteraciones, incluso
cambios missense, puedan facilitar el plegamiento
en conformaciones no funcionales como la forma
latente o polimerice quedando retenida en el inte-
rior celular®?.Ya Robin Carrell descubrié que algunas
mutaciones missense generan formas de antitfrom-
bina completamente funcionales en condiciones
normales, pero que, en condiciones inflamatorias o
infecciosas, asociadas a moderados incrementos de
tfemperatura, la forma variante se transforma a forma
latente y pierde su actividad anticoagulante®®, Nues-
fro grupo ha incrementado el nimero de mutaciones
de este tipo®H y ha demostrado que buena parte de
los casos con deficiencia fransitoria de antitrombina,
en los que no se continda su caracterizacién mole-
cular porque en una segunda muestra los estudios
funcionales no detectan deficiencia de antitrombi-
Nna, en realidad tienen alteraciones moleculares que
causan deficiencia de antfitrombina y sin duda con-

fribuyen al riesgo frombdtico de los portadores®. En
este estudio fambién comprobamos cémo los defec-
fos de glicosilacion pueden ser consecuencia de un
defecto bialélico en genes de esta ruta (desorden
recesivo), pero también pueden ser consecuencia
de la combinacién, transitoria, de una alteracién mo-
lecular en uno de esos genes y un factor ambiental
que fambién actda en la misma ruta de N-glicosila-
cion: el consumo de alcohol®?. Por tanto, los estudios
funcionales en estos casos solo permitirian detectar
el defecto si la muestra se ftoma cuando estd presen-
te el factor ambiental y, por tanto, se recomiendan los
estudios moleculares en casos en los que se haya
identificado un solo defecto funcional. Este resultado
también es una llamada de atencién a la penetran-
cia de un defecto molecular sobre un fenotipo inter-
mediario o clinico: siempre hay que tener en cuenta
otros factores moduladores, capaces de actuar, tan-
to positiva como negativamente, aditiva o sinérgico-
mente junto a defectos moleculares.
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Amiloidosis AL 2020: diagnostico y tratamiento

Isabel Krsnik

Servicio de Hematologia. Hospital Universitario Puerta de Hierro-Majadahonda. Madrid
|

) Introduccion

La amiloidosis es una enfermedad de baja incidencia
producida por el depbsito de proteinas en formas de
amiloide. Hay descritas unas 20 proteinas capaces de
producir amiloidosis sistémica. Sin embargo, mdés del
95% de las amiloidosis que se diagnostican habitual-
mente son la amiloidosis AL (amiloidosis de cadenas
ligeras), en la que se depositan fragmentos de cade-
nas ligeras de inmunoglobulinas, y la amiloidosis ATTR
(depdsito de transtiretina). Se diagnostican unos 10-
12 nuevos casos x 10¢/ano de amiloidosis AL. No se
conoce la incidencia real de la amiloidosis ATTR, pero
en estudios necrdpsicos se puede encontrar depdsito
de TIR hasta en un 20% de los ancianos estudiados.

) Datos del Hospital Universitario Puerta de Hierro

En nuestro servicio, hemos diagnosticado y tfratfado
108 casos de amiloidosis AL (2005-2020; 55 muje-
res:53 hombres; edad mediana: 65; rango: 31-86). La mo-
yor parte de los enfermos presentaban ECOG (Eastern
Cooperative Oncology Group) avanzado al diagndstico,
afectacién de mdltiples érganos y afectacion cardiaca
severa (NT-proBNP > 8.500 pg/mlL: 38%). La mayor parte
de los enfermos se diagnosticaron por causa cardiologi-
cay la disfuncién cardiaca ha sido la responsable de la
mayor parte de los fallecimientos. Se utilizardn los datos
de este grupo para apoyar la presentacion.

> Diagnéstico

Los hematdlogos debbemos sospechar una amiloido-
sis AL en toda gammapatia monoclonal de significa-
do incierto (GMSI) con alguno de los siguientes datos:
aumento del NT-proBNP albuminuria, patrdn restrictivo
en ecocardiograma, hepatomegalic con aumento

de la fosfatasa alcalina o polineuropatia en ausencia
de diabetes mellitus. El protocolo inicial de estudio de
una GMSI deberia incluir una determinacién de NT-
proBNP y una proteinuria.

Si se sospecha una amiloidosis AL, se debe proceder
a un estudio completo con las mismas exploraciones
complementarias que en el caso del mieloma multi-
ple (MM).

El estudio de proteinas debe incluir no solo proteino-
grama en suero y orina, sino inmunofijacion (IF), aun-
que no se evidencien componentes monoclonales, y
deferminaciéon de cadenas ligeras libres (CLL, ensayo
Freelite®). Los resultados del estudio inicial de inmuno-
quimica en suero y orina en 90 casos de amiloidosis
AL de nuestro centro muestra que, en comparacion
con el MM, predomina la clonalidad lambda, que es
frecuente que no se detecten componentes monoclo-
nales en suero y que, por el contrario, es raro que No
se evidencien cifras patfolégicas de CLL (Figura 1).Hay
un 1-5% de amiloidosis AL que no presenta ni IF positi-
va en suero/orina ni cifras patoldgicas de CLL.

Respecto al estudio de médula dsea (MO), se reco-
mienda que se haga siempre biopsia por 2 motivos:
el porcentaje de células plasmdaticas (CP) es con fre-
cuencia superior a las que se cuentan en el aspirado
(dato con valor prondstico) y se puede evidenciar ma-
terial amiloide. Se debe solicitar siempre hibridacién in
situ fluorescente (FISH) que incluya, al menos, dell17p
y roturas del gen IgH (valor prondstico y posiblemente
ferapéutico).

Es imprescindible la evaluacién cuidadosa de la po-
sible afectacién orgdnica (sobre todo cardiaca con
ecocardiograma y/o resonancia magnética -RM-, NT-
proBNP y tfroponina).

El diagndstico de la amiloidosis AL es obligado
por biopsia que demuestre la presencia de material
amiloide. La eleccidén del érgano o fejido a biopsiar
depende de la experiencia de cada centro y de la
afectaciéon orgdnica que presente el paciente. La
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Figura 1. Inmunoquimica en suero y orina al diagndstico en 100 casos de mieloma mdltiple (MM) y 90 de amiloidosis AL (AM AL) de
diagnaéstico consecutivo. Datos del Hospital Universitario Puerta de Hierro presentados en el International Symposium on Amyloidosis (ISA)
2020. CLL: cadenas ligeras libres; IF: inmunofijacion.

biopsia de MO tiene una rentabilidad superior al 40% Tabla 1. Sensibilidad de 272 biopsias (107 pacientes con

i i del 100%. Las bioosias d P de Hierro presentados en el International Symposium on
clinica casi de 6. Las biopsias de grasa o encia Amyloidosis (ISA) 2020

fienen una rentabilidad baja en nuestro centro (Ta-

bla 1).Se debe insistir al patélogo en la realizacion de Tejido Biopsia/Amiloide +
inmunohistoguimica del amiloide, ya que no es rara Médula dsea 101/43 (43%)

la combinacion de una GMSI + depdsito de TIR en el

corazén en pacientes de edad avanzada. En casos Corazon 59/57 (96%)

dudosos, puede ser necesario remitir la muestra de te- Rifion 17117 (todos sindrome nefrético)

jido al centro de referencia oportuno para su estudio
mediante espectrometria de masas. Grasa subcutanea 38110

La gammagrafia con 99mTc-DPD puede ayudar en
el diagndstico diferencial en los casos con afectacion
cardiaca, ya que se observa captacion infensa en el Colon/Recto/Estémago 1713
drea cardiaca en el 100% de las amiloidosis cardiacas

Glandulas salivares/Encia 19/6

o T Lengua 10/9 (macroglosia)
por depdsito de TTR. Un 10-20% de las amiloidosis AL
pueden presentar captaciéon en el drea cardiaca. Pulmén 4/4 (lesion Rx)
Nervio sural 3/3 (PNP)
> Pronéstico Higado 2/2 (hepatomegalia + T FA)
Piel 2/2 (bultomas)

El sistema de estratificacion prondstica mas utilizado
es el Mayo modificado (NTproBNP > 1.800 pg/mlL, fro- Ganglio linfatico 1/1 (adenopatias)
ponina > 0,07 ng/mL, diferencia entre CLL involucra-
da y no involucrada -dCLL- > 180 mg/L). Se obfienen

Amigdala 111 (hipertrofia)
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4 grupos con medianas de supervivencia entre 6 y
> 120 meses. Se puede utilizar también el BNP vy las
nuevas troponinas.

Otros factores con valor prondéstico pretratamien-
fo son: > 10% de CP en MO, FISH con alteraciones
-1(11;14), +1921-, insuficiencia renal, afectacién > 2 or-
ganos y aumento de LDH.

Tanto la calidad como la rapidez de la respuesta al
fratamiento mejoran el prondstico.

> Respuesta al tratamiento

En amiloidosis AL hay que valorar no solo la respues-
ta hematoldgica sino la de los 6rganos. Si no hay res-
puesta hematoldégica, no puede mejorar la afecta-
cién de érganos, pero una respuesta hematolégica
no se sigue inmediatamente de respuesta orgdnica.
Es necesario un tiempo que es variable segln el érga-
no, el NT-proBNP puede mejorar répidamente, pero la
proteinuria puede tardar meses. El grado de respues-
ta hematoldgica, la calidad de la misma vy la rapidez
condicionan el prondstico.

La respuesta tanto hematolégica como orgdnica
estén definidas en los criterios publicados.

> Tratamiento

El trafamiento de un paciente con amiloidosis AL es
multidisciplinar y debe incluir 3 aspectos: el tfratamien-
fo sinfomdatico, el fratamiento antineopldasico y la elimi-
nacién del amiloide.

El tratamiento sintomdtico es muy variable de un enfer-
mo a ofro y requiere el concurso de otros especialistas.

El tratamiento antineopldsico se debe considerar
una urgencia (sobre fodo si hay afectacion cardia-
ca). Respecto a la duracion, existe numerosa eviden-
cia publicada de que se debe intentar conseguir la
mejor respuesta posible valorando fanto la cantfidad
absoluta de la CLL involucrada (CLLI) como el diferen-
cial (dCLL); el célculo de la ratio carece de valor pro-
noéstico. En casos seleccionados, puede ser de interés
medir la enfermedad minima residual (EMR) en MO
mediante citometria al final del fratamiento.

La eleccién de los firmacos se debe ajustar al enfer-
mo, su ECOG, su edad y la afectacion orgénica.

Los enfermos fragiles no candidatos definitivamente
a trasplante autélogo de progenitores hematopoyéti-

cos (TASPE) pueden beneficiarse de combinaciones
de tipo melfalén/dexametasona o ciclofosfamida/
dexametasona con o sin bortezomib (Mmuy recomendao-
ble el esquema melfaldn/bortezomib/dexametasona).

Los enfermos candidatos, o potencialmente candi-
datos, a TASPE deben recibir alguna combinacién con
bortezomib, evitando melfaldn.

El TASPE, tanto como parte del fratamiento inicial
como en diferido, se debe reservar para pacientes en
los que no suponga un riesgo vital (edad, ECOG, afec-
facion cardiaca no severa, etc.). Al igual que en el
MM, se debe considerar un tratamiento de consolida-
cién.Teniendo en cuenta la efectividad de los nuevos
f@rmacos antimieloma, cada vez estd menos justifica-
do proceder a TASPE en directo.

Si no se obtiene una respuesta hematoldgica pre-
coz y de calidad, se debe plantear con prontitud
cambiar los fdrmacos usados teniendo en cuenta las
toxicidades propias de cada uno (Tabla 2). Las com-
binaciones con daratumumalb estdn consiguiendo
resultados muy prometedores en primera linea y retfra-
tamiento, con escasa toxicidad.

Hay también experiencia publicada con otros inhi-
bidores del proteasoma (carfizomib e ixazomib) e in-
munomoduladores (lenalidomida o pomalidomida).

Asimismo, se debe valorar, segdn la edad y la afec-
tacién, la conveniencia de reanudar tratamiento en el
caso de que reaparezca enfermedad hematoldgica,
sobre todo en los casos de afectacion cardiaca.

Tabla 2. Farmacos potencialmente

utilizables en el tratamiento de la amiloidosis AL.
Ventajas e inconvenientes

Grupo Farmacos Problemas
L Prednisona Combinaciones
Corticoides Dexametasona | DMS > PND Tomsenicc
Melfalan Movilizacion
. . . BMDex/CyBorDex/ | PHSP
Alquilantes | Ciclofosfamida Benda/bor/DMS R |
Bendamustina endabor y me
Cory CFM
Bortezomib Combinaciones Bor:. PNP
. . - CFZ: cor
IP Carfilzomib Rapidos ;
. . Ixa: no PNP,
Ixazomib Bien tolerados
no cor
_— Tal: PNP
(Ta||d.om|d.a) Lentos Lena: cor, IR
IMID Lenalidomida
Sy Menos datos L+P:
Pomalidomida I
movilizacion
Rapido IV, volumen IV
AcMo Daratumumab Bien tolerado S. nefrético
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Respecto a los fdrmacos antiamiloide, existen 2 mo-
noclonales en desarrollo (birtamimalb y CAEL-101) a la
espera de resultados de nuevos ensayos.

La utilizacién de doxiciclina, antibiético con analo-
gia estructural con las antraciclinas, puede inhibir la
formacién de amiloide y se debe considerar su uso
durante el fratamiento de induccidn.

> Novedades recientes (American Society of
Hematology —~ASH- 2018, ASH 2019, ISA 2020)

> No relacionadas con el tratamiento

+ Aumento del nUmero de nuevos diagndsticos: se
calcula que deberiomos diagnosticar 1-2 amiloidosis
AL/T10 MM.

+ Mejoria del prondstico y descenso de las muertes
relacionadas con el fratamiento (MRT) (TASPE).

+ Se confirma la importancia de obtener una res-
puesta répida y de calidad (dCLL o CLLi < 5-10 mg/
L+ IF neQ).

+ Es imprescindible realizar estudio de FISH al diag-
nostico en MO, con atencién a la £(11,14), con impli-
caciones terapéuticas.

+ Nuevas técnicas:

- Deteccién de CLL monoclonales mediante MASS-
FIX: en diagndstico y seguimiento.

- Utilidad de la deteccion de EMR (NGF) en la valo-
raciéon de la respuesta tras tratamiento.

) Relacionadas con el tratamiento

» No candidatos a TASPE: excelentes resultados con
el esquema Mel/Bor/dex.

+ Candidatos a TASPE: muy buenos resultfados con
induccién con esquemas de bortezomib previos al
TASPE (T RR pos-TASPE).

+ Buenos resultados con nuevos fGrmacos:

- Daratumumab. Publicados resultados preliminares
alentadores con dara-CyBorDex en primera linea (es-
tudio Andromeda).

- Otros fGrmacos con publicaciones recientes cuyo
uso puede considerarse en situaciones seleccionao-
das: venetoclax, ixazomib, pomalidomida, bendamus-
fina.

« Existen 2 anticuerpos antiamiloide con ensayos en
curso (birtamimalb y CAEL 101).

> Puntos imprescindibles en el manejo
de la amiloidosis AL

+ Diagnéstico precoz correcto.

+ Valoracién cuidadosa de érganos afectos.

+ Tratamiento ajustado al enfermo.

« Tratamiento lo més efectivo posible (inicial y recaidas).
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El diagndstico hematolégico integrado en la nueva década

Joaquin Martinez-Lépez, Mario Rodriguez, Sandra Gémez-Rojas,

Gloria Pérez, Nerea Castro, Maria Linares

Servicio de Hematologia. Hospital Universitario 12 de Octubre. Madrid

El diagndstico de las enfermedades hematoldégicas ha
adquirido una gran complejidad en los Ultimos anos.
La incorporacion de las nuevas técnicas gendmicas,
citbmicas y protedmicas implica una aproximacion
multidisciplinaria y a veces multicéntrica, asi como una
adecuada optimizacién de los procesos diagndsticos
y trabajo en equipo y coordinado. La adecuada infor-
matizacion y gestiéon de la calidad y el adecuado uso
de las fecnologias de la informacién son otfros de los
grandes retos a los que nos estamos enfrentando. La
centralizacién de los estudios mdés complejos para una
mejor optimizacién de los recursos y permitir econo-
mias de escala es un proceso irreversible. En funcién
del andlisis de la actividad de nuestro laboratorio, las
pruebas hematoldgicas corresponden al 40% del glo-
bal de las pruebas realizadas en el laboratorio; de esto
se desprende que existe gran carga de tfrabajo en los
laboratorios de hematologia, sin olvidar el alfo grado
de cualificacién y tecnificaciéon. En nuestra opinién es-
fos son los mayores retos a los que nos enfrentamos.

Las fortalezas de la especialidad de hematologia
son claras: el mismo médico es capaz de participar
en el diagndstico y el fratamiento de un enfermo, es lo
que podemos llamar una especialidad bilingue.Nada
mds y nada menos que brindar una atencién integral
y dentro de un proceso transversal, mds eficiente.

En el Hospital Universitario 12 de Octubre hemos
apostado por un modelo en que el hematdlogo reo-
liza el diagndstico global de la patfologia hematold-
gica desde un estudio de coagulacién bdsico o he-
mograma hasta el diagndstico molecular de Ultima
generacion. Ademas de ofertar los estudios mds com-
plejos a centros donde no se dispone de ellos que
permiten una economia de escala, permitiendo que
frabajemos en red.

Desde el ano 2011, en el que dispusimos de nuevas
instalaciones en nuestro hospital, se inicid un proceso
de infegracion funcional de todos los laboratorios, bo-
sado en un programa informético (SIL, Infinity) comuan

a todos los laboratorios que permitia una fase prea-
nalitica y postanalitica comunes. Este proceso que se
ha implementado consiste en un sistema de gestion
de informacién de laboratforio (LIMS) basado en un
enforno web que permite tener acceso on-line a los
resultados de las pruebas de nuestro laboratorio y asi-
mismo poder realizar peticiéon electronica.

Durante décadas, los analizadores en el laboratorio
de coagulacién han detectado la formacién de cod-
gulos de fibrina de 2 maneras: éptica o mecdnica. Ac-
tualmente, la mayoria de los analizadores utilizan otros
métodos, tales como test cromogénicos, aglutinacion
en latex e inmunoensayos.

Sin embargo, métodos adicionales como la quimio-
luminiscencia estdn actualmente disponibles y pre-
sentan un gran potencial, mejorando la sensibilidad
y la precision de las mediciones. En este momento,
es posible determinar mediante quimioluminiscencia
niveles de factor de von Willebrand (FvW) antfigénico,
FvW RCo, unién de FvW al colégeno, anticuerpos IgG
anti-FP4 para el diagnédstico y seguimiento de trombo-
citopenia inducida por heparina (TIH), niveles de ADA-
MTS13 y anticuerpos antifosfolipido, tanto anticardioli-
pinas IgG e IgM como anti-B2GP IgG e IgM.

Un estudio australiano®™ compard la quimiolumi-
niscencia con enzimoinmunoandlisis de adsorcién
(ELISA) automatizado para el diagndstico de la en-
fermedad de von Willebrand y para la prueba de res-
puesta a la desmopresina. Ambos métodos resultaron
ser totalmente comparables, mostrando la quimiolu-
miniscencia mayor sensibilidad a la hora de detectar
y monitorizar niveles bajos de FvW, junto con menor
variabilidad intratfest.

Los test que evalGan la hemostasia de forma global,
la fromboelastografia, fromboelastometria (ROTEM) y
el test de generacidon de trombinag, tienen cada vez
mayor uso en el dmbito hospitalario.

La tromboelastografio y, especialmente, la trom-
boelastometria son muy Utiles en situaciones clinicas
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que conllevan un importante sangrado, ya que ade-
mds se obtienen resultados en pocos minutos. Ambas
hacen una evaluaciéon gréfica de todo el proceso
coagulativo, desde la formacién del codgulo hasta la
fibrinolisis. Clasicamente, su principal uso ha sido a pie
de cama en el quiréfano de cirugia cardiaca, en tras-
plante hepdtico y en unidades de politrauma, para
guiar la administracién de hemoderivados, ya que el
uso de tromboelastometria en estas situaciones ha
demostrado reducir los requerimientos fransfusionales.
Oftros posibles usos de la tromboelastometria son la
monitorizacién y optimizacion de agentes bypass en
hemofilias A y B con sangrado en presencia de inhi-
bidor. Adicionalmente, algunos autores han utilizado
con éxito la fromboelastometria para evaluar el riesgo
frombédtico en pacientes sometidos a cirugia mayor y
prevenir las complicaciones tromboembdlicas.

El test de generacion de trombina ha sido muy utili-
zado en el dmbito de la investigacién para monitorizar
fratamientos anticoagulantes y antiogregantes, deter-
minar riesgo hemorrdgico en pacientes con enferme-
dad de von Willebrand o hemofilia A, monitorizar la ad-
ministracidon de factor en hemofilia A, evaluar el riesgo
frombdtico en pacientes con frombofilias diagnostica-
das, estimar el riesgo de recurrencia de enfermedad
fromboembdlica venosa (ETEV), establecer nuevos
factores de riesgo trombdtico, evaluar la hipercoagulo-
bilidad en gestantes o en mujeres en fratamiento con
anticonceptivos, efc. Una importante limitacién de esta
prueba es la falta de una estandarizacion de la técni-
ca, lo cual dificulta su uso en laboratorios clinicos.

El examen microscépico y la clasificacion de las cé-
lulas hematopoyéticas constituyen fodavia un paso
crifico para el diagnbéstico de las enfermedades he-
matoldgicas. Sin embargo, es una técnica laboriosa,
gue consume mucho tiempo y cuyos resultados estén
ligados a la variabilidad entre los observadores.

La digitalizacion de imdgenes puede ayudar a es-
tandarizar de una manera mads eficiente el andilisis de
médula ésea y sangre periférica, ademds de poder
ser una herramienta excelente para fines docentes.
Ademds, el uso de softwares para la clasificacion y
cuantificacién de células podria aportar un valor adi-
cional a la digitalizacién de muestras para su diag-
nostico.

Sin embargo, hay muy poca literatura cientifica que
explore el diagndstico automdatico de la médula ésea.
Por ello, en el Laboratorio de Hematologia del Hospitall
Universitario 12 de Octubre, nos planteamos desarro-

llar un sistema basado en algoritmos de infeligencia
artificial que permita la automatizacién del proceso.
Para ello, contamos con la experiencia de SpotlLab.

SpotlLab es una spin-off de la Universidad Politécni-
ca de Madrid cuyo origen se remonta al desarrollo de
videojuegos para el diagnéstico de malaria. El video-
juego MalariaSpot demostrd la capacidad del crowd-
sourcing y la inteligencia artificial para el diagndstico
hematoldégico®. En la actualidad, SpotlLab desarrolla
tecnologia pionera e innovadora en el campo de la
felemedicina.

En primer lugar, se realizard& una base de dafos ano-
tada de médulas dseas que pueda utilizarse para
entrenar redes neuronales artificiales, a la vez que se
desarrolla un entorno digital que facilite el diagndstico
hematolégico en el entorno clinico. La adquisicidon de
imdagenes se realizard a través de teléfonos mdviles de
tipo smartphones acoplados a dispositivos impresos
mediante fecnologia de impresién 3D. Para el andli-
sis, se desarrollard una plataforma web que permita
no solo la interaccidn entre citélogos del hospital, sino
poder conectar de forma remota con otros hospitales.

Una vez desarrollada y anotada la base de datos
de médulas 6seas, se desarrollardn algoritmos de in-
teligencia artificial que facilitarén el proceso de diag-
nostico de enfermedades hematolégicas (Figura 1).

La hematimetria estd sufriendo una gran revolucion;
ademas de los pardmetros habituales del hemogro-
ma, existen nuevos pardmetros en investigacion que
van mas alld y nos van a ayudar de forma rdpida y
eficaz en el screening diagndstico de diferentes po-
fologias:

+ Par@metros eritrocitarios. Fundamentalmente, el es-
tudio de pardmetros de reticulocitos, que estén apor-
fando gran informacién en el diagndstico diferencial
de anemias: algunos ya validados por la Food and
Drugs Administration (FDA), como el %Hipo (porcenta-
je de hematies hipocromos) o la CHr (concentraciéon
de hemoglobina reticulocitaria), y otros en investigo-
cién, como LHD (low hemoglobin density), MAF (micro-
cytic anemia factor) o Rsf (red cell size factor). Ayudan
en el diagndstico diferencial de anemias microciticas
(anemia de trastornos crénicos -ATC- vs. ferropéni-
ca, déficit funcional de hierro). Se estudia fambién la
capacidad de estos pardmetros para predecir la res-
puesta hematopoyética de la médula 6sea.

« ParGmetros plagquetarios: de forma equiparable
a los par@metros de reticulocitos, se estudian las plo-
quetas reticuladas (RP) y la fraccién de plaquetas in-
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Figura 1. Algoritmo de digitalizacion y andlisis automatizado de estudios de médula 6sea (SpotLab).

maduras (IP), para diferenciar trombopenias centrales
vs. periféricas.

« Par@metros de serie blanca. La variabilidad morfo-
I6gica de los 5 tipos leucocitarios en sangre periférica
en distinfos supuestos clinicos es capaz de ser detec-
tfada de forma eficaz y objetiva por los analizadores
automdticos. De esta manera, estdn en auge nuevos
pardmetros que desde el hemograma nos ayudan en
la deteccién de patologia. En este sentido, podemos
destacar:

— MDW (monocyfte distribution wide). A fravés de la
fecnologia de Beckman Coulter (volumen conductivi-
dad y scatfer -VCS-), se ha validado (FDA) este pard-
metro basado en las diferencias en volumen y fama-
no de los monocitos, siendo un marcador temprano
de sepsis (early sepsis indicator -ESI-), equiparable en
Sy E a ofros par&metros cldsicos como la proteina C
reactiva (PCR) y la procalcitonina (PCT), con la venta-
ja de ser obtenido de forma mds répida y coste efecti-
va. Estén en desarrollo varios ensayos clinicos.

Ofros de los grandes retos son la telemedicina y el
big dafa; en estos momentos estamos frabajando
para el desarrollo de sistemas expertos de andlisis de
datos agregados para el diagndstico diferencial de
algunas enfermedades infecciosas como COVID-19;
en este congreso presentaremos una comunicacion
oral sobre este tema. También, se estan desarrollando

algoritmos expertos automatizados para el andlisis de
imégenes microscdpicas de médula 6sea y sangre
periférica.

Las estrategias de machine learning®® probable-
mente constituyan el futuro de todos los laboratorios
automatizados. Es un método de andlisis de datos
gue automatiza la construccidén de modelos anali-
ficos. Estd basado en la inteligencia artificial y en la
idea de que los sistemas pueden aprender de datos,
identificar patrones y tomar decisiones con minima
intervencidn humana. De esta forma, en el laborato-
rio el objetivo seria la construccion de algoritmos de
prediccion de forma automdatica que sirvieran como
screening.

Finalmente, ofro proceso inexorable es acercar al
pie de la cama del enfermo algunas pruebas en las
que el resultado tiene que estar en minutos, por ejem-
plo, la elastotrombografia y los hemogramas en algu-
nas situaciones. El laboratorio se encargaria de ase-
gurar la calidad de los resultados, pero la técnica se
realizaria a pie de cama por el personal que atiende
directamente al enfermo.

Otro aspecto importante que no debemos olvidar
es la mejora continua y la calidad dentro de los labo-
ratorios; delbbemos dirigirnos hacia la consecucion de
acreditaciones de calidad de nuestros laboratorios, a
pesar del gran esfuerzo que requiere.
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ACTUALIZACION EN MEDICINA TRANSFUSIONAL
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Dr. Pablo Rodriguez Wilhelmi. Complejo Hospitalario de Navarra. Pamplona

El LXII Congreso Nacional de la Sociedad Espanola de Hematologia y Hemoterapia (SEHH) lo recordare-
mos como diferente, pero no vamos a dejar de aprovechar la oportunidad que supone este momento,
en la férmula que seq, para continuar aprendiendo y actualizando el conocimiento en todas las disci-
plinas de nuestra especialidad. En este simposio de medicina transfusional, a través de 3 interesantes
ponencias, abordaremos estrategias para el diagndstico y el manejo de diferentes escenarios en nuestra
préctica diaria.

La anemia hemolitica autoinmune producida por fGrmacos se trata de una complicacion rara pero
que puede ser producida por un gran ndmero de férmacos, algunos de uso frecuente. Ademds, en los
Gltimos afos son cada vez mds los casos comunicados en relacién con tratamientos emergentes, como
pueden ser los inhibidores de los puntos de control inmunitario. Por ello, es importante tener esta posi-
bilidad diagnéstica presente dentro del diagndstico diferencial del paciente con anemia hemolitica.
Seguln el f&rmaco implicado, los mecanismos fisiopatoldgicos pueden ser diferentes en cada caso vy la
confirmacidn de la sospecha diagndstica requerird la realizacion de un estudio seroldégico especifico. El
Dr. Eduardo Muniz nos acercard a las distintas hipdtesis que explican estos mecanismos y a los Ultimos
avances en su conocimiento, los firmacos que hay que tener en consideracién de forma mds frecuente
en la actualidad y las técnicas inmunohematolégicas, algunas a nuestro alcance y otras disponibles en
laboratorios de referencia, que permitirian documentar de forma correcta esta efiologia.

En cuanto al manejo transfusional en el paciente hematoldgico, en los Ultimos afos en nuestro dm-
bito existe una creciente sensibilidad en cuanto al uso dptimo de componentes sanguineos, pero en
la préctica diaria resulta dificil extender la implementacién de estas politicas restrictivas en pacientes
oncohematoldgicas por falta de evidencia cientifica en este dmbito, asi como por la complejidad de los
pacientes. La Dra. Ana Kerguelen revisard cudl es la situaciéon actual y profundizard en el conocimiento
actual de las guias de practica clinica, la evidencia existente en determinados supuestos y la posibilidad
de utilizar alternativas a la transfusién en nuestros pacientes.

Por Ultimo, con respecto al uso 6ptimo de hemoderivados plasmaticos, es necesario realizar una re-
flexion profunda en cuanto a la situacién de abastecimiento de plasma y sus derivados en nuestro pais.
Dentro de las medidas que se pueden adoptar para mejorar esta situacion estd la implementaciéon
de estrategias hospitalarias para el uso racional de derivados plasmdticos. La Dra. Cristina Arbona nos
expondrd una revisidn basada en la evidencia cientifica existente de las indicaciones de los derivados
plasmaticos mas utilizados, asi como las dosis 6ptimas recomendables en cada caso.
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Anemia hemolitica autoinmune producida por farmacos:
mecanismo, diagnéstico inmunohematolégico y manejo

Eduardo Muhiz-Diaz
Division de Inmunohematologia. Banc de Sang i Teixits. Barcelona

> Introduccion

La primera referencia sobre anemia hemolitica autoin-
mune producida por farmacos (AHAIPF) data de 1953
cuando se describe un caso producido por un antico-
micial, la mefenitoina®. Tres afos Mas tarde se publi-
ca el primer caso en el que la sospecha clinica viene
apoyada por un estudio serolégico que demuestra
que el estibofeno, empleado para el tratamiento de
la esquistosomiasis, es capaz de producir una ane-
mia hemolitica®. No se conoce la prevalencia exacta
de esta complicacion, pero en los Estados Unidos se
estima que un 10% de las anemias hemoliticas auto-
inmunes que se diagnostican cada afo (1 caso por
cada 100.000 habitantes) corresponde en realidad a
una AHAIPF®, Seguramente, el nUmero de casos debe
ser superior, si pensamos que los datos se obtienen
a partir de los casos mds graves que son los Unicos
habitualmente reportados.

En 2017 se estimd que alrededor de 130 f&rmacos
habian estado implicados en casos de AHAIPF en los
gue la sospecha clinica venia avalada por un estu-
dio serolégico confirmatorio®. En las series més am-
plias de casos clinicos reportados® destacan, por su
mayor prevalencia, los antimicrobianos (42%), antiin-
flamatorios (16%). antineopldsicos (13%) y antihiper-
fensivos/diuréticos (6%). Los ejemplos mas frecuentes
son debidos a cefalosporinas de segunda y tercera
generacion, diclofenaco, rifampicina, oxaliplatino y flu-
darabina®,

Para que una sustancia guimica resulte inmunogé-
nica se requiere que esta fenga un peso molecular
superior a 1.000 kDa, preferiblemente > 10.000 kDa. La
penicilina estéd muy por debajo, con un peso molecu-
lar de 300 kDa. Estos “haptenos” son antigénicos pero
No iNMuNOgénicos, a menos que se conjuguen con
ofra molécula de mayor peso molecular como una
profeina. Los conjugados resultantes si que pueden

desencadenar una respuesta inmune y producir la
aparicidon de anticuerpos dirigidos contra el f&rmaco,
contra un antigeno constituido por una parte del far-
maco y una parte de la proteina, o solamente contra
la proteina. El bajo peso molecular de la mayoria de
los f&rmacos puede explicar, en parte, por qué la AHAI-
PF es una entidad rara. Lo que todavia no conocemos
con exactitud es por qué solo algunas personas desa-
rrollan esta complicaciéon o, lo que es aln mas impor-
tante, por qué solo algunas de ellas acaban presen-
tando un cuadro clinico grave, cuando muchos de los
fdrmacos implicados estén siendo empleados en el
fratamiento de miles de pacientes.

> Mecanismo patogénico

Los anticuerpos implicados en la AHAIPF son de 2 ti-
pos: farmacoindependientes y farmacodependientes.

Los anticuerpos farmacoindependientes son aque-
llos que podemos detectar in vitro sin necesidad de
anadir el fdrmaco, porque los anticuerpos desenco-
denados por el firmaco reaccionan contra los hema-
ties del paciente de la misma manera que lo hacen
los autoanticuerpos responsables de una anemia
hemolitica autoinmune (AHAI) primaria o secundaria.
Ambos tipos de anticuerpos son indistinguibles. El pro-
totipo de fdrmaco es la metildopa, capaz de inducir la
formacién de anticuerpos en un 15% de los pacientes
gue la foman y de producir una anemia hemolitica en
un 0,5-1% de los mismos (Figura 1). En la actualidad,
la fludarabina ha tomado el relevo de la metildopa
como ejemplo de los fdrmacos que se asocian al me-
canismo farmacoindependiente.

Los anticuerpos farmacodependientes son los que
solo se ponen en evidencia in vitro en presencia del
fdrmaco, ya sea recubriendo unos hematies con el
fGrmaco o poniéndolo en contacto con el plasma
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del paciente. Estos antficuerpos estén dirigidos contra
un epitopo presente en el f&rmaco y/o en uno de sus
metabolitos, o bien contra un epitopo resultante de la
combinacién del fdrmaco con la proteina de mem-

Hematie (antigenos Rh)

+
Hematie con Autoanticuerpos
antigenos Rh
"alterados” ‘(
A=< 4
L + A
A\

Hematie

recubierto con
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Figura 1. Anticuerpos farmacoindependientes.
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Figura 2. Anticuerpos farmacodependientes. Adsorcion firme del farmaco.

brana del hematie a la que se ha unido. En el histéri-
camente conocido como mecanismo de “adsorcién”,
el f@rmaco se une de forma covalente a proteinas
de la membrana del hematie y, cuando el paciente

desarrolla anticuerpos IgG,
estos se fijan al fédrmaco
que permanece unido a la
membrana; los hematies re-
cubiertos de fadrmaco con
el anticuerpo unido son se-
cuestrados por los macré-
fagos a través del receptor
para el fragmento Fc de las
inmunoglobulinas 1gG, pro-
duciendo una hemdlisis ex-
fravascular. Ocasionalmen-
fe, el complemento puede
unirse secundariamente.
Este es el mecanismo em-
pleado por la penicilina y la
mayoria de las cefalospori-
nas (Figura 2).

La mayoria de los anticuer-
pos farmacodependientes
capaces de provocar los
cuadros clinicos mds graves
a fravés de un mecanismo
de hemodlisis intravascular,
que suele acompanarse de
insuficiencia renal, coagu-
lacién intravascular disemi-
nada e incluso del falleci-
miento del paciente, suelen
actuar con la cooperacion
del complemento. A menu-
do no es posible demostrar
su presencia mediante el re-
cubrimiento de los hematies
con el frmaco y se requiere
una estrafegia alternativa
consistente en la incubao-
cién inicial del férmaco con
el plasma del paciente, don-
de estén presentes los anti-
cuerpos contra el farmaco,
y. en un segundo tiempo,
poniendo a ambos en con-
facto con los hematies. Este
mecanismo corresponde al
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con la penicilina mediante
pruebas de inhibicidn del
hapteno. Por el contrario,
ofros frmacos provocan la
aparicibn de anticuerpos
que reconocen un epitopo
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nacién del fdrmaco con la
proteina de membrana del
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Figura 3. Anticuerpos dependientes. Formacién de complejos inmunes.

que histéricamente se conoce como el mecanismo
de “inmunocomplejos” que, si bien fuvo un gran pre-
dicamento en los anos setenta, posteriormente fue
cuestionado por algunos autores® (Figura 3).
Habibi® y, posteriormente, Salama y Mueller-Eckardt®,
y fambién Garratty®, presentaron un nuevo modelo, el
del"mecanismo patogénico unificado”, que integra los
3 mecanismos anteriores en uno solo. Apoydndose en
diversos experimentos, el modelo senala que, cuando
se inyectan sustancias quimicas de bajo peso mole-
cular a un animal, este no es capaz de producir an-
ticuerpos, pero, si la sustancia se une a una proteina
(por ejemplo, albdmina), la estructura resulfante puede
producir 3 tipos de anticuerpos: unos dirigidos Unica-
mente confra la sustancia quimica (hapteno), ofros
reactivos frente a una combinacién del hapteno con
la proteina vy, finalmente, otros capaces de reconocer
exclusivamente a la proteina. En la préctica, el modelo
implica que un mismo paciente puede desarrollar 1, 2
y hasta los 3 tipos de anticuerpos. Los anticuerpos de
fipo penicilina se unen fuertemente a la proteina y pro-
ducen la formacién de anticuerpos mayoritariamente
dirigidos contra el f&rmaco, como prueba el hecho de
poder inhibir la unién de los anticuerpos a su epitopo
con una incubacién previa in vitro de los anticuerpos

mo, segun el cual algunos

férmacos serian capaces

de modificar la membrana
del hematie de tal manera que diversas proteinas
plasmaticas serian adsorbidas por el hematie de for-
ma inespecifica. Este es el mecanismo no inmune que
se atribuyd al f&drmaco cefalotina al observar que los
hematies tratados con cefalotina eran capaces de
adsorber IgG, C3, albUmina, fibrindgeno y ofras pro-
teinas tras su incubacién con el plasma. La presencia
de estas proteinas adheridas a la membrana puede
ponerse de manifiesto mediante la técnica de la anti-
globulina (Figura 4).

Inicialmente, se pensd que se trataba de un fenéme-
no que solo acontecia in vifroy, por tanto, carente de sig-
nificado clinico, pero pronto se observd que esta fijacion
no inmunoldgica fambién podia desembocar en un
cuadro de anemia hemolitica. Con la técnica de los mo-
nocitos en monocapa que permite medir la actividad
hemolitica in vitro de los anticuerpos, pudo comprobar-
se que, efectivamente, los macréfagos interaccionaban
con esfos hematies recubiertos con distinfas proteinas
produciendo una disminucidén en la supervivencia de
los mismos. Algunos de los fédrmacos que emplean este
mecanismo son los inhibidores de la BHlactamasa (clo-
vulénico, sulbactam, fazobactam) y los férmacos de la
familia del platino (cisplatino, oxaliplatino, carboplatino),
sin intervencién de ningun tipo de anticuerpos®.
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Figura 4. Adsorcion inespecifica de proteinas.

> Diagnoéstico

El diagndstico de la AHAIPF se establece a partir de los
datos clinicos y de laboratorio.

Las manifestaciones clinicas dependen del tipo de
hemdlisis inducido por el fdrmaco. En los pacientes que
presentan una hemdlisis infravascular aguda poco
después del inicio del tratamiento con el f&rmaco van
a confluir los sinfomas y signos caracteristicos de una
hemdlisis grave. Estos casos suelen darse en pacientes
gue ya habian sido medicados con el f&rmaco en oco-
siones anteriores y que al restablecerlo presentan de
forma abrupta e inesperada un episodio de anemia
hemolitica grave. Probablemente, se trata de pacien-
fes portadores de anticuerpos contra el f@rmaco que,
al volver a fomarlo, desarrollan una respuesta inmune
secundaria que desemboca en una hemdlisis intra-
vascular aguda. En los pacientes en los que la historia
clinica no revela de inicio un fratamiento previo con el
f@rmaco hay que insistir en la blUsqueda de otros que
compartan con el actual una misma o similar estructu-
ra bioguimica. Otros pacientes, por el contrario, presen-
fan un cuadro clinico més moderado en el contexto de
una hemodlisis extravascular que se instaura de manera
progresiva hasta que la anemia y/o los signos bioloégi-
cos de hemdlisis se hacen evidentes.

directa de la antiglobulina

(PDATG) es habitualmente

positiva, aunque en algunos
casos puede resultar negativa, especialmente cuan-
do se ha producido una hemdlisis masiva y/o el pa-
cientfe ha sido transfundido. El resulfado positivo puede
deberse a la presencia de anti-IgG, de anti-C3 o a la
presencia de ambos factores inmunes. Cuando el re-
sultado positivo se hace extensivo al plasma y al eluido
de los hematies del paciente, cabe priorizar el diag-
noéstico de AHAI por anticuerpos calientes, mucho maés
frecuente que la AHAIPF. La medicacion recibida por el
paciente puede convertirse en un elemento de despis-
te si no reconocemos que estos resultados seroldgicos
son caracteristicos de una AHAI por anticuerpos ca-
lientes.Tal como se menciond, no es posible diferenciar
si los resulfados seroldégicos corresponden inequivoco-
mente a una AHAI por anticuerpos calientes o a un
caso de AHAIPF cuando el fdrmaco genera anticuer-
pos farmacoindependientes (metildopa, fludarabina).
Una posibilidad es observar si la interrupciéon del far-
maco conlleva la mejora de la anemia, habitualmente
entre 1y 2 semanas mds tarde, si bien el estudio serold-
gico (PDATG positiva) se puede mantener sin cambios
durante meses. En los casos en los que el paciente ha
sido tratado con esteroides, el diagndstico diferencial
se complica, porque No podremos asegurar si la remi-
sion se debe a la interrupcién del tratamiento o a la
accidén de los esteroides.
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Cuando el plasma del paciente no es reactivo o
cuando el eluido de los hematies del paciente tampo-
co reacciona, podemos plantearnos un estudio inmu-
nohematolégico especifico para intentar demostrar la
presencia de anticuerpos producidos por el farmaco.
El estudio serolégico se aborda en funcién del cono-
cimiento que se fiene en torno al f&rmaco y a su me-
canismo de accidn en casos previos reportados. Bdsi-
camente, se reproducen in vifro los 2 mecanismos de
accién tradicionalmente aceptados, el mecanismo de
“adsorcién” y el mecanismo de “inmunocomplejos”. Si
el fdrmaco estd claramente asociado a unos de estos
2 mecanismos, se prioriza el estudio del mecanismo ho-
bitual. Si se desconoce el mecanismo de accidn, es ne-
cesario contemplar e investigar ambas posibilidades.

En el mecanismo de “adsorcién” fratamos de demos-
frar la presencia de anficuerpos enfrentando el plasma
o eluido del paciente a unos hematies previomente
fratados con el farmaco y siempre en paralelo con los
correspondientes controles (hematies sin tratar con el
farmaco) que nos permiten validar el resulfado (reac-
cién frente a los hematies tratados con el férmaco y au-
sencia de reaccion frente a los hematies no tratados).

En el mecanismo de “inmunocomplejos” se realiza
una incubacién previa entre el plasma del paciente y
el f&rmaco, y después la mezcla se enfrenta a los he-
maties, siempre en paralelo con un control negativo
consistente en la mezcla de un plasma AB con el far-
maco. La validacién del resultado positivo exige que
la primera mezcla reaccione con los hematies y que,
por el contrario, la segunda no reaccione.

En la practica se emplean diferentes tipos de control
para ambos abordajes, pero con finalidad docente
solo se explica el tipo de control mds comdn e impres-
cindible.

> Tratamiento

El tratamiento mds bdsico suele consistir en la inte-
rrupcion del tratamiento, con lo que, en la mayoria de
los casos, suele producirse la remisidn de la anemia
hemolitica®. No hay evidencia suficiente de que los
esferoides consigan algdn efecto en los cuadros de
AHAIPF y es posible que el beneficio que se les atribuye
en muchas publicaciones derive en redlidad de la in-
terrupcién del tratamiento con el fdrmaco. La mayoria
de los fdrmacos se eliminan répidamente del torrente
sanguineo, con lo que su efecto nocivo desaparece

en poco tiempo. Una excepcidn es lo que acontece
con el cefotetdn, una cefalosporina semisintética que
puede permanecer durante varias semanas después
de la interrupcién del tratamiento. Cuando se conoce
gue el fdrmaco del que sospechamos ha producido
una hemdlisis infravascular aguda, asociada en algdn
caso al fallecimiento del paciente, se recomienda el re-
cambio plasmdatico. A menudo se plantea la cuestion
de si el fGrmaco retfirado puede o no ser reemplazado
por ofro de caracteristicas similares y lo cierto es que
disponemos de poca evidencia para responder a esta
cuestion. En el caso de las cefalosporinas se han reali-
zado algunos estudios de reactividad cruzada entre las
mismas demostrando que esta reactividad cruzada es
escasa®; no obstante, resulfa arriesgado prescribir un
f@rmaco similar que pueda contribuir a agravar mas el
precario estado del paciente.

> Anemia hemolitica autoinmune
producida por farmacos en el trasplante

La anemia hemolitica es relativamente frecuente des-
pués del trasplante. En algunos casos, obedece a una
etiologia inmune y, en otros, a causas no inmunes (por
ejemplo, microangiopatia trombética o sindrome uré-
mico-hemolitico). En el grupo de las anemias hemoli-
ficas inmunes se encuentran las de causa aloinmune
(reacciones transfusionales y sindrome del linfocito
pasajero), autoinmune (AHAI, aplasia de serie roja) y
la AHAIPE que puede estar mediada por anficuerpos
farmacodependientes y farmacoindependientes®®,
Seguramente, lo que a menudo consideramos una
AHAI sin mds, en el paciente trasplantado, puede ser
en realidad una AHAIPE porgue en la génesis de la
misma pueden estar presentes algunos de los f&arma-
Ccos inmunosupresores que inferfieren con el sistema
inmunoldgico del paciente, favoreciendo la aparicion
de autoanticuerpos. Entre estos f&rmacos destacan el
alemtuzumab (anti-CD52), la ciclosporina, el daclizu-
mab (anti-Tac/CD25), el micofenolato de mofetilo y el
tacrolimus.

Como sucede con los pacientes no trasplantados,
los resultfados obtenidos en el estudio seroldgico bdsi-
CO van a servir para guiar la estrategia que vamos a
emplear para demostrar la implicacién del fdrmaco.
Si se trata de anticuerpos farmacoindependientes, no
hay posibilidad de continuar con el estudio, ya que
los autoanticuerpos propios de la AHAI y los antficuer-
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Los llamados inhibidores
de los puntos de control in-
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point inhibitors, segln la
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presentes en diversas cé-

Figura 5. Mecanismo de accion de los inhibidores de los puntos de control inmunitarios.

pos farmacoindependientes son indistinguibles. Por el
contrario, si el plasma vy el eluido no son reactivos, te-
nemos la oportunidad de investigar en ambos la pre-
sencia de anticuerpos farmacodependientes.

En las AHAI postrasplante concurren ciertas co-
racteristicas clinicas diferenciales a tfener en cuenta
para el correcto diagndstico y es que a veces cursan
en forma de un sindrome por aglutininas frias, algu-
nas de ellas pueden asociarse a un sindrome linfo-
proliferativo postrasplante y, finalmente, pueden apao-
recer mucho tiempo después del frasplante (hasta
mds de 2 afos) y del fratamiento con el fGrmaco
sospechoso.

> Inmunoterapia y anemia hemolitica
autoinmune producida por farmacos

La inmunoterapia, también denominada terapia
biolégica, empleada en el fratamiento de diferentes
tipos de tumores sdlidos y neoplasias hematoldgi-
cas, estimula las defensas naturales del organismo
a fin de combatir y destruir a las células neopldsi-
cas. Utiliza sustancias producidas por el propio orga-

lulas del sistema inmune
(linfocitos T citotéxicos) y
en células tumorales, que
son necesarias para finalizar la respuesta inmune y
evitar una respuesta inmune permanente y desme-
dida. Los IPCI actuan blogueando estas proteinas e
impidiendo la unién con el ligando presente en las
células tumorales. Este efecto permite que los linfoci-
tos T actlen de forma mas eficiente y sostenida en su
misién de destruir a las células tumorales. En los IPCI
se incluyen la proteina CTLA-4 presente en linfocitos T
citotéxicos, las proteinas B7-1/B7-2 presentes en las
células presentadoras del antigeno y las proteinas de
muerte programada 1 (PD-1), presentes también en
los linfocitos T, y el ligando de muerte programada 1
(PD-L1), presente en las células tumorales. En 2011 fue
aprobado el primer inhibidor, un anficuerpo mono-
clonal anti-CTLA-4, conocido como ipilimumalb, para
el tratamiento del melanoma irresecable y, desde en-
tonces, ha habido una afluencia progresiva y nume-
rosa en el mercado de nuevos inhibidores dirigidos,
mayoritariamente, contra la PD-1 (pembrolizumab, ni-
volumab, cemiplimab) y la PD-L1 (atezolizumab, ave-
lumab, durvalumab), mientras se siguen ensayando
ofros nuevos inhibidores® (Figura 5).

En el periodo 2012-2018 la Food and Drug Admin-
istration (FDA) tenia registrados en su base de datos
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68 casos de AHAI producidos por IPCI: 43 por nivo-
lumab, 13 por pembrolizumalb, 7 por ipilimumab y 5
por atezolizumab. En general, fodos los casos fueron
considerados graves. En el conjunto de los efectos
adversos registrados por la FDA, la AHAI inducida por
IPCl es una complicacién muy poco frecuente que
se da en un porcentaje algo superior con los inhibi-
dores de la PD-1/PD-L1 (0,15-0,25%) que con los in-
hibidores de la proteina CTLA-4 (0,06%). La mayoria
de los pacientes que presentaron esta complicaciéon
estaban siendo tratados de un melanoma (32 co-
s0s) o de un carcinoma pulmonar (24 casos). En un
25% de los pacientes, la AHAI se acompaid de otros
efectos indeseables de tipo inmune. La aparicion de
la anemia puede acontecer poco después de co-
menzar el tratamiento o un tiempo después, con una
mediana de 10 semanas (rango: 2-78). La mayoria
de los casos respondieron al tratamiento con esteroi-
des, pero en 2 casos se produjo el fallecimiento de
los pacientes.

Los resultados de la PDATG en estos casos fue muy
variable, oscilando entre los casos positivos debidos a
IgG, a C3 o a ambos factores inmunes y los casos ne-
gativos que en una serie publicada de 15 pacientes
alcanzaban el 36% de los casos, mientras que la AHAI
primaria o asociada solo supone el 3-11% de los ca-
sos. El estudio serolégico a realizar ante la sospecha
de que un IPCl ha causado un episodio de anemia
hemolitica debe incluir la investigacion de los diferen-
tes mecanismos capaces de producir la hemélisis, a
menos que el estudio inicial nos site en el modelo

propio de las AHAIPF debidas a anticuerpos farmaco-
independientes.
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> Introduccion

La transfusidn de sangre alogénica sigue siendo uno
de los pilares fundamentales del tratamiento del pa-
ciente hematolégico adulto. La autoevaluacién con-
tinua de los procesos médicos y la revision multidisci-
plinar de las pautas de transfusion es primordial para
un empleo seguro, clinicamente efectivo y eficiente de
esta terapéutica, asi como para garantizar la calidad
de la atenciéon.

) Transfusion de concentrados de hematies
) Generalidades

La anemia se define en funcién de los criterios es-
tablecidos por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) en 1968 (OMS 2011) como una concentra-
cién de hemoglobina (Hb) < 13 g/dL para hombres
y < 120 g/dL para mujeres. El 75% de los pacientes
hematolégicos presentan anemia al diagndstico® y
hasta un 70-90% la desarrolla durante su curso evolu-
tivo, siendo la prevalencia mds alta en nifos con leu-
cemia aguda (97% aprox.) y linfoma (93% aprox.)®.
La etiologia de la anemia es multifactorial (Tabla 1)
y es causa de hospitalizacién, morbilidad y/o mor-
talidad. El impacto econdmico de todo lo expuesto,
asi como de los riesgos asociados a la terapéutica
fradicionalmente mas utilizada (fransfusién de con-
cenfrado de hematies -CH-), ha concienciado a
los servicios de fransfusidn a promover una politica
restrictiva ("menos es mdas”) tan controvertida®® e
impulsar ofras alternativas (Tabla 2) (patient blood
management -PBM-).

El sindrome anémico se ha relacionado especifica-
mente con una mala calidad de vida y un deterioro
significativo del estado funcional de los pacientes de

edad avanzada. Los signos y sinfomas varian segun
la instauracién de la anemia, la presencia o no de
sangrado y el desarrollo de mecanismos compen-
satorios cardiovasculares, como son el aumentfo y
la redistribuciéon del flujo sanguineo, el aumento del
difosfoglicerato y el gasto cardiaco y la disminucion
de la viscosidad sanguinea. No estd claro si un me-
jor control de la anemia revertiria el remodelamiento

Tabla 1. Causas de anemia en el paciente oncoldgico

Patron inflamatorio asociado al cancer (y al tratamiento)

- Descenso relativo de la produccion de eritropoyetina (EPO)

- Resistencia a la EPO de la médula 6sea

- Anticuerpos anti-eritropoyetina

- Atrapamiento del hierro por los macréfagos del sistema mononu-
clear fagocitico

- Incremento de hepcidina

Ferropenia/Déficit funcional de hierro

- Anemia ferropénica previa

- Anemia ferropénica secundaria a la neoplasia y a la cirugia
- Flebotomias repetidas

- Sangrado crénico

Otras causas

- Insuficiencia renal

- Déficit de vitamina B, /Déficit de B, , funcional

- Malabsorcion/Desnutricion

- Anemia secundaria a infiltracion medular por la enfermedad de base

- Anemia secundaria a la supresion de la eritropoyesis por infeccion/
inflamacion (liberacion de citocinas)

- Anemia secundaria a quimioterapia/radioterapia

- Anemia hemolitica mecanica

- Anemia hemolitica microangiopética (farmacos/TPH)

- Anemia hemolitica autoinmune por anticuerpos calientes (fludara-
bina, analogos de purinas o enfermedad de base)

- Anemia hemolitica autoinmune por anticuerpos frios (SLP)

- Aplasia pura de la serie roja secundaria a TPH ABO incompatible

- Aplasia pura de la serie roja secundaria a infeccion por virus de
Epstein-Barr

- Coagulacién intravascular diseminada (leucemia aguda promielo-
citica)

SLP: sindrome linfoproliferativo; TPH: trasplante de progenitores
hematopoyéticos




Tabla 2. Alternativas a la transfusion de componentes sanguineos

Alternativas a la transfusion de concentrados de plaquetas

Acido tranexamico:

- Pacientes quirdrgicos en los que se espera pérdida de sangre > 500 mL

- Politrauma susceptible de sangrado
- Trombocitopenia secundaria a fallo medular crénico con sangrado

- Sangrado gastrointestinal secundario a Ulcera y/o erosion en mucosa (grado 2A)?

Sangrado grave: fibrindgeno (si concentracion plasmatica < 1,5 g/L)

Uremia con sangrado o previo a procedimiento: didlisis, corregir anemia, considerar desmopresina, etc.

Analogos de trombopoyetina®: a valorar en SMD, AM refractaria, PTI, etc.

Inmunoglobulinas intravenosas: trombopenia inmune, aplasia medular (PTI, refractariedad plaquetaria, etc.)

Controvertido: sustitutos de plaquetas artificiales, plasma pobre en plaquetas, rFVla, rFXIl, interleucina 6, interleucina 11, etc.

Alternativas a la transfusion de concentrados de hematies

Hierro

- Anemia absoluta o deficiencia funcional de hierro (grado 1B)°

- Pacientes no anémicos con bajas reservas de hierro (ferritina < 100 ng/mL y saturacion de transferrina < 20%) (grado 1B)¢
- En caso de intolerancia o no respuesta al hierro oral est4 indicada la administracion intravenosa (grado 1B'c

Terapia con agentes estimulantes de la eritropoyesis (AE)

- Indicacion individualizada (valor de hemoglobina, antecedentes trombdticos, enfermedad renal cronica, tratamiento QT no curativo, etc.)
- Solicitar estudio del perfil férrico para valorar su uso concomitante y maximizar la eficacia de AE (grado 1A%grado 1A?)

- Anemia preoperatoria en pacientes que rechazan la transfusion de componentes sanguineos (grado 2B)°
- Anemia preoperatoria en aloinmunizados, especialmente frente a antigenos de alta incidencia (grado 2B)¢

- Anemia secundaria a radioterapia/QT (grado 2B)°

- Sindromes linfoproliferativos cronicos y mieloma multiple en remision completa®

- SMD de bajo riesgo y niveles de eritropoyetina < 500 UI/L°
- Sindrome hiperhemolitico en la ACF

Desmopresina (DDAVP: 1-deamino-8-D-arginine-vasopressin): a valorar en la disfuncién plaquetaria o toma de antiagregantes; ACF: anemia de
células falciformes; Inmunoglobulinas intravenosas: sindrome hiperhemolitico en la ACF

Alternativas a la transfusion de PFC

Vitamina K

- Pacientes (grado 1B)° con TP prolongados y deficiencia adquirida de vitamina K

Concentrado de complejo protrombinico

- Pacientes tratados con antagonistas de vitamina K'y que presentan alguna de estas situaciones clinicas:

— Hemorragia intracraneal (grado 1C)?
— Hemorragia activa (grado 2A)?

— Pacientes que necesitan reversion de anticoagulacion (grado 2C)? y/o cirugia urgente (grado 2A)?

2 Documento de Sevilla 2013; ° Grupo Espafiol de SMD 2012, TPH 2019 y SEHH; © Recomendaciones de las British Society of Haematology Guidelines de 2015; ¢ Guias de ASCO/

ASH 2020

PFC: plasma fresco congelado; PTI: pirpura trombocitopénica inmune; QT: quimioterapia; SMD: sindrome mielodisplasico; TP: tiempo de protrombina

cardiaco (hipertrofia ventricular izquierda). Por este
motivo, cuando la anemia es de naturaleza crénica,
en el paciente joven y sin cardiopatia, los sinfomas
generalmente son bien tolerados y se desconocen
los efectos beneficiosos de la fransfusion.

En los pacientes mds transfundidos, como son los
sindromes mielodisplasicos (SMD) y las hemoglobino-
patias (HB), hay 2 cuestiones pendientes de resolver:
el umbral de Hb y el nimero de CH.

El umibral exacto de Hb es muy heterogéneo y varia
en las diferentes guias de préctica clinica (GPC), pero
desde hace tiempo el criterio es unédnime en que la
fransfusidn no es beneficiosa cuando la Ho > 10 g/dL
y se cree que si podria serlo cuando la Hb < 6-7 g/dL®,

Los pacientes sometidos a trasplante de progeni-
tores hematopoyéticos (TPH) alogénico y la leuce-
mia aguda en induccién suelen presentar sindrome
anémico secundario a la tfrombocitopenia y las mo-




nifestaciones hemorragicas agudas, y puede ser pru-
dente mantener un hematocrito alrededor del 25%
(Hb > 8 g/dL). En los pacientes con SMD parece re-
comendable mantener una Hb pretransfusional entre
8 y 10 g/dL, en funcién del estilo de vida del pacien-
fe y de la existencia o no de comorbilidades (Hb de
10 g/dL en el cardidpata). Sin embargo, en la aplasia
medular (AM) asinfomdtica solo se debe fransfundir
cuando la Hb < 6-7 g/dL para evitar el riesgo de sensi-
bilizacién frente a los antigenos (Ag) del donante y la
sobrecarga férrica.

La hemosiderosis postransfusional es un factor de
mal prondstico debido a los efectos secundarios de
su depbsito en el tejido cardiaco y hepdtico, y favore-
cer la aparicién de procesos infecciosos, fundamen-
talmente bacterianos y fingicos.

La practica de la transfusién de 2 CH sigue siendo
generalizada pese a ser inapropiada (estudios retros-
pectivos)®. Los autores no han encontfrado diferen-
cias significativas en la duracién de la hospitalizacion
y/o la mortalidad a los 30 dias cuando la media de
la Hb al alta fue menor (8,9 vs.9.5 g/dL; p = 0,005). La
transfusién en oncohematologia de un Unico CH es
segura y eficaz, y los sistemas electrénicos de solici-
tud de transfusion podrian facilitar la implantacién de
esta medida restrictiva®.

) Transfusion en situaciones clinicas especiales

> Sindromes mielodisplasicos, aplasia de médula dsea
y hemoglobinopatias: anemia de células falciformes
y sindromes talasémicos

Para una prdactica transfusional correcta en los pa-
cientes diagnosticados de anemia de células falci-
formes (ACF) (grado 1C)®, AM y SMD es esencial la
estrecha comunicacién entre las unidades clinicas y
el servicio de transfusion.

En los pacientes con anemia grave (hombres con
Hb < 12 g/dL mujeres con Hb < 10 g/dL o de acuerdo
con criterios locales acordados) de causa Nno conoci-
da y sin déficit de hierro es obligado descartar una HB
hereditaria (grado 1B)®.

En la ACF las modalidades de transfusion son: trans-
fusion simple (corto o largo plazo), recambio eritroci-
tario (RE) y RE con hemodilucién isovolumétrica. La
decisiéon de una u ofra debe ser multidisciplinar, espe-
cialmente en los pacientes con complicaciones (gro-

Tabla 3. Manejo transfusional de la anemia de células
falciformes (ACF)

Variables a tener en cuenta en la indicacion de recambio
eritrocitario (RE)

- Régimen transfusional crénico

- Reacciones transfusionales previas

- Motivo de transfusion (empeoramiento de la anemia y/o complica-
ciones agudas como sindrome toracico agudo)

- Aloinmunizacion

- Umbral de hemoglobina (Hb) y/o hematocrito? concentracion de Hb
y % HbS® (grado 1C)'

- Anemia preoperatoria

Pruebas a solicitar en régimen transfusional crénico

- Serologias (VHB, VHC y VIH) (grado 1C)', al diagnéstico y anualmen-
te en caso de trasfusion cronica

- Ferritina sérica cada 3 meses (grado 1C)'

- Medicion de hierro hepatico cada 1-2 afios (si sobrecarga férrica
probada o sospecha) (grado 1C)'

¢ Los pacientes con Hb basal < 90 g/L y sin régimen transfusional regular, la Hb
postransfusion no debe exceder de 100 g/L, particularmente si % HbS > 30%.
El umbral de Hb postransfusién podria ser mayor en pacientes transfundidos
cronicamente o si % HbS es bajo (grado 1C)"; ® mantener HbS < 30% trata
las complicaciones agudas y previene las complicaciones a largo plazo en
pacientes transfundidos de forma crénica

' Davis BA, Allard S, Qureshi A, Porter B, Pancham S, Win N, et al.; British Committee
for Standards in Haematology. (2017). Guidelines on red cell transfusion in sickle cell
disease. Part I: principles and laboratory aspects. Br J Haematol. 2017;176(2):179-
91

VHB: virus de la hepatitis B; VHC: virus de la hepatitis C; VIH: virus de la
inmunodeficiencia humana

do 1C)® (Tabla 3). Los servicios de transfusion de los
centros de referencia deben contar con instalaciones
adecuadas y el personal entrenado en procedimien-
fos de recambio manual y/o automatizado (mayor
rapidez de disminucion de HbS) para situaciones de
emergencia (grado 1C)®.

) Recomendaciones para la practica
clinica transfusional®®

+ Realizar fenotipo eritrocitario (previo a la primera
fransfusién) y/o genotipo (si ha sido fransfundido en
los Gltimos 3 meses) a fodos los pacientes diagnosti-
cados de HB, AM y SMD.

« Transfusién de CH ABO compatible e isof(g)eno-
fipo Rh y Kell (baja calidad de evidencia, recomen-
dacién débil)® en pacientes no aloinmunizados. En
caso de AMTD, SMD y/o HB ya aloinmunizados (baja
calidad de evidencia, recomendacion débil)(®, con
antecedentes de reacciones hemoliticas y/o transfu-
sibn compleja (grado 1C)(9, se recomienda ampliar
a Fya/Fyb, Jko/JkbP, S/s, siempre y cuando este hecho
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NoO suponga un refraso en la transfusion. Se debe co-
nocer el manejo clinico e inmunohematoldgico de las
reacciones hemoliticas y notificarlas al sistema de he-
movigilancia (grado 1C)(9,

+ La sangre proporcionada a los pacientes con ACF
debe ser HoS negativa y, cuando sea posible, debe
tener < 10 dias de edad para la fransfusién simple
y < 7 dias de edad para el RE. Se puede administrar
sangre > 10 dias en ausencia de disponibilidad (gro-
do 1C)0,

+ Los pacientes aloinmunizados con uno o mds an-
ficuerpos clinicamente significativos se deben tfrans-
fundir con CH carentes del Ag para el cual han deso-
rrollado el aloanticuerpo (evidencia de baja calidad,
recomendacién fuerte, grado 1C)(9. Para asegurar
gue esto se cumple, se recomienda una estrategia
transfusional acordada entre la unidad clinica y el cen-
fro de transfusion local/nacional (especialmente en
anticuerpos frente a Ag de alta incidencia) (grado 1C)
9, El paciente debe disponer de un informe/tarjeta
que presentard en cada hospitalizacion (grado 2C)(19,

) Indicaciones de transfusién en anemia
de células falciformes?

+ Enfermedad cerebrovascular. La enfermedad ce-
rebrovascular incluye el accidente cerebrovascular
(ACV) isquémico agudo y/o el infarto cerebral silente
(ICS). El objetivo de la transfusién es siempre mante-
ner HoS < 30%.

- Transfusion profilGctica:

- Primaria:

- Talasemia SS o §/8, (2 a 16 anos) con ecografia
Doppler transcraneal de alto riesgo (AR) de un primer
ACV (grado TA)2, La duracién del régimen transfusio-
nal debe ser individualizada y como minimo de 1 afo.
La alfernativa terapéutica es la hidroxiurea.

- Secundaria:

- Talasemia SS o §/B, (5 a 15 afos) de AR de un se-
gundo ACV silente (grado TA)(2,

- Prevencidn de ACV isquémicos recurrentes tanto
en ninos como en adultos (grado 1B){2.

- Transfusion terapéutica. La transfusion es urgente
en caso de signos o sinfomas que sugieran un ACV is-
guémico agudo, aunque se desconozca la causa. Si
se confirma que es debido a la ACE, las transfusiones re-
gulares deben continuarse a largo plazo (grado 1B)(2.

- Cirugia. Son pacientes quirdrgicos de AR y es
esencial la optimizaciéon pre- y postoperatoria de for-

ma consensuada (grado 1C)(2, La transfusion o RE
preoperatorio es objeto de controversia® pero se re-
comienda mantener una Ho > 9 g/dL en las siguientes
situaciones:

- SS (grado TA)1? y SC (grado 1C)(2 y cirugia de
riesgo medio (por ejemplo, abdominal, amigdalecto-
mia, orfopedia).

- Cirugia de AR (por ejemplo, cardiovascular, cere-
bral) independientemente del genotipo (grado 1C)
(2

- En cirugia de emergencia y Hb < 9 g/dlL se valorar&
de forma consensuada el momento de la transfusion
(pre-, intra- o postoperatorio) en funcién de la urgen-
cia y la complejidad (grado 1D)(2. Si la fransfusion
esté indicada y Hob > 9 g/dL, estd indicado el RE mejor
gue la transfusién simple.

- En procedimiento de derivacién o drenaje bajo
anestesia general, se valorard de forma consensuada
(grado 2C)(12,

- ACF grave y paciente critico. La decisidon de trans-
fusion o RE (grado 2C)2 debe ser consensuada en
las siguientes situaciones:

- El secuestro de esplénicos y/o el secuestro hepdti-
co (grado 1B){2.

- La crisis apldsica (grado 1B)(12.

- El sindrome fordcico agudo (STA) grave (grado 1B)
2, La hidroxiurea se recomienda como tratamiento
de primera linea para la prevencion del STA recurrente
o episodios dolorosos repetidos asociados con el STA
(grado 1A)(2. Se debe valorar la fransfusién regular
para los pacientes sin tfratamiento, infolerantes o para
los que la hidroxiurea estd contraindicada (grado 1B)
2, Instaurado el STA no hay evidencia del mejor bene-
ficio del RE frente a la transfusién simple. Si no respon-
de a la transfusién simple y/o hay un alto nivel de Hb,
estaria indicado el RE.

- Insuficiencia aguda multiorgdnica (grado 2C)('2,

- Sindrome mesentérico (grado 1C)(12,

- Sepsis grave (grado 2C)12,

En pacientes seleccionados con ACF grave, la trans-
fusiébn de CH puede ser eficaz para aliviar la sintoma-
fologia y disminuir los dias de hospitalizacién, aunque
no hay evidencia de que acorte la duracién de una
crisis dolorosa.

« Embarazo. La transfusion profildctica de CH estaria
indicada en las siguientes situaciones:

- Patologia obstétrica-fetal anterior o actual relacio-
nada con la ACF

- Embarazo mdltiple (grado 1C)2 y/o AR.
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- ACF grave en fratamiento con hidroxiurea.

- Pacientes con régimen cronico de fransfusiones
como profilaxis de ACV o tratamiento de complicacio-
nes graves (grado 1B)(12,

- Empeoramiento de la anemia o desarrollo de
complicaciones agudas del ACF (grado 1B)¢'?,

No estaria indicada en las siguientes situaciones:

- Tratamiento de la anemia asinfomdtica y cifras es-
tables de Hb (por ejemplo, con el desarrollo de enfer-
medad renal crénica) (grado 1C)(12,

- Tratamiento de la crisis dolorosa no complicada,
a menos que haya anemizaciéon brusca, compromiso
hemodindmico o de érganos criticos (grado 1C)(12,

-Tratamiento del priapismo agudo (falta de ensayos
controlados aleatorizados).

) Transfusion en cuidados paliativos

Las transfusiones de CH son una prdactica clinica ha-
bitual en los cuidados paliativos (CP) a pesar de la
poca evidencia (estudios observacionales) del be-
neficio clinico y el conocido riesgo de sobrecarga
circulatoria en la enfermedad avanzada. Algunos
autores reportan que solo el 18% de los pacientes
fransfundidos fuvieron una mejoria mantenida hasta
los 30 dias, el 42% no tuvo beneficio o fue fransitorio
y el 32% estaban muertos a los 30 dias. La investiga-
ciébn mds exhaustiva de la causa de su anemia (es
obligado descartar anemia de enfermedad crénica)
permitiria la implantacidon de alternativas terapéuti-
cas como suplementacion con B,,, folato y/o hierro.
En aquellos pacientes en los que estaria indicada la
fransfusidon tras un andlisis riesgo/beneficio, el desa-
rrollo de circuitos de dgil acceso evitaria la derivacion
tardia® a las unidades de CP domiciliarios, tan impor-
tantes al final de la vida.

) Alosensibilizacion eritrocitaria

La formacién de anticuerpos frente a Ag eritrocitarios
de los que carece el receptor (alosensibilizacién eritro-
citaria) se produce en un 11% de los pacientes diag-
nosticados de SMD(9 y en un 2,3% en la AMU7.En la
ACE la tasa de aloinmunizacién es la mas alta (18,6%)
8 debido a las discrepancias del fenotipo entre el do-
nante (raza caucdsica) y el receptor (raza afroameri-
cana), y el 60-70% de los pacientes aloinmunizados es
frente a Ag del sistema Rh y Kell. Si la aloinmunizacion
se produce frente a Ag de alta incidencia, la posibili-

dad de encontrar CH compatibles disminuye y puede
ser causa de un refraso en la fransfusién y/o el RE.

El desarrollo de una reaccién hemolitica retardada
(RHRT) es una de las consecuencias clinicas mdés re-
levantes de la aloinmunizaciéon. La RHRT se produce
por una respuesta anamnésica en el receptor ante
una nueva exposicion al Ag. El sistema de Ag eritro-
citarios mds implicado en la RHRT es el sistema Kidd.
En un estudio francés (Pirenne ef al., ASH 2016), los
autores analizaron 694 episodios transfusionales (ET)
en 311 pacientes con ACFE 200 pacientes recibieron
358 transfusiones puntuales y 111 pacientes 336 ET
crénicos. Los pacientes fransfundidos puntualmente
fienen un riesgo de RHRT mayor que los fransfundidos
de forma cronica (p < 0,0001).

En la ACE la RHRT estd infradiagnosticada debido a
gue las caracteristicas clinico-analiticas estn enmas-
caradas con las de la crisis vasooclusiva (aumento de
HbS y LDH, reticulocitosis, etc.). La sospecha diagnés-
tica (anemizacion alos 11 dias + 9 fras fransfusion)
desde las unidades clinicas facilitaria la identificacion
precoz del aloanticuerpo desde los servicios de trans-
fusion.

) Transfusion de concentrados de plaquetas (CP)
) Generalidades

La incidencia de trombocitopenia en pacientes he-
matolégicos es muy variable y depende de la enfer-
medad de base. Las formas graves (< 10 x 10°/L) re-
percuten en la mortalidad de causa hemorrdgica y
en la supervivencia, especialmente de los pacientes
que han desarrollado refractariedad plaquetaria. Es
preciso descartar causas de la tfrombocitopenia de
origen no cenfral (inmunoldgica, por consumo, far-
macoldgica, efc.) que puedan beneficiarse de otros
fratamientos. Igualmente, hay que recordar la posibi-
lidad de que exista una tfrombocitopatia adquirida a
pesar de un recuento normal.

La estrategia optima (restrictiva vs. liberal) en la
transfusidn de plaquetas es controvertida, debido a la
heterogeneidad en la cuantificacién del sangrado en
los ensayos clinicos aleatorizados (ECA) md&s relevan-
fes y a las dificultades metodoldgicas (seguimiento a
largo plazo, duracién y frecuencia de los ingresos hos-
pitalarios, evaluacién de la calidad de vida, efc.) de
los metaandisis.
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Tabla 4. Transfusion de plaquetas en trombopatia y/o

trombopenia no central

1. Trombopatia

Congeénita (indicacion por especialista en hemostasia):

- Previo a procedimiento invasivo

- Sangrado

- Si alternativa terapéutica (rFVlla, acido tranexamico, desmopresina,
etc.) contraindicada o inefectiva

- Trombastenia de Glanzmann: transfusién de plaquetas HLA com-
patibles

Adquirida (uremia, acido acetilsalicilico, inhibidores de glicopro-
teina lla/lllb, antagonistas P2Y_, etc.)

12/

- Solo indicado en sangrado grave

2. Trombopenia no central

2.1. Purpura trombocitopénica trombética (PTT)

- La transfusion de plaquetas no siempre esta contraindicada (san-
grado que compromete la vida, colocacion de CVC, etc.)

2.2. Trombocitopenia inmune (PTI, TIH, PPT)

- Previo a procedimiento invasivo y/o urgente

- Sangrado que compromete la vida

- Alternativa terapéutica inefectiva

- Tratamiento concomitante con inmunoglobulina intravenosa (PTI/
PPT)

- PPT: transfusion de plaquetas HPA compatibles

CVC: catéter venoso central; PPT: plrpura postransfusional; PTI: purpura
trombocitopénica idiopatica

En los pacientes con guimioterapia (QT) infensiva
y/o sometidos a TPH®, [a transfusion terapéutica (vs.
profidctica) estaba asociada con un mayor riesgo de
hemorragia y no se demostraron diferencias en relo-
cion con la tasa de remisidn completa, eventos ad-
versos, mortalidad y/o supervivencia general. En una
revision posterior®», en el fallo medular tanto congéni-
to como adquirido, los estudios publicados no demos-
fraron la mayor eficacia y seguridad de la transfusion
terapéutica.

La transfusion profilactica de plaguetas podria se-
guir siendo el esténdar para los pacientes con leuce-
mia mieloide aguda y/o TPH alogénico. Sin embargo,
hay 2 cuestiones aln pendientes de resolver: umbral
de transfusion y dosis (estandar, baja o alta) del CP.

El umbral de transfusidon de 10 x 10%/L seria razona-
ble@» en ausencia de otros factores de riesgo de he-
morragia. En relacidon con las dosis de CPR la mayoria
de las GPC publicadas no concluyen una dosis &pti-
ma, pero algunos autores® recomiendan dosis bajas
para pacientes hospitalizados con tratamiento intensi-
vo y dosis estandar (2,5-3 x 10'") en el ambulatorio. La
fransfusién rutinaria con dosis altas aumenta el riesgo

de eventos adversos relacionados con la transfusion
sin disminuir el riesgo de sangrado o el nimero fofall
de transfusiones.

Los pacientes oncohematolégicos diagnosticados
de trombopenia (central o periférica) y/o trombopa-
tia deben transfundirse de acuerdo con las pautas
nacionales y/o infernacionales® de transfusion (Fi-
gura 1 yTabla 4).

La politica “restrictiva” repercutiria en una exposicion
a un menor ndmero de donantes, menor desarrollo de
refractariedad plaquetaria, menor consumo de CP
menor asistencia al hospital de dia y, por tanto, mejora
en la calidad de vida de los pacientes.

) Transfusion en pacientes refractarios

La refractariedad se atribuye a la aloinmunizacién del
receptor contra Ag plaguetarios humanos (HPA) espe-
cificos del donante o Ag. HLA de clase | que se expre-
san tanto en las plagquetas como en fodas las células
nucleadas.

En pacientes con SMD, el desarrollo de refractarie-
dad plaguetaria puede ocurrir hasta en un 85% de los
politransfundidos. En los pacientes que han desarrolla-
do refractariedad plaquetaria, la fransfusién se debe
ajustar a las siguientes pautas y/o recomendaciones:

+ Descartar frombocitopenia hipoproliferativa con o
sin presencia de anticuerpos anti-HLA y/o anti-HPA.

« En caso de presencia de anficuerpos anti-HLA y/o
anti-HPA se debe realizar transfusion de plaquetas
ABO compatibles (para incrementar su rendimiento) y
obtenidas por aféresis a partir de un Gnico donante o
varios inmunoldgicamente compatibles (HLA y/o HPA
compatibles).

> Recomendaciones generales
para la practica clinica transfusional®

« En pacientes que no requieran transfusiéon regular,
se acepta la transfusidon de plaguetas ABO incompa-
fibles. En su defecto, se recomienda (grado 2B)®@» |a
transfusion de CP ABO compatibles.

+ El riesgo de hemdlisis es menor si se fransfunden
plaguetas con bajo titulo de isohemaglutininas o de
grupo ABO diferente al grupo O, asi como las plaque-
tas suspendidas en solucién aditiva plaquetaria.

+ En nifias o mujeres en edad fértil Rh (D) negati-
vas se deben transfundir plaquetas Rh (D) negativas
y administrar profilaxis IgG anti-D en caso de fransfun-
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I Trombocitopenia I
# Guidelines for the use of platelet transfusions, British Journal of -
2017

b Guia sobre la ineos y derivados.
| Investigar etiologia (1A)? |—>

PERIFERICA
Consumo/Destruccion de plaquetas (CID, PTT, etc.)
Trombocitopenia inmune (HIT, PPT, PTI)

NO INDICADO

I Previo a procedimiento invasivo* I

Sociedad Espafiola de Transfuslon Sanguinea y Terapia Celular. 5.2 edicién

/7 } 10-20 x 10°/L
Tratamiento anticoagulante o
20 x 10%/L
_> tratamiento IS (ATG o alemtuzumab) l

| | Transfusién profilactica (TP) = no sangrado o WHO grado 1
Dosis en adulto: 1 unidad (grado 1A)2

En presencia de factores
de riesgo!

Central
(fallo medular)

| Transfusidn terapeutica (TT) = sangrado > WHO grado 1 |

Tromboqtopenla reversible 20 x 10°/L: CVC 7 (PICC excluido)
40 x 10°/L: punci6n lumbar®

50 x 10%/L: cirugia mayor y biopsia hepatica
percutanea

80 x 10%/L: céteter epidural (insercién y retirada)

100 x 10°/L: neurocirugia y cirugia oftalmoldgica

20 x 10°/L: mucositis severa

30 x 10%/L: sangrado (WHO grado > 2) no
grave

50 x 10°/L: sangrado grave® (se excluye la
mucocutanea leve)

T™MO alogenlco vs. QT intensiva l

i

TMO autélogo

10 x 109/ L

NO TP2
(no consenso)

| 10 x 10°%/L (considerar NO profilaxis) |

QT oral, Aza, etc.

100 x 10%/L: politrauma,
trauma intracraneal y/o ocular,
hemorragia cerebral espontdnea

NO INDICADO:

Aspirado/Biopsia de médula 6sea

1 AMy SMD en ausencia de factores de riesgo y/o
invasivo (SETS 2015): 5 x 10°/L (PICC)

QT intensiva® w
o plaquetas en 101G/

Fall dul i descenso
Estable (no consenso)

v
l Prevencion de sangrado persistente (WHO grado 2 2)

2 Guias nacionales (SETS 2015) consideran el mismo criterio que la LAM
con QT intensiva: 10 x 10°/L
* Leucemia aguda en QT de induccién (SETS 2015): 20-40 x 10°/L
En la leucemia promielocitica aguda en QT de induccion:
>30 x 109/L (riesgo bajo/intermedio) o > 50 x 10%/L (alto riesgo)
“Las guias nacionales espafiolas (SETS 2015) indican TP si < 10 x 10°/L
*Sepsis o coagulacion intravascular diseminada (SETS 2015): 20 x 10%/L
SSangrado grave (SETS 2015): 30 x 10°/L
7 Canalizacion de CVC (PIC excluido) (SETS 2015): 20-40 x 10%/L
8Puncion lumbar (SETS 2015): 20-40 x 10°/L

Catéter central insertado periféricamente

Retirada de CVC
Cirugia de cataratas

* Los estudios no han demostrado evidencia de

que la transfusion de CP antes de procedimientos quirdrgicos pueda
reducir el riesgo de muerte o sangrado en trombopenia

(Cochrane Database of Systematic Reviews 2018. Estcourt L, et al.)

Figura 1. Manejo transfusional del paciente frombopénico. AM: aplasia medular; CID: coagulacion intravascular diseminada; CP: concentra-
dos de plaquetas; CVC: catéter venoso central; HIT: trombopenia inducida por heparina; IS: inmunosupresor; PPT: plrpura postransfusional;
PTI: parpura trombocitopénica idiopdtica; PTT: plrpura trombocitopénica trombética; QT: quimioterapia; SMD: sindrome mielodispldsico;

TMO: trasplante de médula 6sea.

dir positivas. En adultos varones menores de 18 anos
aloinmunizados con anti-D y/o dependientes de
fransfusiones en caso de no transfundir plaquetas Rh
(D) negativas, no administrar profilaxis IgG anti-D.

« En caso de reaccidén transfusional alérgica grave,
fransfundir plagquetas lavadas.

Finalmente, las unidades clinicas deben tener facil
acceso a las guias de manejo de reacciones adver-
sas transfusionales.

) Transfusion de plasma fresco
congelado (PFC) y/o crioprecipitado

La transfusidn de PFC en el paciente oncohematolégico
es infrecuente, pero en ocasiones estd sobreutilizada.
No estaria indicada en las siguientes situaciones@:
« Como solucidon de reposicién de volumen sangui-
neo (2C)@,
+ En pacientes con test de coagulacion estdndar
alferados previos a un procedimiento (2C)@» como

puede ser el aspirado/biopsia de médula o la colo-
cacién de un catéter venoso central (CVC).

« Para corregir un test de coagulaciéon alterado y/o
reducir el riesgo de sangrado, particularmente cuan-
do los tiempos de coagulacion (fiempo de protrombi-
na -TP- o Infernational Normalized Ratio -INR-) estan
entfre 1,5-1,9.

Si estaria indicada en las siguientes situaciones:

- En deficiencias congénitas de los factores de coa-
gulaciéon (1C)®, si no se dispone del factor de coo-
gulacién especifico.

« En el tfratamiento de la coagulopatia de la leuce-
mia aguda promielocitica.

+ Hemorragia masiva de causa no filiada.

* Hemorragia por antagonistas de la vitamina K si no
se dispone del preparado comercial.

« Hemorragia por hepatopatia.

« Coagulacion infravascular diseminada.

« Como soluciéon de reposicion para recambio plas-
mdatico terapéutico en la pdrpura trombocitopénica
frombética.
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- El crioprecipitado estd en desuso en algunos cen-
fros porque ha quedado sustituido por las preparacio-
nes comerciales de fibrindgeno.

) Transfusion de concentrado de granulocitos

La utilidad clinica es el tratamiento de la sepsis bacte-
riana o fangica grave que no responde al fratamien-
to antibidtico, en pacientes con neutropenia intensa
(<100 x 10°/L).

Los granulocitos se obtienen mediante aféresis de
donantes que han recibido dexametasona, o G-CSE
o0 una combinacién de ambos. El producto necesita
ser irradiado antes de la administraciéon para prevenir
la enfermedad injerto contra receptor y tienen que ser
transfundidos lo antes posible, no mds tarde de 24 ho-
ras desde la obtencion.

) Conclusiones

+ La politica transfusional restrictiva debe extenderse
a la gran mayoria de los pacientes oncohematolégi-
COs.

« El umbral de Hb para la fransfusién de CH es “cono-
cido” por los servicios clinicos, no asi el nUmero 6ptimo
de unidades a transfundir. La realizacién de auditorias
permitird identificar las dreas de mejora, como puede
ser el TPH alogénico y/o el paciente critico.

+ La indicacidén del uso profildctico o ferapéutico
de CP, asi como el umbral de transfusién, necesitan
de metaandlisis concluyentes. Para conseguir este
objetivo, los médicos prescriptores deben basarse en
guias nacionales y/o infernaciones universalmente
aceptadas.

+ Los resultados clinicos (nivel 1 de evidencia) y la
calidad de vida de los pacientes mejoran cuando se
administra un menor nUmero de fransfusiones y se si-
guen criterios no solo cuantitativos (fransfusion en fun-
cién de pruebas de la funcién plaguetaria, pruebas
viscoeldsticas, masa plaquetaria, nimero absoluto de
plaguetas inmaduras, etc.).

+ La notificacién de todas las reacciones adversas
asociadas a la fransfusion desde las unidades clini-
cas (hematologia, medicina inferna, medicina infen-
siva, efc.) ayudaria a los servicios de transfusion all
uso individualizado de los diferentes componentes
sanguineos.

) Estrategias futuras

+ El desarrollo de ECA sobre la eficacia clinica de
ofras alternativas histéricamente cuestionadas (agen-
tes estimulantes de la eritropoyesis, andlogos de la
frombopoyetina, DDAVP etfc.) y la repercusidn econd-
mica de estas estrategias de PBM mejorarion la im-
plantacién de una politica restrictiva universal.

+ Dada la baja prevalencia de la enfermedad en
los pacientes mas transfundidos (pacientes paliativos,
SMD, sindromes talasémicos, induccién de leucemia
aguda, efc.) son necesarios ECA metodoldgicamente
bien disefados. Los resultados permitirian identificar
un subgrupo de pacientes para los que puede ser
segura una politica fransfusional exclusivamente tera-
péutica, como es el frasplante de médula 6sea (TMO)
autdlogo.

+ Esta nueva estrategia debe ser utilizada solo si el
personal estd bien formado y con experiencia en el
nuevo enfoque y puede reaccionar de manera pre-
coz ante los primeros signos de hemorragia grave.

* En la ACF, los ECA comparativos de las alternativas
de transfusidon y de la duracién (corfo o largo plazo)
permitirian analizar la calidad de vida y el desarrollo
neurocognitivo de los pacientes asinfomdticos que
desarrollan complicaciones crénicas como el ACV
silente. La adherencia a los fratamientos y un mayor
reclutamiento de pacientes (de todos los genotipos)
consolidarian las conclusiones de estos estudios.

) Bibliografia

1. Shah N, Andrews J, Goodnough LT.Transfusions for anemia in adult and pedi-
atric patients with malignancies. Blood Rev. 2015;29(5):291-9.

2. Michon J.Incidence of anemia in pediatric cancer patients in Europe: results
of a large, inernational survey. Med Pediafr Oncol. 2002;39:448-50.

3. Estcourt LJ, Malouf R, Trivella M, Fergusson DA, Hopewell S, Murphy MF. Re-
strictive versus liberal red blood cell fransfusion strafegies for people with
haematological malignancies freated with infensive chemotherapy or radio-
therapy, or both, with or without haematopoietic stem cell support. Cochrane
Database Syst Rev.2017;1(1):CDOT1308.

4. DeZem AE, Williams K, Zahurak M, Hand W, Stephens RS, King KE, et al. Red
blood cell transfusion triggers in acute leukemia: a randomized pilot study.
Transfusion. 2016;56(7):1750-7.

5. Carson JL, Stanworth SJ, Roubinian N, Fergusson DA, Triulzi D, Do-
ree C, Hebert PC. Transfusion thresholds and other strategies for guid-
ing allogeneic red blood cell fransfusion. Cochrane Database Syst Rev.
2016(10):CD002042.




LXII Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Hematologia y Hemoterapia / Ponencias

. Bowman Z, Fei N, Ahn J, Wen S, Cumpston A, Shah N, et al. Single versus

double-unit fransfusion: safety and efficacy for patients with hematologic
malignancies. Eur J Haematol. 2019;102(5):383-8.

. Warner MA, Jambhekar NS, Saadeh S, Jacob EK, Kreuter JD, Mundell WC,

et al. Implementation of a patient blood management program in hema-
topoietic stem cell fransplantation (Editorial, p. 2763). Transfusion. 2019
Sep;59(9):2840-8.

. Davis BA, Allard S, Qureshi A, Porter JB, Pancham S, Win N, et al. British Com-

mittee for Standards in Haematology. (2017). Guidelines on red cell frans-
fusion in sickle cell disease. Part I: principles and laboratory aspects. Br J
Hoematol. 2017;176(2):179-91.

. Kotzé A, Harris A, Baker C, Igbal T, Lavies N, Richards T, et al. British

committee for standards in haematology guidelines on the identifica-
tion and management of pre-operative anaemia. Br J Haematol. 2015
Nov;171(3):322-31.

. Trompeter S, Massey E, Robinson S; Transfusion Task Force of the Brifish

Society of Hoematology Guidelines Committee. Position paper on Inferna-
tional Collaboration for Transfusion Medicine (ICTM) Guideline ‘Red blood
cell specifications for patients with hemoglobinopathies: a systematic review
and guideline”. Br J Hoematol. 2020;189(3):424-7.

. Killick SB, Bown N, Cavenagh J, Dokal |, Foukaneli T, Hill A, et al. Guidelines for

the diagnosis and management of adult aplastic anaemia. Br J Haematol.
2016 Jan;172(2):187-207.

. Davis BA, Allard S, Qureshi A, Porter JB, Pancham S, Win N, et al.; British Soci-

ety for Hoematology. Guidelines on red cell fransfusion in sickle cell disease
Part II: indications for fransfusion. Br J Haematol. 2017 Jan;176(2):192-209.

. Estcourt L, Fortin PM, Trivella M, Hopewell S. Preaperative blood transfusions

for sickle cell disease. Cochrane Database Syst Rev. 2016;4(4):CD003149.

. Neoh K, Gray R, Grant-Casey J, Estcourt L, Malia C, Boland JW, Bennett MI. No-

tional compoarative audit of red blood cell fransfusion practice in hospices: Rec-
ommendations for palliative care practice. Palliat Med. 2019 Jan;33(1):102-8.

. Odejide 00, Steensma DP. Patients with haematological malignancies

should not have to choose between fransfusions and hospice care. Lancet
Hoematol. 2020;7(5):e418-e424.

. Chhetri R, Wee A, Sinha R, Kutyna MM, Gupta S, Nath L, et al. Red Cell

Alloimmunisation Is Associated with Increased Red Cell Transfusion Re-

20.

21.

22.

23.

2.

25.

quirements in Myelodysplastic Syndrome. Blood. 2018;132(Supplement
1):1826.

. Cohen D, Hartung H, Evans P, Friedman DF, Chou ST. Red blood cell alloimmu-

nization in fransfused patients with bone marrow failure syndromes. Transfu-
sion. 2016;56(6):1314-9.

. Rosse WF, Gallagher D, Kinney TR, Castro O, Dosik H, Moohr J, et al. The Co-

operative Study of Sickle Cell Disease Transfusion and alloimmunization in
sickle cell disease. Blood. 1990;76(7):1431-7.

. Chou ST, Alsawas M, Fasano RM, Field JJ, Hendrickson JE, Howard J, et al.

American Sociefy of Hematology 2020 guidelines for sickle cell disease:
transfusion support. Blood Adv. 2020;4(2):327-55.

Crighton GL, Estcourt LJ, Wood EM, Trivella M, Doree C, Stanworth S. A ther-
apeutic-only versus prophylactic platelet transfusion strategy for preventing
bleeding in patients with haematological disorders after myelosuppressive
chemotherapy or stem cell fransplantation. Cochrane Database Syst Rev.
2015;9(9):CD010981.

Malouf R, Ashraf A, Hadjinicolaou AV, Doree C, Hopewell S, Estcourt LJ. Com-
parison of a therapeutic-only versus prophylactic platelet transfusion policy
for people with congenital or acquired bone marrow failure disorders. Co-
chrane Database Syst Rev. 2018;5(5):CD012342.

Estcourt LJ, Stanworth SJ, Doree C, Hopewell S, Trivella M, Murphy MF. Com-
parison of different platelet count thresholds fo guide administration of
prophylactic platelet transfusion for preventing bleeding in people with hae-
matological disorders after myelosuppressive chemotherapy or stem cell
transplantation. Cochrane Database Syst Rev. 2015;11(11):CD010983.
Estcourt LJ, Stanworth S, Doree G, Trivella M, Hopewell S, Blanco P, Murphy
MF. Different doses of prophylactic platelet fransfusion for preventing bleed-
ing in people with haematological disorders after myelosuppressive chemo-
therapy or stem cell fransplantation. Cochrane Database Syst Rev. 2015 Oct
27;10(10):CD010984.

Estcourt LJ, Birchall J, Allard S, Bassey SJ, Hersey P, Kerr JP, et al. Guidelines
for the use of platelet fransfusions. Br J Haematol. 2017 Feb;176(3):365-94.
Green L, Bolton-Maggs P, Beattie C, Cardigan R, Kallis Y, Stanworth SJ, ef al. Brit-
ish Society of Haematology Guidelines on the spectrum of fresh frozen plasma
and cryoprecipitate products: their handling and use in various patient groups
in the absence of major bleeding. Br J Haematol. 2018 Apr;181(1):54-67.



LXII Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Hematologia y Hemoterapia / Ponencias

Uso 6ptimo de los hemoderivados plasmaticos

Cristina Arbona Castafo
Centro de Transfusion de la Comunidad Valenciana

> Introduccion

Los derivados plasmdticos son productos medicinales
procedentes del fraccionamiento industrial del plas-
ma humano que ha sido separado desde la sangre
total o directamente mediante aféresis.

En Espana apenas cubrimos la mitad del consumo
de inmunoglobulinas intfravenosas (Ig i.v.) y menos de
las dos terceras partes de la albUmina con el plasma
procedente de la donacidén de sangre total y afére-
sis, el resto es importado, fundamentalmente desde
los EE. UU. Dicho plasma importado, aunque cumple
las mismas especificaciones de seguridad, procede
de donantes remunerados. Este claro déficit de abas-
fecimiento nos coloca claramente en una situacién
precaria y nos deja expuestos a un déficit de suminis-
fro ante posibles situaciones: incremento del consumo
mundial, politicas comerciales de los paises producto-
res o de las grandes empresas fraccionadoras o pan-
demias o epidemias que afecten a los donantes. Por
esto, se ha llegado a considerar el plasma como un
recurso estratégico y, como fal, es necesario que cada
pais establezca los programas necesarios para llegar
a la autosuficiencia.

Existen varias vias para poder paliar esta situacion,
la primera definir un plan nacional o local de obten-
cién de plasma que incremente de forma significa-
fiva los litros de plasma obtenidos y posteriormente
fraccionados. Este incremento en la obfencién de
plasma debe basarse en la donacién de aféresis:
la donacién de sangre total en los Gltimos anos ha
disminuido como consecuencia de la aplicacién de
politicas de uso 6ptimo y patient blood management
(PBM), por lo que el plasma de recuperacion ha lle-
gado al Iimite. Pero, aungue esto se ponga en mar-
cha, es necesario fambién definir cudl es la demanda
real de cada proteina para poder asegurar la cober-
fura adecuada.

Durante los anos setenta, la definicion de autosu-
ficiencia en derivados plasmaticos se basaba en el
consumo de albdmina; con la estabilizacién de su
consumo en los ochenta, fue sustituida por el fac-
for VIIi. La epidemia de sida, que afecté de manera
significativa a la poblacidn con hemofilia, y el deso-
rrollo posterior del factor recombinante modificaron la
definicién a las Ig. Actualmente, fodos los consumos
estén cambiando. Es necesario definir cudles son las
indicaciones con suficiente evidencia cientifica de efi-
cacia terapéutica con cada uno de estos 3 hemode-
rivados, los posibles sustitutos beneficiosos para cada
una esas patologias y precisar cudl es su posible pro-
yeccién de consumo futuro para poder establecer es-
frategias que sean viables econdmicamente, optimi-
zandose los recursos y manteniendo las condiciones
mas seguras de donacién que procloma la Organiza-
cidén Mundial de la Salud (OMS), mediante la dona-
cién voluntaria y no remunerada. Dada su disponibili-
dad limitada, a la que debemos anadir su alto coste,
se hace esencial especificar recomendaciones para
su uso apropiado, bien como productos de primera
eleccién, cuando asi se indique, o como alternativa a
otras estrategias terapéuticas, para poder asegurar la
cobertura adecuada. A continuacion, repasamos los
3 principales derivados plasmaticos.

> Inmunoglobulinas inespecificas o polivalentes

Constituyen hoy en dia la mayor demanda vy, por lo
tanto, la que marca el grado de autosuficiencia. Los
datos disponibles hasta ahora demuestran que la de-
manda de Ig seguird aumentando como consecuen-
cia de su utilizacién para nuevas indicaciones, pero
también por los mercados emergentes.

Los datos publicados por el National Health Service
(NHS) britGnico destacan un incremento de consumo
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anual del 10%, similar a otros paises de la Unién Euro-
pea (UE), y que las indicaciones neuroldgicas lideran
actualmente el consumo de Ig i.v. en un 45%, segui-
das de las inmunodeficiencias tanto primarias, con un
35%, como secundarias de origen oncohematolégico,
con un 9% de consumo global.

En relacidén con las indicaciones, se reconocen
2 grandes grupos: las inmunodeficiencias humanas
primarias (PID) o secundarias, y las indicaciones en
el enforno inmunomodulador, basadas en sus princi-
pios efectores: capacidad para combatir infecciones,
efecto antiinflamatorio y modulador de la respuesta
inmune. Para las primeras y de forma global, el mayor
conocimiento fisiopatoldégico y el desarrollo de méto-
dos diagndsticos mds precisos han incrementado el
ndmero de pacientes que se pueden beneficiar de su
uso; en estos, las Ig administradas actdan con efecto
de reposicidn y con indicaciéon prioritaria de profilaxis.
Para las segundas, podemos encontrar patologias en
las que las Ig tienen indicaciones aprobadas con un
nivel elevado de evidencia sobre su efecto positivo en
la enfermedad, en algunas pocas para las que no
existe alternativa de fratamiento, aungue en la mayo-
ria su uso se considera como de segunda opcién fe-
rapéutica. Es necesario establecer por ello prioridades
de uso en caso de déficit de este hemoderivado: las
condiciones que requieren prioridad absoluta inclu-
yen la inmunodeficiencia primaria de origen humo-
ral (PID), la enfermedad de Kawasaki, el sindrome de
Guillain-Barré y la polineuropatia desmielinizante infla-
matoria crénica (CIDP), la pUrpura trombocitopénica
inmune (PTI) infantil y ofras enfermedades que ponen
en peligro la vida y que otros medicamentos no pue-
den mejorar.

Existe también un grupo de enfermedades en las
qgue su utilizacién estd fuera de indicacién o no se ha
demostrado todavia evidencia, fanto dentro del entor-
no inmunomodulador como en la reposicién en las
inmunodeficiencias secundarias. Este grupo es en el
que, de forma mucho mas evidente, se ha disparado
su utilizacién. Actualmente, es dificil estimar en cuén-
tas de estas condiciones los ensayos con Ig realmente
llegardn a buen término (dermatomiositis, aborto es-
ponténeo recurrente, mielopatia asociada al virus de
la inmunodeficiencia humana -VIH-, efc.), ya que el
mecanismo subyacente de accién de la Ig en cual-
quier trastorno inmunomodulador fodavia es poco
conocido y no hay que olvidar que la eficacia y fam-
bién los efectos secundarios de las Ig pueden diferir

de un producto a otro e incluso de un lofe a otro.

No solo es importante definir las indicaciones y es-
tablecer prioridades de uso de las Ig, sobre todo en
tiempos de déficit del producto, fambién se hace ne-
cesaria una revision periédica de las mismas, ya que la
evidencia clinica de la eficacia o la prioridad cambia
con el tiempo para muchas de ellas. Otro dato a tener
en cuenta es que es importante establecer las dosis
6ptimas de tratamiento para cada una de las indica-
ciones y, yendo mas lejos, establecer la “dosis clinica-
mente efectiva” para cada paciente, que sobre fodo
en las inmunodeficiencias primarias debe ajustarse a
la eficacia efectiva. Se estima que cerca de un 50% de
estos pacientes no esté correctamente tratado.

> Albumina

La albdmina humana es la proteina més abundante
en el plasma y, aunque multifuncional, destacan 2 fun-
ciones principales: reguladora del volumen plasmati-
co y del balance con los fluidos tisulares mediante su
efecto oncdtico, es decir, es el expansor fisiolégico del
plasma, y ademds es una molécula transportadora
(iones, acidos grasos, bilirrubina, hormonas y muchos
fdrmacos). De estas funciones se derivan sus principo-
les aplicaciones clinicas:

+ Hipovolemia: en ciertas condiciones agudas
(shock hipovolémico, cirugia mayor, cirugia cardiaca,
guemaduras graves, efc.) en las que se hace necesa-
rio expandir el volumen y mantener la circulacién, la
administraciéon de albdmina es indicacién secundo-
ria cuando ha fallado el tratamiento primario (solucio-
nes cristaloides/coloides) o existe confraindicacion
para su uso. Revisaremos las evidencias actuales en
cada una de estas circunstancias. Una indicacién clo-
ramente establecida es como liquido de sustitucion
en los recambios plasmaticos de mds de 20 mL/kg.

+ Hipoalbuminemia cronica. Existe una gran contro-
versia en el uso de albdmina en la cirrosis hepdtica
grave, aungue cierto grado de evidencia permite su
uso en 3 condiciones: paracentesis de gran volumen
como prevencién de los trastornos hemodindmicos
posparacentesis, el sindrome hepatorrenal y la peri-
fonitis esponténea. Otras 2 circunstancias cronicas, el
sindrome nefrético con edema pulmonar y fallo renal
y la malnutricién grave con diarrea que no responde
al tratamiento, son subsidiarias de tratamiento con al-
bdmina.




LXII Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Hematologia y Hemoterapia / Ponencias

Al igual que las Ig, el consumo de albdmina se ha
incrementado a un ritmo del 10% anual. Las razones
fundamentales son también similares, la aparicién de
nuevas indicaciones terapéuticas sin el soporte de evi-
dencia cientifica de calidad e, incluso, el uso en apli-
caciones no médicas.

) Factores de la coagulacion (FVIIl y FIX)

Los factores de la coagulacién tienen un papel claro
en el tfratamiento de los pacientes con hemofilia Ay B,
y en ciertos casos de la enfermedad de von Willebrand.
Sin embargo, el frafamiento de la hemofilia estd en
continuo cambio en los Ultimos afos. La apariciéon de
nuevas opciones terapéuticas (factores con vida media
alargada, terapias con nanofactores e incluso la ferapia
génica) puede revolucionar el tratamiento de esta en-
fermedad. Sin embargo, hay que recordar que, segun
la Federacion Mundial de Hemofilia, de los 400.000 he-
mofilicos que se estima existen en el mundo (3.000 en
Espana), no mds de una cuarta parte estdn correcta-
mente tratados y ello es debido fundamentalmente all
elevado coste del tratamiento y/o la disponibilidad del
mismo, hablando del fratamiento bdsico con factores
de la coagulacién bien recombinantes o plasmdaticos.

) Conclusiones

Actualmente, todos los consumos estéin cambiando.
Es necesario definir cudles son las indicaciones ac-

tuales de tratamiento con estos 3 hemoderivados, sus
posibles sustitutos para cada una de las patologias y
definir cudl es su posible proyeccién de consumo futu-
ro para poder establecer estrategias que sean viables
econdmicamente, optimizaindose los recursos y man-
feniendo las condiciones mds seguras de donacion
que proclama la OMS mediante la donacién volunta-
ria y no remunerada.
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Mujer de 59 anos con retinosis pigmentaria y pancitopenia.

Un diagndéstico no muy acertado...

Sandra Castano-Diez', Carmen Martinez Muioz', Ana Matas?,
José Milisenda?, Monica Lépez-Guerra3, Maria Rozman?

" Servicio de Hematologia y Hemoterapia. Hospital Clinic de Barcelona;
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> Motivo de consulta

Presentamos el caso de una mujer de mediona edad
diagnosticada de sindrome mielodisplasico (SMD) y
remitida para frasplante alogénico de progenitores
hematopoyéticos.

) Historia clinica

Se frata de una mujer de 59 anos de edad, natural de
Barcelona, residente en Santo Domingo. Como ante-
cedentes patoldgicos referia haber sido diagnostica-
da a los 15 anos de retinosis pigmentaria, por cuya
causa presentaba un déficit visual que le condiciona-
ba una dependencia parcial. Asimismo, padecia una
anemia megalobldstica crénica por supuesto déficit
de vitamina B,,, para la cual recibia suplementos se-
manales de esta vitamina por via oral, con aparente
buen control.

La enfermedad actual se inicia un ano antfes, cuan-
do alos 58 afos sufridé un cuadro de dengue hemorré-
gico en Santo Domingo, durante el cual presentd una
pancitopenia severa que se mantuvo una vez supera-
do el episodio agudo. En aquel momento se practicd
un aspirado de médula ésea que se informaba como
hipercelular, con eritroblastos megalobldsticos, serie
granulopoyética desviada a la izquierda, con me-
galoblastosis, gigantismo y algunos elementos hipo-
granulados, y serie megacariocitica muy disminuida
con megacariocitos de famano pequeno, de ndcleo
hipo/monolobulado o con nlcleos desconectados; el
recuento de blastos era del 5%.También se le practicd
una biopsia de médula 6sea en la que se describia
una reduccidn relativa de las series roja y megaca-
riocitica, la presencia de una poblacién bldstica mie-

loide morfolégicamente superior al 10% y no se evi-
denciaba mielofibrosis. A la luz de estos resultados fue
diagnosticada de un SMD con exceso de blastos de
fipo 1. Con este diagnéstico recibid tratamiento con
eritfropoyetina y andlogos de la tfrombopoyetina, fac-
for estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) y
danazol, sin obtener respuesta y presentando un esta-
do de dependencia transfusional semanal tanto de
hematies como de plaguetas. Por ello, fue derivada a
Espafa para la realizacién de un trasplante alogénico
de progenitores hematopoyéticos.

> Exploracion fisica

En la consulta pretrasplante destacaba una impor-
tante fragilidad general, una severa limitaciéon visual y
una aparente mayor edad que la que corresponderia
a la cronoldgica. El resto de la exploracion fisica no
mostrd alteraciones significativas.

> Pruebas complementarias

El hemograma constatd una pancitopenia con he-
moglobina (Hb) de 94 g/L, un volumen corpuscu-
lar medio (VCM) de 92,6 fL, cifras de leucocitos de
1,3 x 10°/L (neutréfilos 37%, linfocitos 62%, monocitos
0%, eosindfilos 1%, basdfilos 0%) y de plaquetas de
34 x 10°/L. La bioguimica, incluyendo el perfil renal y
el hepdtico, fue normal; la cifra de LDH era de 184 U/L
(N < 234), la vitamina B, de 627 pg/mL (N > 300),
el acido félico de 24 ng/mL (N > 5) y la ferritina de
1.715 ng/mL (N 15-200).

Durante el periodo en el que se efectuaban las
pruebas pretrasplante se decidid administrar trata-
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Figura 1. Frotis de sangre periférica (May-Grinwald-Giemsa
x 1.000). A: macrocitos, megalocitos y algdn ovalocito. B: neutrofi-
lo hipersegmentado.

miento hipometilante con azacitidina, del cual reci-
bid 4 ciclos sin objetivarse mejoria. Al finalizar dicha
ferapia, se constataba una pancitopenia grave en
el hemograma, con una Hb de 83 g/L, un VCM de
98,6 fL, una cifra de leucocitos de 1,76 x 10°/L (neu-
tréfilos 21%, linfocitos 66%, monocitos 11%, eosindfi-
los 1%, baséfilos 1%) y un recuento de plaquetas de
32 x 10%/L.

Ante estos hallazgos, se realizd un aspirado de mé-
dula ésea (Figuras 1y 2) que dio lugar a los siguien-
tes hallozgos: la celularidad estaba aumentada, con
disminucién de la grasa y presencia de las 3 series
hematopoyéticas. La serie roja constituia el 34% del
fotal celular y presentaba disminucion de las formas
ma&s maduras, asi como una marcada megaloblasto-
sis, con abundantes elementos gigantes, eritroblastos
con cromatinas nucleares perladas y severo asincro-
nismo madurativo ndcleo-citoplasmdatico. Los mega-
cariocitos eran abundantes y algunos fenian el nG-
cleo hipersegmentado, si bien se observaba un 20%
de elementos de famano pequeno. La serie blanca
representaba el 50% de la celularidad y morfolégica-
mente mostraba macrocitosis con bandas y meta-
mielocitos gigantes e hipogranulados. El recuento de
blastos fue del 4%.

En el estudio citoquimico mediante la tincién de
Perls (Figura 3) se constaté un aumento de los depdsi-
fos macrofégicos de hierro medular y un recuento de
sideroblastos de 84%, sin observarse sideroblastos en
anillo. El score de Ogata para el despistaje fenotipico
de SMD por citometria de flujo fue de 2 puntos. El estu-
dio citogenético de médula dsea mostrd un cariotipo
normal (46,XX[20]). Se practicé también un estudio
de secuenciacidn masiva mediante next generation
sequencing (NGS) (panel mieloide, Oncomine® My-
eloid Research Assay) objetivndose una mutacion
de DNMT3A (C.2391C>A p.Asn797Lys) con una fre-
cuencia alélica del 5,5%.

Figura 2. Aspirado de médula 6sea (May-Grinwald-Giemsa).
A: hipercelular; B-K: marcada megaloblastosis en serie roja y gra-
nulocitica, figuras de mitosis (flecha), bandas/metamielocitos gi-
gantes degranulados (flecha discontinua); D: megacariocito de
talla grande e hiperlobulado.
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Figura 3. Tincion de Perls con aumento del hierro macrofdagico y
abundantes sideroblastos.

Anfe unos hallazgos morfoldégicos tan llamativos,
caracteristicos de una anemia megalobldstica, y en
ausencia de datos patognomdnicos de SMD, se re-
planted el diagnodstico. En resumen, se frataba de una
paciente con retinosis pigmentaria desde la infancia,
aparente déficit cronico de vitamina B,, y marcada
megaloblastosis medular. Como alternativa diagnds-
fica, se planted entonces la posibilidad de un cuadro
sindrébmico congénifo de origen metabdlico. Para su
confirmacidn, se realizdé un estudio analitico especi-
fico, que mostrd una homocisteina basal en plasma
elevada de 33 pmol/L (N < 15), asi como una eleva-
cién de acido metilmaldnico en la orina de 18 mmol/
mol (N < 8). Estos hallazgos eran compatibles con una
alteracion del metabolismo de la vitamina B,,. Se pro-
cedid enfonces a un andlisis genético dirigido (Nexte-
ra® DNA Exome Kit, lllumina), que confirmé la presen-
cia de una mutacion en el gen TCN2 (c.[871C>T]) de
la transcobalamina.

A la luz de estos resultados, se reinferrogd a la fami-
lia de forma dirigida. Los familiares de primera linea
se mostraron reacios a facilitar informacion, pues al
parecer consideraban un descrédito una enferme-
dad congénita. Finalmente, un sobrino confirmd que
la paciente tenia antecedentes de consanguinidad
entfre sus progenitores (padre y madre eran primos
de quinfa generacién) y que tuvo una hermana que
fallecié a los 3 meses de vida a causa de las compli-
caciones derivadas del fratamiento de una supuesta
leucemia. Ademds, este pariente, residente en Santo
Domingo, nos facilitd 2 trabajos cientificos publicados
en 197702, que describion a nuestra enferma y don-
de constaba que habia sido contfrolada en nuestro
centfro durante su infancia y adolescencia. En estas
publicaciones se referia que la enferma presentaba
crisis megaloblasticas desde los 11 meses de edad,
desencadenadas en diversas situaciones (infeccio-
nes, menarquia...) y que eran tratadas mediante

complejos multivitaminicos con resolucién posterior.
Por tanto, interpretamos que la infeccién por dengue
podria haber sido el desencadenante de una nueva
crisis megalobldstica. Estos datos nos permitieron ce-
rrar el circulo completo de la integracién diagndstica.

> Diagnéstico

Anemia megalobldéstica por acidemia metiimalénica
y homocistinuria por alteraciéon del metabolismo de la
franscobalamina con mutacion del gen TCN2.

> Tratamiento y evolucion

En cuanto se confirmé el diagndstico de anemia me-
galobléastica por acidemia metilmalénica y homocis-
finuria, y a la espera de los resultados de los estudios
genéticos, se inicid tratamiento con hidroxicobalami-
na intramuscular a dosis de 1 mg al dia. Se asistid
a una resolucién progresiva de la pancitopenia que
permitié poder espaciar la terapia a cada 3 sema-
nas.

> Discusion

El déficit de vitamina B,, es facilmente tratable, pero
frecuentemente poco reconocido. Sus sinfomas clini-
cos pueden ser sutiles y analiticamente puede cursar
con anomalias hematolégicas variables, desde un
aumento aislado en el volumen corpuscular medio
de los hematies en pacientes asintomdticos, pasan-
do por una anemia megalobldstica en casos mds
floridos o, en el caso mds extremo, producir panci-
fopenia o anemia hemolitica. Los hallazgos morfold-
gicos caracteristicos en el frotis de sangre periférica
incluyen macrocitosis de la serie roja, neutréfilos gi-
gantes con el ndcleo hipersegmentado (pleocarioci-
fos) y plaguetas gigantes. La médula 6sea suele ser
hipercelular, con aumento de la serie roja y marcada
diseritropoyesis, consistente fundamentalmente en
megaloblastosis (asincronismo madurativo ndcleo-
citoplasmdatico de los eritroblastos, con los nGcleos
inmaduros y citoplasma bien hemoglobinizado).Todo
ello se acompana de anomalias en la serie granu-
locitica, como metamielocitos y bandas gigantes y
desgranulados, y en la megacariocitica, con elemen-
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tos de talla grande y ndcleo hiperlobulado®®. Estos
hallazgos pueden dar lugar a un diagnéstico errdneo
de sindrome mielodispldsico o, incluso, de leucemia
aguda (por el incremento en los proeritroblastos)®.
Esta circunstancia habia ocurrido probablemente
con la hermana de nuestra paciente, que habia sido
errdneamente diagnosticada de leucemia aguda y
fratada como tald-2,

En aquellos casos en que el paciente presenta una
historia clinica compatible y unos niveles de vitamina
B,, inferiores a 200 pg/mL no es necesario ningdn es-
tudio adicional para el diagnéstico de anemia me-
galobldastica por déficit de B,,. Sin embargo, en los
pacientes con niveles de esta vitamina de entfre 200 y
300 pg/mL, es necesario analizar el dcido metiimalé-
nico y/o la homocisteina en suero para descartar un
trastorno congénito de la metilacion de la cobalami-
na (cbl) como el que presentaba nuestra enferma. La
biopsia de la médula ésea no es necesaria para el
diagnéstico, si bien en muchos pacientes se practica
en el confexto del estudio de una pancitopenia seve-
ra®, El diagndstico diferencial de una anemia mega-
loblastica por déficit de vitamina B,, debe incluir no
solo ofras formas de anemia de origen carencial, sino
también alteraciones constitucionales en las vias de
metabolizacién de esta vitamina.

La anemia megalobléstica por acidemia metilmao-
I6bnica con homocistinuria forma parte de un gru-
po de entidades hereditarias infrecuentes®. Hasta
el momento, la patogenia de esta enfermedad no
es conocida con certeza, pero existen multiples hi-
pobtesis. Estas apuntan al dafo en la capacidad
de metilacién celular, la toxicidad por metabolitos
acumulados, la existencia de estrés oxidativo y la
posible alteracién de las funciones proteicas no en-
zimdaticas. Existen determinados trastornos genéticos
en la via de transporte y procesamiento infracelular
de cbl que causan un déficit en la sintesis no solo
de metilcobalamina, sino fambién de adenosilco-
balamina, el cofactor de metilmalonil-CoA mutasa,
siendo las mds conocidas las que afectan a los ge-
nes MMACHC, MMADHC, LMBRD1, ABCD4, HCFC1 vy
TCN2. Las mutaciones en estos genes representan los
diferentes tipos de trastorno, que se conocen como
cblC, cblID, cblF, cbld y cblX, respectivamente®. La
mds frecuente y grave de ellas es la alteracién en el
gen MMACHC, localizado en el cromosoma 1p34.12.
Las mutaciones en el gen de la transcobalamina
(TCN2) son mads raras y conducen a una entidad de

herencia autosdémica recesiva®. La franscobalami-
na es una proteina transportadora de la vitamina B, ,
que facilita su endocitosis a la célula, permitiendo
gue actle como cofactor de diversas reacciones ce-
lulares (transformacién de homocisteina en metioni-
na y de metilmaldnico en succinil-colina).

La presentaciéon clinica de este tipo de enferme-
dades es muy variable, siendo sus principales mani-
festaciones clinicas de 2 tipos, fundamentalmente:
afectacion del sistema nervioso tanto central como
periférico, en forma de encefalopatia aguda severa
y/o déficit visual®?; y trastorno de la médula 6sea
en forma de anemia megalobldastica. El diagndstico
diferencial debe establecerse con cualquier causa
que disminuya la disponibilidad de los factores ma-
durativos como la vitamina la B,, (déficit nutricional
como en las dietas veganas, malabsorcion intestinal,
alferacion en el metabolismo infracelular) y el &ci-
do félico (déficit en la dieta, absorcion inadecuada,
fdrmacos), y que curse con clinica hematolégica y
neuroldgica (déficit severo de hierro, enfermedad in-
fecciosa, leucemia, sindrome mieloproliferativo, SMD).
La confirmacién del diagndstico requiere un estudio
bioguimico que muestre elevacion de la homocistei-
na plasmdtica (por encima de 15 ymol/L) y del dcido
metilmaldnico en la orina. El hallazgo de una de las
multiples alteraciones genéticas caracteristicas es de
gran utilidad para confirmar el diagnoéstico etiolégico.
Una vez establecida la sospecha diagndstica, debe
iniciarse de manera inmediata el tratamiento con hi-
droxicobalamina parenteral, ya que se consigue asi
una répida resolucion de la clinica hematoldgica (no
de la neurologica).

La paciente discutida en este caso fue derivada
a nuestro centro con el diagnéstico de un SMD. Sin
embargo, la citologia medular tan caracteristica de
anemia megalobléstica nos llevd a plantear una al-
ternativa diagndstica. En cuanto a la demostracion
de clonalidad en la hematopoyesis, el cariotipo re-
sulté normal vy, si bien la mutacién de DNMT3A po-
dia favorecer el diagndstico de SMD, su baja carga
alélica sugeria un bajo potencial patogénico. La
historia clinica con retinosis pigmentaria desde la
infancia y anemia megalobldstica de larga evolu-
cién, junto a unos niveles de vitamina B,, norma-
les, sugerian un cuadro sindrémico constitucional,
pudiéndose demostrar finalmente una alteracion
del metabolismo de la cbl (mutacién del gen de la
franscobalamina 2).
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) Para recordar

« La citologia medular y la historia clinica son los pi-
lares fundamentales en que debe basarse el aborda-
je diagndstico de una pancitopenia.

+ Displasia morfoldgica no es sindnimo de SMD.

+ Lo anemia megalobléstica presenta unas altero-
ciones morfolégicas caracteristicas y puede ser de
etiologia adquirida o constitucional.

« La mutacién del gen de la transcobalamina 2
(TCN2) provoca un trastorno hereditario infrecuente
que forma parte de las alteraciones congénitas del
metabolismo de la cbl que dan lugar a anemia me-
galoblastica por acidemia metilmalénica y homocis-
finuria.
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> Motivo de consulta

Se frata de un varén de 66 anos que acude a urgencias
por presentar disestesias mentonianas, fiebre de predo-
minio vespertino, dolor en el hipocondrio izquierdo y su-
doracién nocturna de una semana de evolucion.

> Antecedentes

Tres anos y medio antes del cuadro actual, el paciente
habia sido remitido a las consultas de hematologia
por anemia de 106 g/L y componente monoclonal
IgM kappa de 32 g/L detectados en una analitica rea-
lizada para el estudio de un cuadro de cefalea y acro-
cianosis. Dos semanas antes habia presentado una
infeccién diseminada por virus herpes varicela-zéster.
La exploracion fisica era normal. El hemograma mostrd
anemia normocitica normocrémica y la bioguimica
resultdé normal. La cuantificacion de IgM fue de 43 g/L,
con IgG e IgA normales. En la inmunofijaciéon urinaria
se detectd la presencia de cadenas ligeras kappa. El
estudio de crioaglutininas y crioglobulinas fue nega-
fivo. La morfologia de sangre periférica (SP) mostrd la
presencia de un 55% de linfocitos atipicos de aspecto
maduro, tamanio heterogéneo, cromatina condensa-
da, la mayoria con citoplasma moderadamente am-
plio, basdfilo y algdn linfoplasmocito (Figura 1). Se rea-
lizd un aspirado de médula 6sea (MO) que mostrd la
presencia de un 39% de linfocitos (con dreas de hasta
el 85%) de pequefo y mediano famanfo, ndcleo regu-
lar y escaso citoplasma en la mayoria de los elemen-
fos, algun linfoplasmocito y un 5% de células plasma-
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Figura 1. Morfologia de sangre periférica. May-Griinwald Giemsa.
Se observan linfocitos atipicos de aspecto maduro, tamafio hetero-
géneo, cromatina condensada, la mayoria con citoplasma mode-
radamente amplio, baséfilo y algdn linfoplasmocito.

ticas, asi como abundantes mastocitos de morfologia
normal en las zonas de grumo (Figura 2).

El estudio inmunofenotipico de MO puso de mani-
fiesto la presencia de linfocitos B de fenotipo anéma-
lo (CD19+, CD22+, CD7%9b++, CD20++, FMC7-, CD5-,
CD10-, CD23-, CD43-, CD11c-, CD25+) y expresion
monotipica débil de cadena ligera de superficie ka-
ppa (20% de la celularidad medular) (Figura 3) junto
con una poblacién de células plasmdaticas (1% de la
tfotalidad celular) de fenotipo diferente al observado
habitualmente en el mieloma mdltiple, con positividad
parcial de CD20 y expresion monotipica de cadenas
ligeras kappa intracitoplasmdaticas (Figura 4). En el in-
munofenotipo de SP se observé una poblacion linfoi-
de B con las mismas caracteristicas observadas en la
MO (30% de los leucocitos) y una segunda poblacion,
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Figura 2. Aspirado de médula 6sea. May-Grinwald Giemsa. Infil-
tracion medular por un 39% de linfocitos (con dreas de hasta el
85%) de pequeno y mediano tamano, ndcleo regular y escaso
citoplasma en la mayorfa de los elementos. Algdn linfoplasmocito
y un 5% de células plasmdticas. Abundantes mastocitos de morfo-
logia normal en las zonas de grumo.

minoritaria (10% de los leucocitos), de mayor tamano,
expresion mds intensa de CD19, CD20 y cadenas lige-
ras kappa, y positividad de FMC7 y CD11c (Figura 5).

El cariotipo tras cultivo de 72 horas en SP mostrd pér-
dida del cromosoma Y en 15 metafases. El estudio mo-
lecular realizado en SP (reordenamientos completos
e incompletos de IgH) resultd clonal y sugirid la exis-
tencia de mds de una poblacién linfoide B sin poder
descartar que se tratara de una Unica poblacién con
reordenamiento bialélico (Figura 6).

Se detectd la mutacion p.L265P de MYD88 mediante
RT-gPCR y mediante reaccién en cadena de la poli-
merasa (PCR) digital se cuantificd la carga alélica de
dicha mutacién que resultd del 24,72% (Figura 7). La
biopsia de MO fue compatible con infiltracién nodular
e intersticial por linfoma linfoplasmocitoide.

El paciente fue diagnosticado de una macroglo-
bulinemia de Waldenstrom (MW) sinfomdatica (ane-
mia e hiperviscosidad). La tomografia computarizada
(TC) mostrd una esplenomegalia de 14 cm y 2 ade-
nopatias retroperitoneales en el limite superior de la
normalidad, inespecificas, asi como signos de afec-
taciéon por linfoma a nivel perirrenal/periureteral pro-
ximal. Se efectuaron plasmaféresis con descenso de
la IgM sérica a 22 g/L y desaparicién de la cefalea,
y se inicid fratamiento con rituximalb, ciclofosfamida
y dexametasona (56 ciclos), y rituximab y bendamus-
tina (3 ciclos), alcanzando una respuesta parcial con
disminucién del componente monoclonal en > 50%
(12 g/L) y persistencia de infilfracién linfoplasmocitica
en la biopsia de MO. Posteriormente, el paciente se

Figura 3. Estudio inmunofenoftipico por citometria de flujo de mé-
dula 6sea. Presencia de un 20% de linfocitos B de fenotipo and-
malo: CD19+, CD22+, CD79b++, CD20++, FMC7-, CD5-, CD10-,
CD23-,CD43-,CD11¢c-, CD25+, kappa+.

Figura 4. Estudio inmunofenofipico por citometria de flujo de mé-
dula 6sea. Presencia de un 1% de células plasmadticas de fenotipo
diferente al observado habitualmente en el mieloma maltiple, con
positividad parcial de CD20, kappa+.

Figura 5. Estudio inmunofenotipico por citometria de flujo de sangre
periférica. Presencia de un 30% linfocitos B con las mismas carac-
terfsticas observadas en la médula 6sea (verde). Presencia de una
segunda poblacion constituida por un 10% de linfocitos B de mayor
tamarnio y fenotipo CD20++, FMC7++, CD11c+, kappa++ (naranja).

mantuvo libre de progresion con estudio molecular en
SP (reordenamiento completo e incompleto de IgH y
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determinacion de MYD88 por RT-gPCR) repetidamente
negativo. En diversos controles analiticos, se observd
persistencia del componente monoclonal sérico IgM
kappa (con valores que oscilaron entre 7 y 12 g/L) sin
evidencia de componente monoclonal en la orina.

) Enfermedad actual

El paciente acudié por disestesias mentonianas, do-
lor en el hipocondrio izquierdo, fiebre de predominio
vespertino y sudoracién nocturna de una semana de
evolucion. En la exploracion fisica, destacaba la pre-
sencia de adenopatias cervicales y axilares izquierdas
de 2 cm, junto con leve esplenomegalia (2 cm por
debajo del reborde costal).

> Exploraciones complementarias

En la analitica realizada a su ingreso, destacaba una
anemia normocitica normocrémica (hemoglobina:
85 g/L) y un importante aumento de la LDH (901 UI/L).
El componente monoclonal sérico fue el minimo
defectado hasta el momento en la evolucion de la
enfermedad (IgM kappa de 3,2 g/L). La morfologia
de SP mostrd un 4% de células de aspecto linfoide,
tamafno grande, cromatina en ocasiones poco con-
densada, algunas con uno o varios nucleolos visibles
y citoplasma amplio y baséfilo (Figura 8). En el estudio
inmunofenotipico de SP se identificé una poblacion
linfoide B clonal (1,5% de los leucocitos) de tamano
grande y fenotipo andmalo diferente a las observadas
al diagndstico de la MW (CD45+++, CD19+, CD79b++,
CD20++, CD22+, FMC7+/++, CD5+, CD10-, BCL-2+++,
CDT11c-, CD25-/+, CD38+, lambda+), sin ninguna evi-
dencia de las poblaciones B kappa andmalas obser-
vadas previamente (Figura 9). En el estudio molecular
en SP se observd clonalidad de IgH, con un tamano
de los amplicones no coincidente con los observados
en la muestra de SP del diagnéstico, y presencia de
la mutacién p.L265P de MYD88 con una carga aléli-
ca del 11,6%. El estudio del liquido cefalorraquideo no
mostré evidencia morfoldgica ni inmunofenotipica de
infiltracién del sistema nervioso central.

Se realizd una tomografia por emisién de positrones
(PET)-TC en la que destacaba una voluminosa esple-
nomegalia intensamente hipermetabdlica (maximum
standardized uptake value -SUVmax- de 9,7 g/mL),

E’#?

Figura 6. Estudio del reordenamiento de IgH realizado en sangre
periférica. Resultado clonal que sugiere la existencia de mds de
una poblacién linfoide B sin poder descartar que se trate de una
Gnica poblacién con reordenamiento bialélico.
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Figura 7. Cuantificacion de la carga alélica de la mutacion
p.L265P de MYD88 en sangre periférica mediante reaccion en co-
dena de la polimerasa (PCR) digital. Se obtuvo una carga alélica
al diagndstico del 24,72%.

con distribucién marcadamente heterogénea de la
fluorodesoxiglucosa (FDG) y presencia de algunas
dreas hipodensas sugestivas de infartos esplénicos,
2 lesiones sacras, una derecha (SUVmaox de 7,7 g/
mL) y una izquierda (SUVmax de 4,8 g/mL), asi como
afectaciéon amigdalar izquierda (SUVmMax de 9 g/mL)
y ganglionar supra- e infradiafragmatica (SUVmax de
4,6 g/mL) (Figura 10).

La biopsia de una de las lesiones dseas sacras
hipermetabdlicas mostré la presencia de células
grandes, atipicas, de nlcleo vesiculado, alguna con
nucleolos, asi como figuras de mitosis y apoptosis. El
estudio inmunohistoquimico mostrd que la poblacién
neopldsica expresaba marcadores de linea B, CD5,
BCL6 y MYC; por el contrario, no se observd expresion
de CD10 ni LMO2. El indice proliferativo, valorado con
Ki-67, fue superior al 95%. No se observaron dreas de
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Figura 8. Morfologia de sangre periférica. May-Griinwald Giemsa.
Presencia de un 4% de células de aspecto linfoide, tamano gran-
de, cromatina en ocasiones poco condensada, algunas con uno o
varios nucleolos visibles y citoplasma amplio y baséfilo.

-

Figura 9. Estudio inmunofenotipico por citometria de flujo de san-
gre periférica. Presencia de un 1,5% de linfocitos B de tamano
grande y fenotipo anémalo, diferente al observado al diagndsti-
co de la macroglobulinemia de Waldenstrom: CD45+++, CD19+,
CD79b++, CD20++, CD22+, FMC7+/++, CD5+, CD10-, BCL-2+++,
CD11c-, CD25-/+, CD38+, lambda+.

linfoma de bajo grado residual (Figura 11). El estudio
citogenético mediante hibridacion in sifu fluorescente
(FISH) mostré delecion de TP53, reordenamiento MYC-
IGH, la presencia de multiples senales de BCL2 y BCL6
en ausencia de reordenamientos de esfos 2 genes
(hallazgo sin impacto diagndstico o prondstico co-
nocido) (Figura 12). A nivel molecular, se detectd clo-
nalidad de IgH (productos de PCR de tamano coinci-
dente con la SP actual pero no con los observados al
diagndstico) (Figura 13) y presencia de la mutacion
p.L265P de MYD88 con una carga alélica del 19,78%.
Con el diagnéstico de linfoma difuso de células gran-
des B (LDCG-B) CD5+ con reordenamiento de MYC,

©

Figura 10. Tomografia por emision de positrones (PET)-tomografia
computarizada (TC). Se observa una esplenomegalia intensa-
mente hipermetabdlica con distribucion heterogénea de la fluo-
rodesoxiglucosa (FDG) y presencia de algunas dreas hipodensas
sugestivas de infartos esplénicos. Dos lesiones sacras. Afectacion
amigdalar izquierda y ganglionar supro- e infradiafragmatica.

delecion de TP53 y mutacion de MYD88 (p.L265P), el
paciente inicié fratamiento quimioterdpico segun el
esquema R-CHOPR del que hasta el momento ha reci-
bido 3 ciclos.

> Discusion

La MW es una neoplasia de células B maduras ca-
racterizada por la presencia de un componente mo-
noclonal sérico IgM y de infiltracién medular por linfo-
citos, linfoplasmocitos y células plasmaticas. Su curso
clinico es variable y con frecuencia los pacientes es-
fan asinfomdticos al diagndstico. La sinftomatologia
se relaciona con el grado de infilfracion tumoral y/o
con la actividad del componente monoclonal IgM
(sindrome de hiperviscosidad, neuropatia, crioglobu-
linemia, anemia hemolitica por crioaglutininas). Mds
del 90% de los pacientes con MW presentan la muta-
cidn p.L265P del gen MYD88. A pesar de los avances
terapéuticos, la MW sigue siendo incurable y las recidi-
vas son habituales. Por el contrario, la tfransformacion
histolégica, principalmente a LDCG-B, es infrecuente
(6-10%), por lo que existen pocos datos al respecto?,
Asimismo, en la gran mayoria de los estudios realiza-
dos no se dispone de datos moleculares que confir-
men que se trata realmente de neoplasias clonalmen-
te relacionadas o, por el contrario, de linfomas de novo
en pacientes con el anfecedente de MW. Se ha suge-
rido que los pacientes con MW tratados con agentes
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Figura 11.Biopsia de una lesion 6sea sacra hipermetabdlica dere-
cha. Presencia de células grandes, atipicas, de nlcleo vesiculado,
alguna con nucleolos, asi como figuras de mitosis y apoptosis. El
estudio inmunohistoquimico mostré que la poblacion neopldsica
expresaba marcadores de linea B, CD5, BCL6 y MYC. El indice proli-
ferativo, valorado con Ki-67, fue superior al 95%. No se observaron
dreas de linfoma de bajo grado residual.

alquilantes o andlogos de las purinas presentan un
mayor riesgo de transformacion a linfoma agresivo(-.

Al igual que en el resto de los linfomas agresivos
ocurridos como ftransformacién de linfomas B de
bajo grado, la heterogeneidad anatomopatolégica
es habitual. Aunque el subtipo histolédgico mds fre-
cuente en la MW es el LDCG-B, se han descrito casos
aislados asociados a virus de Epstein-Barr (VEB), lin-
fomas T, linfomas anapldsicos de células grandes e
incluso proliferaciones de células plasmdaticas. En la
mayoria de estos casos, los niveles de IgM sérica son
inferiores en el momento de la transformacion, en la
mayoria de los pacientes por existir una respuesta all
fratfamiento administrado previomente para la MW vy,
en otros, por el fendbmeno de desdiferenciacion que
experimenta la clona agresiva, que pierde la capaci-
dad de secretar IgM®. En funcién de este dato y de
la expresion de la misma cadena ligera en la MW y el
LDCG-B, la aparicién de un linfoma agresivo en los pa-
cientfes diagnosticados de MW ha sido descrita tradi-
cionalmente como transformacién y no como nueva
hemopatia. No obstante, existen muy pocos estudios
gue hayan analizado la relacién clonal existente en-
fre ambos procesos a nivel molecular®®, En los casos
de leucemia linfdtica crénica (LLC) fransformada a
LDCG-B (sindrome de Richter) si existen evidencias al
respecto. Estudios recientes han demostrado que los
casos de fransformacion sin relaciéon clonal entre la
LLC y el LDCG-B presentan un mejor prondstico que
los clonalmente relacionados, debido a que los pri-
meros presentan con menor frecuencia alteraciones
genéticas de mal prondstico (delecidon de TP53 y/o
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Figura 12. Estudio citogenético por técnica de hibridacion in sifu
fluorescente (FISH) en la biopsia de una lesion 0sea sacra dere-
cha. Se observa (marcado con flechas) reordenamiento MYC-IGH,
la presencia de maltiples sefales de BCL2 y BCL6 (pero ausencia
de reordenamientos de estos 2 genes) y delecion de TP53.

reordenamiento de MYC). Este subgrupo de pacientes
con fransformaciones no clonalmente relacionadas
muestran una biologia y una supervivencia similares a
las del LDCG-B de novo. Por ello, se tiende actualmen-
te a considerar sindrome de Richter Unicamente a los
casos de linfona agresivo clonalmente relacionados
con la LLC®.

Los pacientes con MW que presentan una transfor-
macioén histoldgica lo hacen, en general (84-100%), en
forma de afectaciéon extraganglionar, habitualmente
de MO, hueso, bazo y sistema nervioso central@39 vy,
con menor frecuencia, piel y testiculo. Es destacable
que las confrapartidas de novo de estas localizacio-
nes (linfoma cerebral primario, LDCG-B de tipo piernas,
LDCG-B testicular primario) presentan una elevada fre-
cuencia de mutacion de MYD88 (entre el 59 y el 79%)
@9 En este sentido, la mutacion de MYD88 desempe-
na probablemente un papel fundamental en la pato-
génesis y el desarrollo de estas hemopatias en tales
localizaciones. Aungue no existen series largas que lo
demuestren, la mutacién de MYD88 estd presente en
los escasos casos de MW fransformados a LDCG-B en
que ha sido estudiada®?; cabe suponer que dicha
mutacidén desempena un papel similar en la locali-
zacién predominantemente extraganglionar de estos
casos de MW transformados.

Presentamos el caso de un paciente diagnosticado
de una MW sintomdtica MYD88mut tratada con inmu-
noquimioterapia, que 3 anos y medio después desa-
rrollé un LDCG-B sin aparente relacidn clonal con la
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Figura 13. Estudio comparativo del reordenamiento de IgH observado en las muestras de la fase linfoma difuso de células grandes B
(LDCG-B) frente al del diagnéstico de macroglobulinemia de Waldenstrdm (MW). Se detect6 en la fase LDCG-B clonalidad de IgH. Los pro-
ductos de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) resultaron de tamafio no coincidente con los observados al diagndstico de la MW,
demostrando asi ausencia de relacion clonal entre ambas fases de la enfermedad.

MW (expresidon de diferenfe cadena ligera y diferente
reordenamiento clonal de IgH en ambas neoplasias).
En linea con lo anteriormente descrito y dada la au-
sencia de relacién clonalclonal entre ambos proce-
sos, consideramos que el LDCG-B es una neoplasia de
novo y no una transformaciéon de la MW previa. De for-
ma similar a los casos descritos de LDCG-B MYD88mut,
presentd una localizacién extraganglionar. Se observd
una disminucion del componente monoclonal IgM
en el momento del diagndstico del LDCG-B que se in-
terpretdé como una probable persistencia de una pe-
quena clona residual de su MW, dada la ausencia de
relacion clonal entre ambas neoplasias. La mutacion
de MYDS88 resultd positiva también en esta segunda
neoplasia, lo que nos llevdé a considerar una posible
relacion biolégica entre ambas fases de la enferme-
dad, aun en ausencia de relaciéon clonal. Se realizé un
estudio mediante next generation sequencing (NGS)
de los genes mads frecuentemente mutados en patolo-
gia linfoide de las muestras obtenidas en las fases de
MW y de LDCG-B. Se observd un perfil mutacional dife-
renfe en ambas fases (mutaciones de MYD88, CD79B,
IGLL5, EZH2 en la fase MW frente a mutacién de MYD88
y TP53 en la fase LDCG-B) (Tabla 1).

Cabe destacar la deteccion de las mutaciones
CD79B e IGLL5 con cargas alélicas muy bajas (cerco-
nas al 1%) en la MO en la fase LDCG-B que, sin embar-
o, No se detectaron en SP.En esta misma muestra de
MO no se detectd por citometria de flujo ni por otras
técnicas moleculares (reordenamiento de IgH) nin-

guna evidencia de las poblaciones linfoides clonales
observadas en la fase de MW. Asimismo, un estudio
inmunofenotipico de MO realizado posteriormente de-
mostrd la persistencia de células plasmdéticas clonales
kappa en ausencia de la poblacién linfoide clonal de-
tectada al diagnéstico de MW. Por lo tanto, la persis-
fencia de mutaciones de la fase MW en la fase LDCG-
B se debe a la persistencia de células plasmdaticas
clonales kappa, que son responsables fambién de la

Tabla 1. Estudio mediante next generation sequencing
(NGS) de los genes mas frecuentemente mutados en

patologia linfoide de las muestras obtenidas en las fases
de macroglobulinemia de Waldenstrom (MW) y
de linfoma difuso de células grandes B (LDCG-B)

Biopsia

Mutacion f’PAg (()01/05) 3PA§ (()0}3 sa:/c; fo(/)o; 9
CD79B p.Tyr208Ter 24,92 - 0,73
IGLL5 p.Arg69Thr 24,13 - 1,24
MYDB88 p.Leu265Pro 24,52 18,55 10,00
EZH2 p.Tyr641Asn 9,46 - -
TP53 p.Gly154AlafsTer16 - 26,34 17,20
CXCR4 - - -
TET2 p.Cys1135Tyr 0,40 3,80 8,18

Se observo un perfil mutacional diferente en ambas fases (mutaciones de
MYD88, CD79B, IGLL5, EZH2 en la fase MW frente a mutacion de MYD88 y
TP53 en la fase LDCG-B). Se detectd una mutacion de TET2 en ambas fases
posiblemente relacionada con una hematopoyesis clonal de base

Azul: MW; rojo: LDCG-B
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secrecion del componente monoclonal IgM kappa
que se sigue detectando en todo momento, aunque
con una clara tendencia al descenso. La deteccidn
de una mutacién de TET2 en ambas fases sugiere la
presencia de una hematopoyesis clonal de potencial
indeterminado (CHIP) de base.

Trabajos recientes indican que la mutacién aislada
de MYD88 no parece capaz de inducir una expansion
clonal y que es necesaria la adquisicion de mutacio-
nes adicionales para el desarrollo de la clona tumo-
rald®, Asimismo, ofros estudios han demostrado la pre-
sencia de dicha mutacién en células precursoras B y
linfocitos B normales de pacientes con MWD, Cabe
plantearse la posibilidod de que nuestro paciente
presentara una linfopoyesis portadora de la mutacion
MYDS88, que inicialmente adquiriera mutaciones adi-
cionales en las células linfoides MYD88mut, responsa-
bles de la expansién clonal con diferenciacion a MW
y anos mas tarde desarrollara ofros eventos gendmi-
cos (en este caso, la mutacion de TP53 y el reordeno-
mienfo de MYC) en células linfoides asimismo MYD-
88mut, que indujeron una expansion clonal en forma
de linfoma agresivo.

) Para recordar

La aparicién de un linfoma agresivo en un paciente con
MW puede corresponder a una transformacion (en pre-
sencia de relacion clonal) o a una nueva neoplasia.

La mutacién de MYD8 de manera aislada no pare-
ce capaz de inducir una expansidn clonal y necesita
de alteraciones gendmicas adicionales para el deso-
rrollo de una clona tumoral.

Algunos pacientes podrian presentar MYD88mut en
células B precursoras vy, por tanto, predisposicién a de-
sarrollar diferentes neoplasias linfoproliferativas MYD-
88mut motivadas por la aparicién de alteraciones ge-
némicas adicionales en dichas células.
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Monocitosis y displasia en un paciente con policitemia vera
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) Historia clinica

Se trata de un hombre de 64 anos de edad, con
antecedentes de hipertension arterial y policitemia
vera (PV) diagnosticada en julio de 2013 al objeti-
varse poliglobulia en una analitica rutinaria. Al diag-
néstico presentaba la mutacién JAK2 V617F con
una ratio de 34,13 (estudio cuantitativo por reac-
cién en cadena de la polimerasa -PCR-). En cuanto
al estudio medular, se objetivd un aumento de la
serie erifroide sin ofras alteraciones y el cariotipo era
normal. En la biopsia se descartd la presencia de
fibrosis.

Inicialmente, realizd tratfamiento con flebotomias
peridédicas, con buen control clinico, hasta mayo de
2016, cuando aparecidé leucocitosis y trombocitosis,
por lo que se decidid iniciar tratamiento con hidroxiu-
rea. El paciente mantuvo un hemograma con recuen-
tos celulares dentro de la normalidad hasta septiem-
bre de 2019.

> Motivo de consulta

En septiembre de 2019 el paciente consulté por aste-
nia de unas semanas de evolucién. En el hemograma
se detecté pancitopenia.

> Exploracion fisica

Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) de 1.
No se palparon adenopatias periféricas ni viscerome-
galias. Auscultaciéon cardiaca y pulmonar sin altero-
ciones.

> Pruebas complementarias

* Hemograma: leucocitos de 1,80 x 10°/L (neutréfi-
los 12%, linfocitos 40%, monocitos 38%, metamielocitos
2%, mielocitos 1%, blastos 7%), hemoglobina de 86 g/L.
volumen corpuscular medio (VCM) de 102,7 fL, pla-
quetas de 76 x 10°/L.

* Frotis de sangre periférica (Figura 1): anisopoi-
quilocitosis marcada, con presencia de dacriocitos.
Se observaban formas con punfteado baséfilo y ani-
llos de Cabot. Presencia de 13 eritroblastos por cada
100 leucocitos. Desgranulacién intensa de los polimor-
fonucleares neutrdfilos, con hiposegmentacion de los
ndcleos y cromatina en grumos (clumping).

* Eritropatologia: ferritina de 265 ng/mlL, fransferrina
de 135 mg/dL, haptoglobina de 165 mg/dL, dcido foli-
co de 5,9 ng/mL y cobalamina de 505 pg/mL.

* Bioquimica: sin alteraciones.

« Estudio por PCR cuantitativa de la mutacién pun-
tual de JAK2V617F en sangre periférica: 84,55.

* Mielograma (Figura 2): celularidad global abun-
dante. La serie eritroide estalba en proporcién aumen-
fada (44%), con rasgos megalobldsticos marcados,

Figura 1. Extension de sangre periférica correspondiente al mo-
mento en que se detectd la pancitopenia. May-Griinwald-Giemsa
% 1.000 (A) y x 1.000 (B). Anisopoiquilocitosis, con presencia de
dacriocitos. Formas con punteado baséfilo y anillos de Cabot.



LXII Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Hematologia y Hemoterapia / Ponencias

Figura 2. Aspirado de médula 6sea realizado para el estudio de la
pancitopenia. May-Griinwald-Giemsa x 1.000.

ndcleos irregulares y fendmenos de cariorrexis, altera-
cién de la hemoglobinizacién y punteado basdfio. La
serie granulopoyética estaba disminuida (31%), con
escasas formas maduras que presentaban ndcleos
hiposegmentados y el citoplasma muy desgranulado.
Se evidenci6 la presencia de eosinofilia y basofilia, asi
como monocitosis del 7%.Ademads, se observaba un 6%
de promonocitos y una poblacién de blastos del 5%.
Los megacariocitos estaban en cantidad disminuida,
con algunos elementos con el nlcleo hipolobulado.

* Inmunofenotipo: destacaba la ausencia de serie
granulocitica. Se observaba una poblacién de fenoti-
po inmaduro que expresaba CD34, CD117, DR, CD33,
CD13,CD4 y CD11b, representando el 5% de la celulo-
ridad medular. La celularidad restante estaba consti-
fuida por monocitos maduros que expresaban CD56.

» Citogenética (Figura 3): cariofipo 43,XY,-5,-
7.der(N1(2:17)(q11;911.2),-17[19]/46,XY[1]. De las
20 metafases analizadas, 19 presentaban un cariotipo
hipodiploide, complejo y monosdmico. Las anomalias
observadas eran monosomias de los cromosomas 5,
7 y 17 més un cromosoma 9 derivado de una trans-
locacién desequilibrada entre 9g11 y 17g11.2. En el
estudio de hibridacién in situ fluorescente (FISH) TP53/
CEP17: nuc ish(TP53,CEP17)x1[61/100], se confirmo la
delecion del gen TP53.

* Biologia molecular: estudio con panel de next
generation sequencing (NGS) (Figura 4) en el que
se identificaron, ademdés de la mutacion JAK2 V617F
3 mutaciones no-driver: ASXL1, TP53 y TET2. Las 4 muta-
ciones presentaban una VAF (variant allele frequency)
significativa.
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Figura 3. A: cariotipo en la muestra obtenida de la médula 6sea:
43,XY,-5,-7,der(M)1(9:17)(q11;q11.2),-17[19]/46,XY[1]; B: estudio
de hibridacion in situ fluorescente (FISH) TP53/CEP17: el gen TP53
se encuentra localizado en 17p13 (marcado con la sefial roja) y
CEP17 se encuentra en el cenfromero del cromosoma 17 (senal
verde). Se observa pérdida de una senal para el genTP53 (en rojo),
confirmando la delecion de TP53. La pérdida de una sefial para el
centromero del cromosoma 17 (en verde) puede explicarse por la
translocacion desequilibrada entre 9911y 17q11.

Antfe estos hallazgos, se decidid suspender el trata-
miento con hidroxiurea para valorar qué papel podia
tener en relacién con la mielodisplasia observada. Se
realizd6 seguimiento semanal del paciente, observén-
dose en el hemograma un aumento progresivo de la
cifra de leucocitos, por lo que a los 30 dias se realizd
un nuevo estudio de la enfermedad:

* Hemograma: leucocitos de 28,90 x 10°/L (neu-
tréfilos 41%, linfocitos 8%, monocitos 28%, metamieloci-
fos 2%, mielocitos 17%, blastos 4%), hemoglobina de
96 g/L,VCM de 99,6 fL, plaquetas de 364 x 10?/L.
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Classification* Gene Chr. Exon c.DNA Protein Total readings VAEO/%);) 19 VAEO/ZO;H :
Class 1 JAK2 9 14 c.1849G>T p-(Val617Phe) 5233 91.71 43.68
Class 1 ASXL1 20 13 ¢.1934dupG p.(Gly646Trpfs*12) 6563 35.91 10.44
Class 1 TP53 17 5 ¢.523C>G p.(Arg175Gly) 3325 82.41 13.18
Class 3B TET2 4 3 c.1285G>A p.(Gly429Arg) 5582 50.21 46.96

Figura 4. Variantes detectadas en el panel de next generation sequencing (NGS). * Clasificacion de las variantes:

e Clase 1:ha sido establecida como variante patogénica en hemopatias mieloides y altera un gen accionable.

e Clase 2: ha sido establecida como variante patogénica en fumores sélidos o hemopatias no mieloides y altera un gen accionable.

* Clase 3:variante no descrita previamente como un gen objetivo en las hemopatias mieloides. Afecta a un gen accionable y lo clasifica como:

- Clase 3A: presumiblemente patogena.
- Clase 3B: significado incierto.
— Clase 3C: presumiblemente benigna.

Figura 5. Extension de sangre periférica. May-Grinwald-Giemsa
x 1.000. A: blasto; B: rasgos displdsicos marcados en la serie gra-
nulocttica. Mielemia. Promonocito; C: monocitosis; D: monocito y
neutréfilo con ndcleo hiposegmentado y cromatina de tipo clumping.

* Frotis de sangre periférica (Figura 5): marcada
anisopoiquilocitosis, con presencia de dacriocitos y
hematies con punteado basdfilo y anillos de Cabot.
Presencia de 6 erifroblastos/ 100 leucocitos. Neutrofilos
hipogranulados, con nlcleos hiposegmentados y con
la cromatina hipercondensada de tipo clumping.

* Bioquimica: LDH de 747 U/L (valores normales en-
fre 135y 245 U/L). El resto de los pardmetros estaban
dentro de la normalidad.
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Figura 6. Médula 6sea. May-Grinwald-Giemsa x 40. Médula ésea
con celularidad global aumentada.

 Inmunofenotipo en sangre periférica: un 95,16%
de la poblacién de monocitos era CD14+/CD16 (fe-
notipo clésico), lo que sugeria el diagndstico de leu-
cemia mielomonocitica crénica (LMMC)™. Se observé
una poblacién de blastos del 7% de fenotipo mieloide.

* Mielograma (Figuras 6 a 9): médula hipercelular
con disminucion de la grasa. Cantidad aumentada
de la serie eritroide (38%), con rasgos de diseritropoye-
sis en el 72% de las células. Serie granulopoyética en
cantidad disminuida (35%), con predominio de las for-
mas inmaduras. En los elementos maduros se obser-
vaba displasia en el 90% de las células, con marcada
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Figura 7. Médula 6sea. May-Griinwald-Giemsa x 500. Megacario-
cito hipolobulado con ndcleos dispersos.

Figura 8. Médula 6sea. May-Grinwald-Giemsa x 1.000. Monocito-
sis, presencia de blastos y promonocitos. Rasgos displdsicos de la
serie eritroide y granulocitica.
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Figura 9. Médula dsea. Perls x 1.000. Sideroblastos en anillo.

Figura 10. Médula 6sea. A: hematoxilina-eosina x 100; B: hema-
toxilina-eosina x 200. Médula 6sea hipercelular, con algunos me-
gacariocitos atipicos; C: expresion de CD14 x 200; D: expresion de
CD34 x 200.

hipogranulacién e hiposegmentacion de los nlcleos
con formas de tipo Pelger. Se observaba un 9% de
monocitos, un 5% de promonocitos y una poblacién
de blastos del 6%. Ademds, se cuantificd un 30% de
dismegacariopoyesis, con algunos megacariocitos
grandes y con ndcleos dispersos y otros pequenos
con los nGcleos monolobulados. En la tincidén de Perls
se observaba un hierro macrofdgico disminuido, con
un 65% de sideroblastos en anillo.

* Inmunofenotipo: estudio sin cambios significativos
con respecto al anterior, a excepcion de un aumento
de la celularidad granulocitica. Los blastos tenian el
mismo fenotipo mieloide descrito en el estudio previo.

« Citogenética: sin cambios respecto al estudio pre-
vio.

* Biopsia de médula ésea (Figura 10): médula dsea
hipercelular, con predominio de la serie eritroide y se-
rie granulopoyética algo disminuida con abundantes
eosinéfilos. Megacariocitos abundantes, algunos de
ellos con rasgos displdsicos (pequeno famano y nU-
cleo hipolobulado). Células blasticas CD34 positivas
que representan entre el 5 y el 10% de la celularidad
medular global.

Teniendo en cuenta que en el estudio de NGS se
encontraron 3 mutaciones no-driver, 2 de las cuales re-
presentan un peor prondstico en numerosas neopla-
sias mieloides, nos resultd inferesante averiguar si es-
fas mutaciones estaban ya presentes en el momento
del diagndstico de la PV 6 afos atrds. Es por eso que
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se realizd un estudio de NGS de forma retrospectiva y,
sorprendentemente, las 3 mutaciones ya estaban pre-
sentes al diagndstico con una VAF menor (Figura 4).

> Diagnoéstico

Para intentar confirmar la hipdtesis de que la LMMC se
trataba de una transformacién de la PV JAK2V617 po-
sitiva se aislaron las células CD14+/CD16- (monocitos
de fenotipo cldsico, aumentados en la LMMC) de la
sangre periférica a través de cell sorfing (BD FACSA-
ria® 1) y se confirmd por método Sanger la presencia
en ellos de las mutaciones JAK2V617F y ASXLT (ya pre-
sentes en el diagndstico de la PV).

Finalmente, el paciente se diagnosticdé de PV en
progresion con fenotipo de LMMC de tipo 2-like, se-
gun la Organizacidon Mundial de la Salud (OMS)®.

> Evolucion

Dado que las alteraciones genéticas encontradas
confieren un mal prondstico, se decidi® que el pa-
ciente era tributario de quimioterapia intensiva se-
guida de alofrasplante de progenitores hematopo-
yéticos. Antes de iniciar el tratamiento y solamente
6 semanas después del diagnodstico, se detectd la
progresion a leucemia aguda mieloide. Finalmente,
el paciente recibié tratamiento quimioterdpico con
venetoclax-azacitidina y, un mes después, fallecié a
causa de insuficiencia respiratoria sin aislamiento mi-
crobiolégico.

> Discusion

La PV es una neoplasia mieloproliferativa que se co-
racteriza por la hiperplasia de la serie roja y la presen-
cia de la mutacién JAK2V617F La mediana de super-
vivencia en los pacientes es, aproximadamente, de
14 afnos, llegando a ser de hasta 24 anos en aquellos
pacientes menores de 60 anos®. Las principales com-
plicaciones relacionadas con la PV con repercusion
sobre la supervivencia son los eventos trombohemo-
rrAgicos y la progresion de la enfermedad a mielofi-
brosis 0 a una leucemia aguda mieloide, con una in-
cidencia de esta Gltima del 5,5-18,7% a los 15 anos®,
Muchas veces la progresidon de la enfermedad a fase

bl&stica se asocia con la aparicién de mielodisplasia
y la adquisicién de alteraciones genéticas®®.

Si analizamos la evoluciéon que ha seguido la PV en
este caso, observamos que a lo largo de 6 anos ha
adquirido varios cambios que le confieren una mayor
agresividad y determinan una progresion de la enfer-
medad. Por lo que respecta a la citologia, destaca
la aparicidén de rasgos displésicos muy llamativos en
las 3 series hematopoyéticas. Se ha objetivado que
la aparicién de diseritropoyesis, en general, y de side-
roblastos en anillo, en concreto, en pacientes con PV
son marcadores de progresion a fase bldstica®. Por
otfro lado, el cariotipo normal inicial ha evolucionado
a un cariotipo complejo, con adquisicién de la dele-
cion de TP53. Aunque solo un 20% de los pacientes
con PV presentan anomalias citogenéticas en el mo-
mento del diagnbstico®, se conoce que los pacientes
pueden ir adquiriendo cambios en el cariofipo con
buena correlacién con el curso de la enfermedad®.
Numerosos estudios asocian la adquisicion de un
cariotipo complejo a un mayor riesgo de progresion
de la PV a fase blastica®®, como habria ocurrido en
nuestro caso.

En cuanto a la biologia molecular, en estudios retros-
pectivos se ha objetivado que aproximadamente un
30% de los casos de PV JAK2 positiva presentan mu-
faciones no-driver concomitantes en el momento del
diagndbstico, siendo las mds frecuentes TET2 y ASXLI?,
La presencia de las mutaciones de ASXL1, SRSF2 e IDH2
se ha asociado a una menor supervivencia global y
a mayor riesgo de progresion a fibrosis o a leucemia
aguda?®, Por su parte, aunque la mutacidon de TP53
solo se observa en un 1% de los pacientes con PV en
fase crénica?, se detecta en aproximadamente un
45% de los casos de leucemia aguda post-PV©es9. En
el caso descrito, 3 de las 3 mutaciones no-driver se han
descrito como de mal prondstico en numerosas pato-
logias mieloides. Curiosamente, la evolucion de la PV a
fenotipo LMMC-like -y la posterior progresion a leuce-
mia agudo- va asociada a un aumento significativo
de la VAF de todas las mutaciones, incluidas las de mal
prondstico. Estos hallozgos sugieren que las técnicas
de NGS podrian fener un papel clave en el estudio de
neoplasias mieloproliferativas, ya que podrian identifi-
car subgrupos de pacientes con mayor riesgo de evo-
lucion a leucemia. De hecho, un estudio recienfemente
publicado por Tefferi et al. apunta la posibilidad de in-
cluir los andlisis genéticos en nuevos scores prondsticos
en las neoplasias mieloproliferativas®,
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Asi como la evolucién a leucemia aguda ha sido
ampliomente descrita como complicaciéon en las
neoplasias mieloproliferativas, la progresion a LMMC
parece ser mucho mds infrecuente. Segun la OMS, los
casos de LMMC que provienen de un sindrome mie-
lodisplésico o sindrome mieloproliferativo previo no
pueden ser diagnosticados como tal, ya que son una
forma de progresion de la enfermedad de base@112,
Asi pues, nuestro caso debe ser considerado como
una PV con progresidén a fenotipo LMMC-like. En la
literatura se encuentran pocos casos descritos. En el
frabajo publicado por Holcombe ef al. en 1991 se re-
portan 2 casos similares, pero en ese momento No se
disponia de andlisis genético(™®. Recientemente, ha
sido publicado por Andrei et al. un caso de PV con
transformacion a LMMC y adquisicién de mutaciones
no-driverd®. En este caso, confirman que la poblacion
CD14+ es portadora de la mutacidon JAK2V617E por lo
qgue extraen la conclusién de que la poblacién clonal
de LMMC proviene de la clona de PV(9. Por otra par-
te, la mutacion JAK2V617F se observa en un 7,8% de
las LMMC de novo(¥, especialmente en las de subtipo
proliferativo.

Una monocitosis absoluta no siempre implica el
diagndstico de LMMC; de hecho, puede verse en con-
diciones benignas reactivas o asociada a otras en-
fermedades hematoldgicas(®. Se ha observado que
en algunos casos de neoplasias mieloproliferativas es
relativamente frecuente la presencia de una monoci-
tosis no-clonal acompanante(®. En el caso de la mie-
lofibrosis primaria, se ha objetivado que la presencia
de monocitosis se asocia a la progresiéon de la enfer-
medad a una fase acelerada®, Barraco et al. apunta
que la incidencia de monocitosis en pacientes con
PV puede ser de alrededor del 21%(® y, ademds, su-
giere que los pacientes con monocitosis configuran
un subgrupo de pacientes con caracteristicas simila-
res: mayor edad (> 60 anos) y mayor frecuencia de
mutaciones no-driver (especialmente TET2 y SRSF2)(9,
Se detecta también una asociacién estadisticamente
significativa entre la presencia de monocitosis y una
menor supervivencia global®. Concluye, por tanto,
que la presencia de monocitosis en la PV podria su-
gerir que se trafe de una enfermedad bioldgicamente
mads agresiva, con caracteristicas del espectro de la
LMMCU9,

En resumen, presentamos un caso infrecuente de
PV en progresion con fenotipo de LMMC de tipo 2-like,
objetivando que las 2 poblaciones presentan las mis-

mas alteraciones genéticas (demostrando asi un ori-
gen comun). El cardcter agresivo de la enfermedad y
la evolucién fatal posterior sugieren que, como en la
mielofibrosis primaria®?, la aparicién de monocitosis
en los pacientes con PV puede ser signo de progre-
sion de la enfermedad. Adema@s, este caso pone de
manifiesto el papel de las técnicas NGS en el diagnds-
fico de las neoplasias mieloproliferativas y plantea la
intfroduccidon de determinadas alteraciones genéticas
en nuevos scores prondsticos.

) Para recordar

« Si bien la evolucién de PV a leucemia aguda mie-
loide es ampliamente conocida, la progresién a feno-
tipo de LMMC-like es poco comdn.

+ Recientes estudios apuntan que en la PV existe
una asociacién estadisticamente significativa entre la
aparicién de monocitosis y una menor supervivencia.
La monocitosis, por tanto, podria considerarse un mar-
cador de agresividad.

+ Las técnicas de NGS pueden llegar a tener un
papel crucial en el diagndstico y el seguimiento de
las neoplasias mieloproliferativas, ya que determinar
la presencia de determinadas mutaciones no-driver
puede ayudar a identificar aquellos pacientes con
mayor riesgo de fransformacion a fase bldstica.
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Lactante de 2 meses con bicitopenia y esplenomegalia

Raul Azibeiro Melchor', Maria Diez Campelo!, Beatriz Rey Bua', Félix L6pez Cadenas’,
Almudena Gonzalez Prieto?, Carlos Romero Garcia®, Pilar Leoz Allegretti’

' Servicio de Hematologia. Hospital Universitario de Salamanca; 2 Servicio de Pediatria. Hospital Universitario de Salamanca;
3 Unidad de Cuidados Intensivos Pediatrica. Hospital Universitario de Salamanca

> Motivo de consulta

Se trata de un lactante varén de 2 meses de edad que
es traido a urgencias por su madre por ictericia cuta-
neomucosa evidente y falta de respuesta a estimulos.

> Antecedentes

+ Embarazo solo contfrolado en las dltimas semanas.
Edad gestacional 37 + 5 semanas. Séptimo hijo, con
hermanos sanos. Peso del recién nacido: 3.307 gra-
mos. Serologias negativas.

+ Ingreso en neonatologia a las 2 horas de vida por
hipoglucemia hasta el octavo dia de vida.

« Allos 17 dias de vida acudié a urgencias de nues-
tro centro por un cuadro de vémitos; la familia se fugd
con el paciente sin alta médica ni voluntaria.

> Exploracion fisica

+ Mal estado general, color cetrino de piel, palidez
de mucosas, ictericia conjuntival y cuténea marco-
das. Mal perfundido, hidratado. Desnutrido. Aspecto
distréfico. Sin exantemas ni petequias. Edema palpe-
bral.

« Aparato cardiovascular. Auscultaciéon cardiaca: rit-
mo regular, con soplo sistdlico I1I/VI en foco pulmonar
y borde esternal izquierdo alfo. Pulsos periféricos con-
servados y simétricos.

« Aparato respiratorio: faquipneico en reposo al
aire, con tiraje a 3 niveles. Auscultacidon pulmonar:
murmullo vesicular conservado, sin ruidos sobreana-
didos.

« Abdomen: distendido a tensién, con oleada asciti-
ca. Esplenomegalia de 4 traveses de dedo y hepato-

megalia de 3 fraveses de dedo. Circulacion colateral
visible en el abdomen.

+ Genitales masculinos normales.

+ No se palpan adenopatias.

> Pruebas complementarias

+ Hemograma. Hemoglobina (Hb): 5,5 g/dL; he-
matocrito: 15,7%; volumen corpuscular medio (VCM):
73.0fL; Hb corpuscular media (HCM): 25,6 pg; concen-
fracion de HCM (CHCM): 35,0 g/dL; contenido de Hb
reticulocitaria: 27,8 pg; amplitud de distribucién eritro-
citaria (RDW): 21,9%; reticulocitos: 12,5%; reticulocitos
absolutos: 265,40 x 10°/L; leucocitos: 22,44 x 10°/L;
neutrdfilos: 7,97 x 107/L; linfocitos: 9,51 x 10°/L; mono-
citos 4,64 x 10°/L; eosindfilos: 0,08 x 10°/L; basdfilos:
0.24 x 10°/L; plaquetas: 23,0 x 10°/L; fraccidn de pla-
quetas inmaduras: 8%.

- Coagulacién. Tiempo de protrombina: 27 s; acti-
vidad de protrombina: 30%; International Normalized
Ratio (INR): 2,36; tiempo de tfromboplastina parcial ac-
tivada: 56,6 s; filbrindgeno: 90 mg/dL.

+ Bioquimica. Glucosa: 117 mg/dL; urea: 26 mg/
dL; urato: 3,4 mg/dL; creatinina: 0,24 mg/dL; calcio:
8.2 mg/dL; fosfato inorgdnico: 2,2 mg/dL; magnesio:
2,2 mg/dL; bilirrubina total: 15,91 mg/dL; bilirrubi-
na conjugada: 12,52 mg/dL; bilirrubina indirec-
ta: 3,40 mg/dL; aspartato aminotransferasa (AST):
449 U/L; alanina aminotransferasa (ALT): 146 U/L;
fosfatasa alcalina: 253 U/L; gamma-glutamiltransfe-
rasa (GGT): 84 U/L; lactato deshidrogenasa (LDH):
1.858 U/L; proteinas totales: 3,9 g/dL; albUmina suero:
2,9 g/dL; sodio: 127 mmol/L; potasio: 4,5 mmol/L; clo-
ruros: 91 mmol/L; ion amonio: 258 umol/L.

+ Frotis de sangre periférica. Serie roja: marcada
anisopoiquilocitosis. Se observan 35 eritroblastos circu-
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Figura 1. Diseritropoyesis en la médula 6sea (MO).A: eritroblasto con ndcleo de perfil irregular y punteado basofilo; B: eritroblasto binuclea-
do con asincronismo madurativo ndcleo-citoplasmdtico; C: cuerpo de Howell-Jolly; D: mitosis andmala.

Figura 2. Macréfagos espumosos. Una minoria presentaba fen6-
menos de hemofagocitosis (C y D).

lantes/100 células blancas. En la serie blanca, neutrd-
flos segmentados: 40%; mielocitos: 2%; promielocitos:
2%, células inmaduras: 1%; eosindfilos: 1%; linfocitos:
44%; monocitos: 10%. Serie plaquetaria: anisotrombia.
No se observan plaquetas agregadas.

+ Mielograma. Dadas las citopenias no explicadas,
la presencia de células inmaduras y el gran ndmero
de eritroblastos circulantes en sangre periférica, se de-
cidi6 realizar un aspirado de médula 6sea (MO) me-
diante puncién en la meseta tibial.

Al microscopio nos encontramos una MO sin copo,
por lo que la celularidad global no resulté valorable,
pero si llamaba la atencién una hiperplasia roja con
diseritropoyesis marcada prdcticamente universal -
mas del 70%- (Figura 1).

La celularidad restante de la MO correspondia a
macréfagos espumosos con el citoplasma ocupado
por grandes vacuolas (Figura 2).

Finalmente, una revisidn exhaustiva mostré también
la presencia de pequenas vacuolas en el citoplasma
de los linfocitos (Figura 3).

« Inmunofenotipo de MO.En la MO se encontré una
llamativa desproporcion de las células inmaduras en
favor de la estirpe mieloide, sin presentar un fenotipo
aberrante (99,5% mieloides y 0,5% linfoides). Se con-
firmd, asimismo, la presencia de hiperplasia eritroide
con alteraciones madurativas.

+ Inmunofenotipo de sangre periférica. Ante la pre-
sencia de bicitopenia y fendmenos de hemofagocitosis
enla MO, se decidié ampliar el estudio mediante citome-
fria de flujo en sangre periférica. En la muestra se obser-
vo una proporcion normal de las diferentes poblaciones
linfocitarias y una expresion de perforina citoplasmdética
adecuada en las células NK, ambos hallazgos poco su-
gestivos de sindrome hemofagocitico congénito.
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Figura 3. Linfocitos con vacuolas citoplasmadticas.
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Figura 4. Radiografia de térax y abdomen. Se observa la calcifica-
cion de ambas suprarrenales.

» Otras pruebas:

- Perfil lipidico: colesterol total de 64 mg/dL, friglicé-
ridos 99 mg/dL.

- Perfil férrico: hierro de 74 ug/dL, ferritina de 5.900 ng/
mL, fransferrina de 55 mg/dL, capacidad fotal de fijo-
cién del hierro de 70 pug/dL, indice de saturaciéon de la
fransferrina del 105,9%.

- CD25 soluble: 100 Ul/mL (normal < 2.400 U/mL).

- Actividad de la lipasa dcida lisosomal en leu-
cocitos de sangre periférica: 0 pmol/h (rango: 40-
600 pmol/h).

Finalmente, antes del ingreso del paciente se realizd
una radiografia de térax y abdomen, y una ecografia
abdominal, donde se confirmd la hepatoesplenome-
galia con ascitis, como ya sugeria la exploracion fisi-
ca. Curiosamente, la radiografia de térax y abdomen
mostrd como hallazgo llamativo la presencia de calci-
ficaciéon en ambas gléndulas suprarrenales (Figura 4).

> Diagnéstico

Enfermedad de Wolman asociada a sindrome hemo-
fagocitico.

> Tratamiento y evolucion

Se inicid el tratamiento sustitutivo de la enfermedad
de Wolman mediante lipasa dcida lisosomal huma-
na recombinante (sebelipasa alfa) y tratamiento del
sindrome hemofagocitico segun el protocolo para
esta enfermedad con dexametasona. Ademas, dada
la presencia de ascitis, se realizd paracentesis eva-
cuadora.

Bajo dicho tratamiento, las citopenias mejoraron de
manera progresiva durante los 10 dias siguientes; sin
embargo, el fratamiento sustitutivo no logré mejorar los
datos de fallo hepdtico, manteniéndose précticamen-
fe estables las transaminasas, la hiperbilirrubinemia y
la coagulopatia, y requiriendo la realizacién de nue-
vas paracentesis anfe el empeoramiento de la ascitis.

Finalmente, durante la Ultima semana de ingreso, el
paciente empeord clinicamente con datos de inesta-
bilidad hemodindmica y sindrome de distrés respira-
forio agudo que no respondieron a ventilacidén mecad-
nica invasiva e ionotrépicos, produciéndose el exitus
tras 24 dias de ingreso.

> Discusion

Durante el primer contacto clinico, la sospecha diag-
noéstica del equipo de urgencias pedidtricas fue la
presencia de una atresia de via biliar intfrahepdtica
dado el cuadro clinico del paciente (falta de medro,
vomitos y diarrea), la hepatoesplenomegalia y la icte-
ricia marcada.

Sin embargo, el hemograma mostré una anemia
regenerativa y plaguetopenia graves no congruentes
con dicho cuadro, por lo que a la primera sospecha
diagnéstica se sumd la de una hemopatia aguda.
Ademds, la presencia de hepatoesplenomegalia hizo
pensar que podria tratarse de un sindrome hemofa-
gocitico congénito.

Posteriormente, se amplié el estudio con un frotis
de sangre periférica donde llamaba la atencién la
presencia de 35 eritroblastos circulantes por cada
100 células blancas sin poder establecer un diagnods-
tico claro, por lo que se realizd un aspirado medular.

En el aspirado medular encontramos una displasia
précticamente universal de la serie eritroide y abun-
dantes vacuolas en el citoplasma de linfocitos y macré-
fagos, asi como fendébmenos de hemofagocitosis, por lo
gue se informo al Servicio de Pediatria de que cumplia
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criterios de sindrome hemofagocitico (segin HLH-04)
asociado a algln tipo de enfermedad de depdsito.

Entre las diversas enfermedades de depdsito que
aparecen en lactantes y que se asocian a hepato-
patia y presencia de inclusiones citoplasmdaticas
destacan fundamentalmente 4. la enfermedad de
Niemann-Pick, la enfermedad de Gaucher, las muco-
polisacaridosis y la enfermedad de Wolman.

Actualmente, la prueba diagnéstica fundamental
es la determinaciéon especifica de cada enzima. Sin
embargo, estas entidades presentan diferencias a ni-
vel cifolégico y clinico que pueden ayudar a hacer
una aproximacion diagndstica (Tabla 1). En la mds
similar a la enfermedad de Wolman, la enfermedad
de Niemann-Pick, también es posible encontrar mo-
crofagos espumosos v linfocitos vacuolados, aunque
las vacuolas son pequenas y se encuentran dispersas,
mientras que en la enfermedad de Wolman suelen
encontrarse agrupadas en racimo. En las células de
la enfermedad de Gaucher las inclusiones macrofd-
gicas presentan un aspecto caracteristico en “papel
arrugado” y la presencia de vacuolas en los linfocitos
es mas rara. Por Gltimo, en las mucopolisacaridosis son
tipicos los linfocitos de Gasser, donde dichas vacuolas
son llamativamente mds numerosas y de mayor tama-
Ao y presentan granulacidén morada en su interior, o
diferencia de las demds entfidades.

En nuestro caso, el hallazgo de la calcificacion bila-
feral de ambas gldndulas suprarrenales, considerado
por algunos autores patognoménico de la enferme-
dad de Wolman, nos orienté a dicho diagndstico, que
se confirmd mediante la determinacién de la enzima
lipasa écida lisosomal.

) Enfermedad de Wolman

La enfermedad de Wolman es una alteracién congé-
nita del metabolismo de los lipidos que se transmite
de forma autosémica recesiva. Se caracteriza por el
acUmulo de ésteres de colesterol y tfriglicéridos en la
mayoria de los érganos y fejidos (especialmente hi-
gado e intestino delgado en el interior de los macréfo-
gos), debido a un déficit de la actividad de la lipasa
dcida lisosomal®,

Dicho depobsito es el causante del cuadro clinico,
que aparece en las primeras semanas de vida y

que se acompana de alteraciones gastrointestina-
les (vOmitos y esteatorrea) que causan desnutricion
progresiva, hepatoesplenomegalia con fallo he-
pdtico y citopenias (fundamentalmente anemia y
frombocitopenia). Las calcificaciones suprarrenales
bilaterales producidas por la atrofia secundaria a la
incapacidad para producir ésteres de colesterol son
claves para el diagnéstico, hasta el punto de que
muchos autores las consideran patognoménicas®.
La enfermedad se confirma bien mediante la se-
cuenciacion del gen afectado (LIPA) o bien midien-
do la actividad de la lipasa dcida lisosomal®, como
en nuestro caso.

En el estudio de la MO se puede observar la pre-
sencia de macrdfagos con abundantes vacuolas en
su inferior® (macréfagos espumosos). En sangre pe-
riférica pueden identificarse, en algunas ocasiones,
linfocitos con pequenas vacuolas que se disponen en
racimo®.

La aparicién de un sindrome hemofagocitico aso-
ciado al sindrome de Wolman ya ha sido descrita en
la bibliografia®49, Aungue por el momento no existe
una explicacién etiopatogénica clara, la activaciéon
del fagolisosoma podria ser consecuencia de los
cristales producidos por los ésteres de colesterol, de
manera similar a como se produce en las placas de
ateroma®. Tampoco existen unas directrices claras
de tratamiento del mismo debido a la baja inciden-
cia de casos y a los malos resultados que propor-
ciona el fratamiento de la enfermedad de Wolman
con terapia sustitutiva recombinante, falleciendo los
pacientes habitualmente durante el primer ano de
vida®,

> Para recordar

+ Resulta capital no detenerse en describir Unico-
mente la hemofagocitosis medular, pues pueden en-
contrarse hallozgos que orienten al origen de la mis-
ma.

« El papel del estudio medular en el diagndstico de
sospecha de las enfermedades de depdsito y en su
diagnéstico diferencial.

+ La importancia del trabajo multidisciplinar para lo-
grar el diagndstico de enfermedades raras como lo es
la enfermedad de Wolman.




Tabla 1. Caracteristicas clinico-m

Enfermedad

Enzima afectada

foldgicas de las enfermedades de depdsito

Célula representativa
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Otros hallazgos

Enfermedad de Niemann-Pick

Esfingomielinasa acida

Linfocitos con vacuolas pequefas
dispersas

Enfermedad de Gaucher

Glucocerebrosidasa

Pueden aparecer linfocitos
vacuolados, pero es mas raro

Mucopolisacaridosis

Enzimas variables segun el subtipo

Aparicién de cataratas

Enfermedad de Wolman

Lipasa acida lisosomal

Calcificacién de glandulas
suprarrenales
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Mujer joven con astenia y trombopenia

Maria Rodriguez Gonzalez, Francisco José Cabrera Ruiz, Laura Gonzalez Diaz,

Gloria Moreno Carrasco, Myriam Revelles Pefias

Servicio de Hematologia. Hospital Universitario Virgen de la Victoria. Méalaga
|

> Motivo de consulta

Se frata de una mujer de 26 anos que acude a urgen-
cias por astenia intensa. Habia iniciado unas sema-
nas antes en otro centro un estudio por sospecha de
sindrome linfoproliferativo que no llegaron a concluir.

) Historia clinica

Natural de la Republica Dominicana, la paciente no
tenia antecedentes personales de interés; tampoco
familiares. A su llegada, se encontraba clinica y he-
modindmicamente estable. En la exploracion fisica
destacaba el hallazgo de adenopatias laterocervica-
les y supraclaviculares de pequeno tamafo, asi como
ofras algo mayores en el drea axilar de manera bilo-
teral. El resto de la exploracion por érganos y aparatos
era rigurosamente normal.

> Pruebas complementarias

* Pruebas andliticas. En el hemograma destacaba
una bicitopenia: anemia leve con hemoglobina (Hb)
de 11,6 g/dL volumen corpuscular medio (VCM) de
84,8 fL y plaquetas de 45 x 10°/L. No se acompanaba
de oftras citopenias, siendo el recuento de leucocitos de
8,63 x 10°/L con férmula normal. En el frotis de sangre
periférica, ademds de comprobar la trombopenia, se
objetivd la presencia de un 28% de células de aspecto
bléstico con 2 poblaciones: una minoritaria de células
de pequeno tamano y aspecto indiferenciado; y la
poblacién mayoritaria estaba formada por células de
mediano y gran tamano de aspecto pleomorfico, con
una alta relacién ndcleo-citoplasma, contorno nuclear
iregular con hendiduras o invaginaciones y, como ca-
racteristica mas llamativa, citoplasma basoéfilo con una

intensa vacuolizacién que, en algunos elementos, tam-
bién se disponia sobre el nlcleo (Figura 1).

El estudio bioguimico revelaba una importante ele-
vacion de la lactato deshidrogenasa (LDH: 1.719 U/L),
con cifras en rango del resto de los reactantes de fase
aguda. La funcién renal, la hepdtica y el ionograma
fueron normales.

Destaca que en la revisidn del historial analitico no
se encontraron alteraciones previas. Ante estos hallaz-
gos, la paciente ingresd a cargo del Servicio de Hemao-
tologia para completar el estudio.

* Pruebas de imagen. La radiografia de torax mos-
fraba ensanchamiento mediastinico (Figura 2), confir-
madandose posteriormente mediante fomografia com-
putarizada (TC) como conglomerado adenopdtico
en el mediastino anterior, ademds de en dreas supra-
claviculares bilaterales y axilares.

 Citometria de sangre periférica. Estudiando las
muestras iniciales de sangre periférica mediante cito-
metria de flujo, se encontrdé una poblacion del 12% de
blastos segln su expresion de CD34.

 Estudio medular. Se realizd el aspirado de médula
6sea en el drea esternal (con bastante dificultad en la
exfraccidon de muestras), para su estudio morfoldgico,
citoguimico, citométrico y genético. La muestra obte-
nida presentaba grumos y un aspecto hipercelular y
monomorfo a pequeno aumento.

Figura 1. Morfologia de blastos en sangre periférica.
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Figura 2. Ensanchamienfo mediastinico, radiografia de torax.

Figura 3. Morfologia y citoquimica de médula dsea. A: MG-G;
B: PAS; C: peroxidasa.

- Mielograma: con el objetfivo x 4 destacaba nue-
vamente una infensa vacuolizacién en la poblacién
blastica (observada previamente en sangre periférica).
Con el objetivo x 100 se caracterizaron como células
de habito bléstico con morfologia de tipo Burkitt, con
cierto grado de anisocitosis, aunque predominando los
elementos de mediano tamano. Presentabban una mo-

Figura 4. Citoquimica de médula 6sea. A: fosfatasa dcida; B: tartra-
to; C: ANAE; D: ANAE, NaF.

derada relacién nlcleo-citoplasma, ndcleo de contor-
no menos irregular que el visualizado en sangre perifé-
rica, observando invaginaciones nucleares en algunos
elementos. La cromatina era de aspecto inmaduro con
presencia de algun nucleolo poco definido. El citoplas-
ma mostraba basofilia de grado medio (menos infensa
gue la que cabria esperar en un linfoma/leucemia de
fipo Burkitt) e infensa vacuolizacion que llegaba a ocul-
far en ocasiones casi en su totalidad al citoplasma y
parcialmente al nlcleo. Con frecuencia se visualizaban
células rotas y células blasticas en mitosis (Figura 3A).

- Citoquimica: la poblacién bléstica descrita fue
positiva para fosfatasa acida en un 48% (fartrato-
sensible) y para alfa-naftil-acetatoesterasa en un 42%
(sin inhibirse con fluoruro sédico) (Figura 4) y negati-
va para mieloperoxidasa y para la reaccién del dcido
periédico de Schiff (Figuras 3B y C).

Ante la morfologia de tipo Burkitt y el comportamien-
fo citoquimico aftipico, se orienté como una leucemia
aguda linfoblastica de estirpe T (LLA-T).

* Citometria de médula désea.El estudio por citome-
tria de flujo en una muestra de médula dsea mostrd
una poblacién bldstica (por expresion de CD34) de
un 70%. Entfre los marcadores positivos enconframos:
CD3 de citoplasma, CD5, CD7,CD2,CD8,CD117,CD38
y TdTc +/- (20%), siendo negativa la expresion de los
marcadores CD45, CD13, CD33, cyMPO, cyCD79q,
CD19, CD20, CD10, CD22, CD1 y CD3 de superficie (Fi-
gura 5).
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Figura 7. . Hibridacion in sifu fluorescente (FISH) de médula 6sea
para el reordenamiento IGH/MYC, con resultado negativo. Presen-
cia de un isocromosoma 8q.

Es compatible con LLA de fipo ™I (pre-T) segun la
clasificacién inmunoldgica del European Group of Im-
munological Classification of Leukemia (EGIL).

* Estudio citogenético. EI cariotipo mostrdé un clon
celular con franslocacién reciproca entre los cromo-
somas 1y 11 (con puntos de rotura a nivel de las
bandas Tp3 y 11g23) y un isocromosoma 8 extra (con
puntos de rotura a nivel de la banda g10) (Figura 6).

Se realizaron dos estudios por hibridacién in situ fluo-
rescente (FISH). El primero (Figura 7) para el reordena-
miento IGH/MYC mediante una sonda LS| TriColor®, con
resultado negativo para la 1(8;14). El segundo, mediante
una sonda BreakApart® para el reordenamiento KMT2A
(antiguo MLL), permitié detectar un reordenamiento po-
sitivo en uno de los cromosomas 11 (siendo su homélo-
go normal) con delecion del brazo g, en consonancia
con la franslocacion definida en el cariotipo (Figura 8).

El estudio por biologia molecular para los reordena-
mientos del TCRgamma, mediante reaccién en cade-
na de la polimerasa (PCR) y electroforesis capilar en el
ADN, no se pudo llevar a cabo por problemas técnicos.

> Diagnéstico
Leucemia linfoblastica T (segdn la Organizacidon Mun-

dial de la Salud -OMS-), con morfologia Burkitt-like y
reordenamiento de KMT2A.

> Evolucion

La paciente inicid trafamiento segln el protocolo LLA-
AR2011 del grupo PETHEMA, consiguiendo respuesta
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Figura 8. Hibridacion in sifu fluorescente (FISH) de médula 6sea
para el reordenamiento KMT2A (MLL), con resultado positivo.
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Figura 9. Morfologia de médula dsea en respuesta completa fras
la induccién.

completa morfolégica y una enfermedad minima resi-
dual (EMR) < 0,1% por citometria fras la induccion. El 1%
de las células de aspecto bléstico visualizadas tras la
induccién fueron completamente distintas a los blastos
del diagnbstico, siendo probablemente células regene-
rativas (Figura 9). Posteriormente, se administraron los fra-
famientos quimioterépicos de las 3 consolidaciones, sin
complicaciones. Actualmente, la paciente se encuentra
con muy buena evolucidn en la fase de consolidacio-
nes tardias con reinducciones. El nivel de enfermedad
residual, dentro de la evaluacién al afo del diagndstico,
fue < 0,005% en médula ésea y sangre periférica.

> Discusion

La principal sospecha diagnéstica en un primer mo-
mento fue el linfona de Burkitt/leucemia de células
de Burkitt, dada la morfologia tan tipica encontrada,
en la que destacaba la intensa vacuolizaciéon y la
imagen caracteristica en cielo estrellado. Debido a la
logistica disponible en nuestro laboratorio, pudimos
realizar un diagnéstico integrado en pocas horas que
nos permitié, una vez analizado el comportamiento
citogquimico vy los resultados inmunofenotipicos, des-
cartar la citada opcién diagndstica y orientar el caso
hacia una LLA de estirpe T.

Aun asi, cabe destacar ofras posibles entidades dis-
fintas al linfoma de Burkitt en las que, aunque menos fre-
cuente, se ha descrito morfologia Burkitt-like; por tanto,
serian entidades a tener en cuenta inicialmente dentro
del diagndstico diferencial. Entre los linfomas pueden fe-
ner esta morfologia el linfora Burkitt-like con alteracion
de 11q, el linfoma de célula B de alto grado, fanto con
reordenamientos de MYC y BCL2 y/o BCL6 (linfomas
doble o triple hif) como los "NOS” (no especificados de
ofra formai, sin estos reordenamientos). También el linfo-
ma difuso de células grandes B (LDCG-B), entidad que
fipicamente comparte con nuestro caso la presenta-
cién clinica con afectacion ganglionar pero en la que,
sin embargo, no es habitual encontrar afectacion de la
médula ésea; en aquellos LDCG-B con afectaciéon me-
dular, la posible morfologia de los blastos cuenta con
5 variedades, siendo la mdas frecuentemente encon-
trada la centrobléstica. Las leucemias monobldsticas
(variedad Mba de la clasificacion francesa-americano-
britdinica -FAB-) son ofras de las enfidades con posibi-
lidad de presentarse con morfologia Burkitt-like, siendo
en los monoblastos mds caracteristico visualizar nume-
rosos nucleolos y un citoplasma amplio con fina gra-
nulacion azuréfila, con una definitoria positividad para
las esterasas inespecificas e inhibicién con fluoruro. Por
altimo, en las leucemias linfobldsticas fanto de linea B
como de linea T (como es nuestro caso), fambién se
ha descrito morfologia de tipo Burkitt, destacando por
ejemplo alguna LLA pre-B (clasificacion inmunolégica),
en las que son mds habituales las morfologias de fipo
L1 y L2. En estas leucemias linfoblasticas que pudieran
presentarse con morfologia Burkitt-like, es el estudio del
inmunofenotipo el que permite diferenciar la linea y a
su vez la clasificacion.

En nuestra opinién, es en el anterior punto desto-
cado donde reside el mayor interés de nuestro caso:
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una entidad que parece morfoldgicamente una leu-
cemia de Burkitt resulta ser finalmente una LLA-T por
inmunofenotipo. En la bibliografia solo encontramos
un caso recogido de LLA-T con morfologia Burkitt-like,
descrito en China en 2014, pero que expresaba mar-
cadores aberrantes mieloides (como CD13+, CD33+ o
CD15+), siendo catalogada como LLA-T con expresion
mieloide aberrante por la Organizacidén Mundial de la
Salud (OMS), pero que usando los antiguos criterios
del EGIL habria sido una bifenotipica. Nuestro caso, a
diferencia del comentado, expresa Unicamente mar-
cadores de linea T.

En relacién con las alteraciones citogenéticas de
nuestra paciente al diagndstico, revisando el atlas
de genética y citogenética en oncohematologia, en
cuanto a la 1(1:11)(p32;923) existen muy pocos ca-
sos descritos en la literatura (en total 36). De ellos, 17
son LLA (en su mayoria CD19+, CD10-), correspon-
diendo el resto con 15 casos de leucemia mieloide
aguda (LMA), 2 casos de leucemias bifenotipicas y
2 casos de sindromes mielodisplésicos. De las 17 LLA
con 1(1;11) el 76% son mujeres, situGndose la media-
na de edad al diagnéstico en 1 ano. La mediana de
supervivencia fue de 28 meses para las LLA. Entre las
alteraciones citogenéticas adicionales al reordena-
miento del KMT2A descritas, destacar la trisomia 21 o
la delecidn 59 y la monosomia 7 en los casos de LMA.
En los casos de LLA, Gnicamente estd descrito un caso
con frisomia 8 como alteracién adicional al reordena-
miento del KMT2A.

El isocromosoma 8 también es un hallazgo raro
como anomalia dnica, encontrdndose principal-
mente junto a ofras aberraciones cromosdémicas pri-
marias. Mds frecuentemente con 1(9;22)(g34;q11).
puede indicar evolucién clonal a menudo asociada
con la progresion de la enfermedad. Mienfras que
el cromosoma 8 extra es un marcador de evolucion
clonal comdn para la progresiéon en leucemia mie-
loide crénica (LMC), la aparicion de i(8)(q10) solo
se ha descrito raramente durante la fransformacion
de la LMC.

> Conclusiones

+ La morfologia Burkitt no es especifica de leucemia/
linfoma de tipo Burkitt. Es importante tener en cuenta
enfidades que pueden presentar morfologia Burkitt-
like como linfomas (LDCG-B, linfomma de célula B de

alto grado, linforma Burkitt-like con alteracion de 11g),
leucemias monobldasticas o LLA de linea B oT.

« En el caso presentado destaca la asociaciéon de
una morfologia Burkitt-like a una citoquimica e inmu-
nofenotipo de LAL-T, sin ofros marcadores aberrantes.

« Conviene recordar que en el diagndstico hema-
folégico es fundamental completar el proceso con
los resultados de todos los estudios y pruebas com-
plementarias realizadas al paciente, destacando la
importancia de integrar cada uno de ellos.
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Mujer de 28 anos con trombocitosis extrema

M.? Victoria de Poo Rodriguez, Elena Bonafonte Arruga,

Clara Auria Caballero, Gemma Azaceta Reinares

Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa. Zaragoza

> Motivo de consulta

Se frata de una mujer de 28 anos remitida por su médi-
co de atencidén primaria por un aumento exponencial
de la cifra de plaquetas de una semana de evolucion
(600 x 107/L, 1.000 x 10?/L, 2.300 x 10°/L).

) Historia clinica

Como antecedentes patolégicos, destacaba un trastor-
no de la personalidad sin medicacién en el momento
actual. Sus analiticas previas no presentaban ninguna
alferacion. Negaba el consumo de alcohol y de drogas.

Clinicamente, predominaba una astenia moderada
desde hacia una semana.

) Exploracion fisica

Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) de O.
No se palpan adenopatias ni visceromegalias.

> Pruebas complementarias

* Hemograma: hemoglobina (Hb) de 92 g/L, volu-
men corpuscular medio (VCM) de 102 fL, leucocitos
de 14,7 x 10?/L (neutrdfilos 20,8%, linfocitos 25,3%, mo-
nocitos 53,8%, eosindfilos 0,1%, basdfilos 0%) y plaque-
tas 2.987 x 10°/L.

» Bioquimica: bilirrubina y transaminasas norma-
les, funcién renal y écido Urico sin alteraciones, lac-
tato deshidrogenasa (LDH) de 525 U/L, potasio de
6.73 mmol/L, resto de los iones en rango normal.

* Laboratorio de eritropatologia: reticulocitos de
66 x 10°/L, eritropoyetina (EPO) de 35,81 mU/mL (5-14),
vitamina B,, de 307 pg/mlL, acido félico de 3,3 ng/mL,

hierro de 259 ug/dL (37-145), transferrina de 221 mg/
dL, indice de saturacidon de la fransferrina (IST) de
92,28%, ferritina sérica de 148 ng/mlL.

* Serologias: anti-igG del virus de la hepatitis C
(VHC), anti-HBsAg IgG del virus de la hepatitis B (VHB),
anti-HBc IgG VHB, virus de la inmunodeficiencia humao-
na (VIH), virus varicela zéster (VVZ) I1gG, citomegalovi-
rus (CMV) IgG, virus de Epstein-Barr (VEB) IgG vy virus
del herpes simple (VHS) negativos.

* Frotis de sangre periférica: displasia multilinea.
Neutréfilos desgranulados con cromatinas hipercon-
densadas e hiposegmentacién nuclear. Anisopoi-
quilocitosis, eritroblastos circulantes, defectos en la
hemoglobinizacién y punteados basdfilos groseros.
Trombocitosis confirmada; plaguetas de gran famano
con pseudondcleo y prolongaciones pseudopddicas
(Figuras 1 a 3). Blastos (561%) de talla media-grande
con alta relacién ndcleo-citoplasma, citoplasmas ba-
séfilos agranulares, cromatina laxa y nucleolo visible.
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Figura 1. Figura 1. Frotis de sangre periférica (May-Grinwald-
Giemsa x 1.000). Displasia plaquetaria. Plaquetas de gran tama-
fio con pseudondcleo y prolongaciones pseudopddicas.
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Figura 2. Frotis de sangre periférica (May-Grinwald-Giemsa
x 1.000). Neutréfilos desgranulados con cromatinas hiperconden-
sadas e hipolobulacién nuclear.

Figura 3. Frotis de sangre periférica (May-Grinwald-Giemsa
x 1.000). Displasia de serie roja. Eritroblastos circulantes. Defectos
en la hemoglobinizacion. Punteado basdfilo grosero.

Ocasional cup like nuclear y con mayor frecuencia
mamelones o blebs citoplasmdaticos (Figura 4).

 Ecografia abdominal: sin adenopatias ni viscero-
megalias.

* Medulograma: hipercelular con abolicion de la
vacuolizacidn grasa. Serie megacariocitica muy in-
crementada; cdmulos de megacariocitos displésicos
(80%) con formas de ndcleos dispersos, asi como ele-
mentos de talla pequena hipo- y bilobulados (Figu-
ras 5 a 7). La serie granulocitica representaba un 4%
y la serie eritroide un 30%, siendo ambas displdsicas.
Los blastos suponian un 58%, siendo células de talla

Figura 4. Frotis de sangre periférica (May-Griinwald-Giemsa
x 1.000). Blastos de talla mediana, cromatinas laxas con nucleolo
visible. Destacan los mamelones o blebs periféricos.

Figura 5. Aspirado de médula 6sea (May-Grinwald-Giemsa
x 100). Médula hipercelular, serie megacariocitica incrementada
y dismérfica. Elementos de nlcleos dispersos, hipo- y bilobulados.
Infiltfrado bldstico.

peguena, pseudolinfoides, con alta relacién ndcleo-
citoplasma, cromatina laxa con nucleolo visible y cito-
plasma de basofilia media agranular con frecuentes
mamelones periféricos y clasmatosis.
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Figura 6. Aspirado de médula 6sea (May-Griinwald-Giemsa
x 500). Displasia megacariocitica. Predominio de formas peque-
fias hipoploides. Infiltrado bldstico.
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Figura 7. Aspirado de médula 6sea (May-Griinwald-Giemsa x 500).
Megacariocitos monolobulados junto a células bldsticas.
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+ Citoquimica: mieloperoxidasa negativa (Figu-
ra 8), alfa-naftil acetato esterasa positiva débil, difusa 'y
ocasionalmente granular (Figura 9), &cido peryddico
de Schiff (PAS) negativo (Figura 10), tincidon de Perls
con sideroblastos de tipo | 28%, de tipo Il 17% y sidero-
blastos en anillo (SA) 18% (Figura 11).

+ Citometria de flujo (CMF): poblacion bldstica del
73% sobre la celularidad leucocitaria con expresion
de CD45 (+ débil), CD34+, CD117+, MPOc-, CD 33+,
CD15-, CD13+, CD41-, HLA-DR+, marcadores de linea
linfoide, eritroide y monocitica negativos.

Figura 8. Aspirado de médula 6sea (mieloperoxidasa x 1.000).
Citoquimica: blastos mieloperoxidasa negativos.

Figura 9. Aspirado de médula 6sea (alfa naftil acetato esterasa
x 1.000). Positiva débil, difusa y ocasionalmente granular.

Estudio citogenético. Cariotipo: 46,XX,inv(3)
(921g26)[30] (Figura 12). Hibridacion in situ fluores-
cente (FISH) (del7q), (delbq) negativos, reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) BCR.ABLT (p190, p210,
p230) negativa, PCR JAK-2 negativa.
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Figura 10. Aspirado de médula 6sea (Gcido peridico de Schiff
—-PAS- x 1.000). Blastos negativos.
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Figura 11. Aspirado de médula 6sea (tincion de Perls x 1.000).
Sideroblastos en anillo.

* Next generation sequencing (NGS): variantes en
los genes SF3B1 (42%), GATA2 (42%). KRAS (12%), NRAS
(11%), PTPN11(7%) e IKZF1(43%).

+ Estudio genémico de predisposicion a neopla-
sias mieloides NGS (células CD3+ sangre periférica):
negativo.

> Diagnoéstico

Leucemia mieloide aguda (LMA) con anomalias
genéticas recurrentes inv(3)(g21.3926.2); GATA2, ME-
COM.

> Evolucion

Recibe fratamiento de induccidn con idarubicina
y citarabina segln el protocolo PETHEMA 2017 LMA
< 65 afnos, alcanzando respuesta completa morfo-
I6gica y enfermedad minima residual (EMR) negati-
va (< 0,1%), cariotipo normal, asi como ausencia de
variantes génicas por NGS tras el fratamiento. Se ad-

Figura 12. Cariotipo: 46,XX,inv(3)(q21g26)[30].

ministra la consolidaciéon 1 y se realiza trasplante de
progenitores hematopoyéticos (TPH) de donante no
emparentado (DNE) HLA-idéntico 10/10 acondiciona-
do con fludarabina-busulfén (Flu-Bu). quimerismo dia
+28, +100: mixto 78% del donante. A los 4 meses del
trasplante recae, con infiltracién bldstica en la médula
6sea del 30%.

Se infroduce en un ensayo clinico fase Il multicén-
frico controlado con placebo: citarabina (ara-C) +
idasanutlin (antagonista de MDM2), sin obtener res-
puesta.

Actualmente, a los 11 meses del diagnéstico, dada
la recaida precoz postrasplante, la paciente se en-
cuentra en la tercera linea de tratamiento con veneto-
clax + azacitidina.

> Discusion

La LMA inv(3)(021.3026.2) /1(3:3)(021.3:926.2); GATA2,
MECOM solo supone del 1 al 2% de todas las LMA y
se da sobre todo en adultos®. La mayoria de los ca-
50s (82,6%) son de novoy el 17,4% relacionados con
terapia.

Las primeras descripciones relacionando las altera-
ciones en el cromosoma 3 con el hallazgo de trom-
bocitosis en LMA datan de los anos ochenta y ya en
esa década® se constatd que existia displasia en
varias lineas hematopoyéticas, siendo especialmente
frecuentes las anomalias en la serie megacariocitica,
y que la baja supervivencia con resistencia al trata-
miento era la norma en estos casos. Asi, a principios
de los noventa, se comenzd a considerar un “sindrome
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3021.3926.2"® referido a sindrome mielodispldsico
(SMD), LMA o crisis blastica de neoplasia mieloprolife-
rativa (NMP) con alteracion a ese nivel del cromoso-
ma 3 y trombopoyesis anémala.

Los signos guia a nivel morfolégico que nos pueden
hacer sospechar la presencia de esta anomalia son
la displasia multilinea con destacada hiperplasia me-
gacariocitica dismorfica (predominando los elemen-
tos hipoploides) y la frombocitosis™.

Con respecto a las caracteristicas clinico-bioldgicas,
la inv(3)(921.3926.2) o 1(3:3)(921.3:926.2) reposicio-
na un potenciador (enhancer) distal de GATA2 que
activa la expresion del oncogén MECOM, y, simulta-
neamente, confiere haploinsuficiencia de GATA2. Es
preciso senalar que la sobreexpresion de MECOM no
esté limitada a esta entidad; sirva como ejemplo la
1(3:21)(026.2;922.1) que da lugar a la fusion MECOM-
RUNXT y aparece en general en neoplasias mieloides
relacionadas con ferapia (NMRT)®.

Por lo general, la supervivencia global (SG) es infe-
rior al ano y las respuestas al tratamiento son desalen-
tadoras, independientemente del ndmero de blastos
al diagndstico, de tal modo que numerosos autores
y frabajos avalan que esta enfidad pueda ser diag-
nosticada con una cifra de blastos < 20%, al igual
que ofras LMA con anomalias genéticas recurrentes,
ya que la evolucién y el fratamiento no difiere®. Por
el momento, la dltima revision de la clasificacion de
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) adn no
clasifica esos casos como LMA, pero si recomienda su
manejo como tal®,

Por ofra parte, la incidencia de trombocitosis en
LMA no es habitual; sin embargo, la LMA inv(3)
(921.3026.2) /1(3:3)(021.30:26.2); GATA2, MECOM sue-
le debutar con cifras de plaguetas normales o incluso
elevadas (7-22% segun la OMS)™M. En 1993 ya se publi-
c6 un estudio en 24 pacientes que relacionaba ano-
malias del brazo largo del cromosoma 3 (3g)® con
la presencia de trombocitosis (16% con > 500 x 10°/L).
En estudios multicéntricos con un ndmero importante
de casos (103 SMD y LMA con esta alteracion gené-
fica)®, un 5% presentaron cifras de plaquetas altas,
con un maximo de 1.395 x 10?/L. El Grupo Espanol de
Citologia Hematolégica (GECH) publicd una serie de
35 casos®, en la que un 5,7% tenia cifras de plaquetas
> 450 x 10°/L, similar a otfra serie de 30 casos?” que
arrojaba un 6,7%.

Sin embargo, las cifras millonarias de plaquetas no
son habituales, habiéndose comunicado en la mayo-

ria de las series méximos en forno al millén y medio®®
(nuestra paciente debutd con > 3 millones/mm?). Se
han objetivado diferencias raciales a este respecto,
de modo que los asiditicos parecen presentar recuen-
tos plaquetarios superiores a los occidentales®. Casos
con cifras superiores a 2 y 3 millones de plaquetas se
han comunicado en LMA con alteracién a nivel de
3921, aunque en el contexto de ofras franslocaciones
como f(1;3)0 y £(3;16; 7).

Respecto al impacto clinico que pudiera tener di-
cha frombocitosis, no se ha documentado un incre-
mento de eventos isquémicos o tfrombdticos, y tampo-
co relaciéon con la supervivencia global®.,

La trombocitosis extrema obliga a realizar un diagnds-
fico diferencial con cuadros mieloproliferativos. En rela-
cién con nuestro caso,con una cifra de blastos > 20% solo
cabria considerar una transformacion blastica de una
patologia previa no diagnosticada, feniendo en cuen-
fa que, ademdas, la alteracion inv(3)(g21.3026.2)/1(3;3)
(921.3;026.2) puede darse ocasionalmente en ofras
neoplasias mieloides como la leucemia mieloide cré-
nica (LMC)@2 (en fase acelerada o en crisis bléstica),
NMP Philadelphia (Ph)(-)™® y SMD/NMP(® como leuce-
mia mielomonocitica cronica (LMMC).

A este respecto, ya se ha expuesto la ausencia de
analiticas previas alteradas y visceromegalias, y la
negatividad de BCR-ABL y de mutaciones en JAK-2/
CALR/MPL que pudieran hacer sospechar un cuadro
mieloproliferativo previo. No fue posible, por rechazo
de la paciente (hubiera sido interesante), la realizo-
cion de biopsia de médula ésea en la que analizar la
morfologia megacariocitica, ya que, respecto a NMP
Ph(-) se ha publicado que a veces coexisten los me-
gacariocitos hipoploides de este tipo de LMA con los
hiperlobulados de Ia NMP. La media de tiempo desde
el diagndstico de NMP a la detecciéon de la anomalia
en 3926.2 es de 44 meses (rango de 1 a 219 meses),
por lo que no seria absolutamente imposible, aunque
si muy improbable, dado que la incidencia es de un
0.8%1®. En cuanto a una LMMC previa, en ningdn mo-
mento se constatd monocitosis.

El hallozgo citolégico de SA y la mutaciéon en SF3BT,
junto a la trombocitosis, fambién nos harian conside-
rar una posible mielofibrosis (MF) previa o incluso un
SMD/NMP con SA y frombocitosis. Sin embargo, nin-
gun dato analitico, clinico o molecular apoyaria este
supuesto.

La incidencia y el significado de los SA'y SF3BT muta-
do en LMA de novo fueron estudiados en 1.857 cao-
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sos (excluidas LMA con alferaciones genéticas recu-
rrentes), hallando cifras de SA iguales o mayores al
15% en el 10% de los casos.

En contraste con lo que ocurre en los SMD de bajo
grado con SA (en los que se observa una frecuencia
inferior de citogenética adversa y menos mutaciones
en genes asociados a mal prondstico, como TP53), en
la LMA con SA se hallé mayor frecuencia de citogené-
fica adversa (54%) (especialmente TP53 mutado). Sin
embargo, esto no se fradujo en menor supervivencia
global. La incidencia de mutacién del gen del espli-
ceosoma SF3BT en LMA de novo, en teoria, es baja
(estd mas asociada a LMA secundaria, al igual que el
resto de las mutaciones del espliceosoma)(®.

El hecho cierto de la asociaciéon preferente de mu-
facién en SF3B1 en casos de LMA “secundaria” (con
SMD, NMP. SMD/NMP previo o relacionada con fera-
pia) adn podria sustentar mads la hipotética posibili-
dad en nuestro caso de una posible patologia mie-
loide previa no conocida. Los hallozgos moleculares
de esta serie(™, como ausencia de exclusion mutua
significativa entre NPM1 (propio de casos de novo)
y ofras mutaciones significativamente representadas
en casos secundarios, como ASXLT o SF3B1, muestran
que la LMA con SA presenta una onfogenia compleja
qgue parece compartir caracteristicas entre las LMA de
novoy las secundarias.

Sin embargo, el panorama molecular®®  cam-
bia al hablar de LMA con inv(3)(a21.3926.2)/1(3;3)
(921.3;926.2); GATA2, MECOM (una entidad que apo-
rece eminentemente de novo), ya que el 98% de los
casos presenfan mutacion de genes que activan la
via de senalizacion RAS/RTK, ocupando las mutacio-
nes en genes del espliceosoma el segundo lugar en
frecuencia, apareciendo en un 29% de los casos (y de
ellas, el 92% corresponde a SF3B1 mutado). Ademds,
la mutacién en SF3B1 se asocia con frecuencia a mu-
tacién en GATA2, lo que explicaria su alta presencia
en esta enfidad. También se asocia a monosomia del
cromosoma 7 (68%) y en cambio coexiste en pocos
casos (6%) con TP53 mutado (a diferencia de lo hallo-
do en LMA de novo sin anomalias genéticas recurren-
fes en estudios previos)1617,

¢Podria esto tener algln impacto en la evolucion
clinica? En esta cohorte de 41 casos no se hallaron
diferencias en SG, supervivencia libre de progresion
(SLP) o caracteristicas clinicas en funcién del perfil
mutacional@.Y, dada la baja incidencia de esta LMA
y su corta supervivencia mediana (10 meses), hasta

el momento no se ha identificado claramente un fac-
tor molecular con valor prondstico independiente que
contribuya a un mayor conocimiento fisiopatoldgico
de esta enfermedad.

) Para recordar

+ Anfe frombocitosis en el debut de una LMA, es
preciso excluir anomalias del brazo largo del cromo-
soma 3, en concreto, LMA inv(3)(g21.3926.2)/1(3;3)
(021.3;926.2); GATA2, MECOM (con menos frecuen-
cia, ocurre en ofros casos, como en la leucemia agu-
da megacarioblastica).

« La displasia multilinea no es exclusiva de "LMA
con cambios relacionados con mielodisplasia”, sino
que aparece con frecuencia en algunas LMA con
anomalias genéticas recurrentes, como LMA inv(3)
(921.3926.2)/1(3;3)(021.3;926.2); GATA2, MECOM.

+ Dismegacariopoyesis marcada e hiperplasia mego-
cariocifica son hallazgos constantes en la LMA inv(3)
(921.3926.2) /1(3:3)(021.3;026.2); GATA2, MECOM.

+ La mutacién en el gen del espliceosoma SF3BT es
frecuente (27%) en la LMA inv(3)(g21.3g26.2)/1(3;3)
(921.3;926.2); GATA2, MECOM y, por tanto, también los
SA, no habiéndose demostrado un valor prondstico in-
dependiente en la evolucién de la entidad.

La LMA inv(3)(921.3926.2)/1(3;3)(921.3;926.2);
GATA2, MECOM se presenta en mdés del 80% de los ca-
sos de novo, pero fambién se ha descrito como evolu-
cién de SMD, NMP. SMD/NMP y relacionada con ferapia.
Dado que la mutacién de SF3BT se asocia con mds
frecuencia a LMA “secundarias”, su hallozgo en este
contexto obliga a una investigacion minuciosa a fin de
establecer el cardcter primario o no de la enfermedad.
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LAS NUEVAS TECNOLOGIAS APLICADAS AL DIAGNOSTICO Y

TRATAMIENTO DEL LINFOMA DIFUSO DE CELULA-B GRANDE
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Los avances que se han producido en los Gltimos afos en la bioclogia molecular hacen que nos encon-
tfremos en una nueva era en la que las herramientas diagndsticas clésicas se han visto complementadas
y reforzadas por las nuevas técnicas de secuenciacién masiva. Este hecho, junto al extraordinario desa-
rrollo de la inmunoterapia y la terapia celular, hace que se esté abandonando el tratamiento de las he-
mopatias malignas, entre ellas el linfoma difuso de célula B grande (LDCBG), basado en la quimioterapia
combinada, para pasar a terapias mds dirigidas a dianas terapéuticas. Estos hechos nos llevan a una
medicina de precisidn, que ya podemos intuir actualmente, aunque es de esperar que en los proximos
anos sea capaz de definir fratamientos especificos a la carta para los diversos subgrupos moleculares
de estos linfomas. Sin embargo, tenemos al menos dos grandes retos para alcanzar este ambicioso
objetivo. En primer lugar, obtener una definicién mas precisa, contrastada y reproducible de los diversos
subgrupos moleculares susceptibles de ser tratados de forma diferencial. Hasta la fecha, la mayoria de
los ensayos que han testado mejoras en el tratamiento de los LDCBG con la adicién de nuevos farmacos
al R-CHORP tales como el Robust con la lenalidomida o el Phoenix con el ibrutinib, se han basado en una
clasificacién de célula de origen en LDCBG generada a partir de perfiles de expresiéon génica que ya
sabemos que esté incompleta y que recientes estudios basados en técnicas de secuenciacién masiva,
como los clusters de Harvard o los subtipos genéticos del National Cancer Institute (NCI), han superado
ampliamente. Ello ha llevado a que los resulfados negativos de los mencionados ensayos sean muy
imprecisos y dificiles de interpretar.Y aqui conectamos con el segundo gran reto: ser capaces de testar
estos nuevos subgrupos génicos o clusters dentro de ensayos ya llevados a cabo o de nuevo diseho, que
nos permiten hacer realidad el objetivo de una medicina de precisién validada con la que poder tomar
decisiones efectivas en la practica clinica habitual.

En este simposio se pretende actualizar a los hematdlogos en las aplicaciones que las nuevas tecno-
logias tienen en el LDCBG, tanto en el diagndstico como en el tratamiento, y, con ello, dar una visién de
coémo se estd aplicando la medicina de precisién en este linfoma.

El Dr. Lenz del Hospital Universitario de Munster nos ilustraré acerca de cémo un mejor entendimiento
de la biologia del LDCBG puede tener implicaciones terapéuticas. En particular, nos pondrd un ejemplo
de la bdsqueda de terapias diana que puedan mejorar los resultados en subtipos moleculares espe-
cificos, a través de su experiencia con inhibidores de PI3K alfa/delta, el copanilisib. Nos mostrard cémo
comenzando desde modelos en lineas celulares in vitro, pasando por modelos murinos, han acabado
testando el fGrmaco en ensayos clinicos con el objetivo de definir los perfiles moleculares con mejores
respuestas. Finalmente, estos hallazgos pueden llevar a obtener modelos de prediccion de respuesta
y resistencia, capaces de seleccionar aquellos pacientes candidatos a recibir estos nuevos fdrmacos
combinados con el esténdar R-CHOP en primera linea.
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LAS NUEVAS TECNOLOGIAS APLICADAS AL DIAGNOSTICO Y

TRATAMIENTO DEL LINFOMA DIFUSO DE CELULA-B GRANDE

La Dra. Alonso Sarasquete, del Hospital Universitario de Salamanca, realizard una revisiéon sobre la utili-
dad de la biopsia liquida en el diagndstico y el seguimiento del LDCBG. Revisard los principales estudios
publicados en este campo y, ademds, nos presentard los datos de su centro. De esta forma, tendremos
un resumen muy fidedigno de cémo podemos utilizar la biopsia liquida, tanto en el diagndstico del
LDCBG como para monitorizar la respuesta al fratamiento y detectar recaidas del linfoma antes de su
presentacién clinica. Ademads, nos ilustrard solbre los nuevos horizontes que abre esta técnica en la me-
dicina de precision.

La Dra. Giné nos hablaré de los avances en el tfratamiento del LDCBG, que vienen de la mano de la
inmunoterapia y la terapia celular. En primer lugar, revisard los resultados obtenidos con los nuevos anti-
CD20, los anticuerpos monoclonales con especificidades diferentes al CD20, los anticuerpos monoclo-
nales conjugados y los biespecificos. A continuacién, nos hablard de las perspectivas que los inhibidores
del check-point inmune ofrecen en el fratamiento del LDCBG. Finalmente, abordard los Gltimos avances
en la terapia celular en este linfoma. Primero, revisando el papel actual del alotrasplante de progenitores
hematopoyéticos vy, finalmente, revisando la terapia CART disponible en la actualidad, repasando sus
resultados en el LDCBG, su toxicidad y los ensayos clinicos que se estdn realizando actualmente.
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La biopsia liquida en el linfoma difuso de célula B grande

M. Alcoceba, M. Garcia-Alvarez, A. Martin Garcia-Sancho, L. G. Diaz Gonzalez,
P. Tamayo, R. Garcia-Sanz, M. E. Alonso Sarasquete

Complejo Asistencial Universitario de Salamanca

> {Qué es la biopsia liquida?

El férmino biopsia liquida (BL) fue acufado hace mdés
de una década por Pantel y Alix-Panabiéres para defi-
nir el uso de una prueba sanguinea como alternativa
para proporcionar la misma informacién genética ob-
tfenida de una muestra de biopsia tisular®. La BL pre-
senta numerosas ventajas respecto a la biopsia tradi-
cional. Dado que es minimamente invasiva, permite la
toma de muestra en varios momentos y asi abordar la
heterogeneidad temporal y su evolucién clonal. Ade-
mdas, la BL refleja la heterogeneidad global del tumor,
ya que no se limita a una regiéon especifica, por lo que
también permite estudiar la presencia de diferentes
subclones tumorales localizados en distintas regiones
anatémicas del individuo, es decir, es capaz de identi-
ficar las distintas alteraciones consecuencia de la he-
terogeneidad espacial de los fumores.

Existen diferentes analitos que pueden ser determi-
nados en la muestra de BL, tales como el ADN circu-
lante (ADNc), ARN circulante (ARNc), exosomas, etc.
No obstante, en el presente frabajo nos cenfraremos
exclusivamente en el ADNc tumoral (ADNct) o frac-
cién del ADNc derivado del tumor. El ADNct presenta
como principal caracteristica reflejar las alteraciones
moleculares (variaciones de nucledétido simple -SNV-,
franslocaciones y/o variaciones en el nUmero de co-
pias) presentes en el tumor primario, permitiendo de
esta forma la caracterizacion genética del mismo.

) La biopsia liquida en hematologia

Al igual que en los tumores sélidos, en las neoplasias
hematolégicas la informacién contenida en el ADNct
es mas representativa del genoma tumoral que la de-
rivada de una muestra puntual de médula ésea o de
una biopsia ganglionar, hecho que queda demostra-

do a través de numerosas publicaciones en mieloma
mdltiple (MM)®,

La mayoria de las neoplasias hematoldgicas son cir-
culantes, por lo que resulta fécil acceder a las células
tumorales a través del torrente circulatorio. No obstan-
fe, en el caso de los linfomas, estos se manifiestan en
compartimentos fisulares como érganos linfoides se-
cundarios desde los que no circulan, asemejdndose
mas asi al comportamiento de un tumor sélido. Es por
ello que, en este subgrupo de neoplasias hematolé-
gicas la BL cobra un papel importante tanto a nivel
diagnéstico, para la identificacién de marcadores
tumorales, como durante y después del tratamiento,
para el seguimiento de la enfermedad.

Dentro de los LNH, la enfidad mds frecuente es
el linfoma difuso de célula B grande (LDCBG), ca-
racterizado por su heterogeneidad clinica y biold-
gica. Actualmente, varios grupos han abordado la
caracterizacion molecular de la célula tumoral del
LDCBG empleando la BL. Asi Rossi et al.® analizaron
medianfe secuenciacion masiva (Next Generation
Sequencing -NGS-) una serie de muestras parea-
das de ADNct obtenido a partir del plasma y de ADN
tumoral procedente de la biopsia (n = 36). Los resul-
tados mostraron que el ADNct refleja la mayoria de
las mutaciones presentes en la biopsia tisular, espe-
cialmente aquellas con una frecuencia alélica supe-
rior al 20% en el tumor, con una sensibilidad del 90%
y una especificidad del 100%. También observaron
que en el ADNct se detectaban mutaciones que no
estaban en la biopsia tisular, probablemente debido
a la heterogeneidad espacial del tumor. Otfros gru-
pos han analizado series pareadas similares llegan-
do incluso a clasificar los pacientes en los subtipos
moleculares en funcién de la célula de origen -sub-
fipo centro germinal (GCB) o de célula B activada
(ABC)- a partir de los datos obtenidos del ADNct
mediante secuenciacidon masiva®, Resultados simi-




lares fambién se encuentran en la serie publicada
por Bohers et al.® con una tasa de concordancia
de mutaciones entre la muestra fumoral y la de plas-
ma del 85%, en la que describieron perfiles molecu-
lares de mutaciones para clasificar los pacientes de
acuerdo con el subtipo ABC (mutaciones en MYD88,
CD79A/By PIMT) o GCB (mutaciones en los genes
EZH2y BCL2).

En nuestro centro hemos llevado a cabo un andili-
sis preliminar sobre una serie de muestras pareadas
(n = 20) de biopsia ganglionar (infilfracidon ftumoral por
encima del 20%) y ADNct en el momento del diagnos-
fico de pacientes con LDCBG. Estas muestras fueron
analizadas mediante NGS utilizando un panel a medi-
da para la deteccién de mutaciones, translocaciones,
reordenamientos y variaciones en el nUmero de co-
pias. De forma que, en relacién con la tasa de detec-
cién de mutaciones, los primeros resultados mostraron
una concordancia del 70% entre ambas muestras, si
bien también se detectaron mutaciones exclusivas de
la adenopatia y ofras del ADNct, estas Ultimas reflejo
de la heterogeneidad global del linfoma capturada
por la muestra de BL. Por otra parte, en relacién con
variaciones estructurales, nuestro panel de NGS per-
miti® detectar en el ADNct el 90% de los casos con
franslocacion (IgH/BCL2), el 65% de los casos con
(IgH/BCL6) y el 90% con (IgH/MYC) detectados en la
muestra ganglionar.

Por ofra parte y dentro del mismo estudio mencio-
nado anteriormente, hasta la fecha hemos analizado
mediante NGS un total de 70 muestras de ADNct. Entre
los datos mds interesantes cabe sefalar que la tasa
de deteccién global de marcadores moleculares al-
canzd el 100% (70/70), con una media de 7 mutacio-
nes por paciente (rango: 2-29). Entre los genes mas fre-
cuentemente alterados se encuentran KMTD2 (37%).
TP53 (30%). ARIDTA (28%). SOCS1 (21%) y CREBBP
(19%), resulfados concordantes con lo descrito en se-
ries similares®57,

De forma global y en base a nuestros propios resul-
tados, estos datos ponen de manifiesto la fidelidad
con la que el ADNct refleja las alteraciones molecu-
lares presentes en el ftumor y cémo la secuenciacion
masiva constifuye una alternativa sensible y eficaz
para su caracterizaciéon. Por fodo ello, la BL se postula
Como una alternativa no invasiva para la caracteriza-
cién molecular de este tipo de neoplasias, ya que per-
mite detectar tanto las SNV como las franslocaciones
cromosémicas presentes en el fumor.

> Aplicaciones de la biopsia liquida

La BL fiene numerosas aplicaciones que permiten
profundizar en la biologia de los linfomas y mejorar la
atencién de estos pacientes. En general, podriamos
hablar de 3 momentos en los que la BL puede apor-
tar conocimiento: en el diagnéstico, proporcionando
informacién sobre la carga tumoral y para la identi-
ficaciébn de marcadores moleculares prondsticos o
dianas para el seguimiento de la enfermedad mini-
ma residual (EMR); durante el fratamiento, fase en la
que puede identificar pacientes no respondedores
o refractarios en los que seria conveniente modificar
el fratamiento o bien aquellos que alcanzan remisidn
completa para un regjuste de la terapia; y, por Gltimo,
una vez concluido el tratamiento, para la deteccién
precoz de recaidas, ajustes en la terapia de manteni-
miento y asi proporcionar una medicina de precisién
para cada paciente.

Con respecto al diagndstico, ya hemos revisado al-
gunas de sus ventajas mds importantes en el aparta-
do anterior, por lo que nos cenfraremos en los estudios
de seguimiento durante y después del tratamiento, o
estudios de EMR. Aungue cada vez sabemos mds so-
bre la biologia y la heterogeneidad del linfoma, deter-
minar la intensidad y la duracién del tratamiento de
forma individual para cada paciente continda sien-
do un refo. En el momento actual, la estadificacion
inicial, la evaluacién de la respuesta al tratamiento,
asi como el seguimiento posterior de los linfomas se
basan en los resultados de técnicas de imagen como
la tomografia por emision de positrones (PET)/tomo-
grafia computarizada (TC). No obstante, aunque es-
tas técnicas proporcionan informacién muy valiosa,
presentan ciertos inconvenientes derivados de la so-
breexposicion del paciente a la radiacién, el elevado
coste, asi como una tasa no desdenable de falsos
positivos y falsos negativos®?, Todo ello pone de ma-
nifiesto la necesidad de disponer de otfras aproxima-
ciones mds sensibles y especificas para la detecciéon
de la EMR en estos pacientes, donde la deteccién y la
cuantificacién del ADNct se postulan como una alter-
nativa prometedora.

De hecho, ya son numerosas las publicaciones en
este campo que han abordado el estudio de la EMR
a través del ADNct empleando diversas fecnologias
como la NGSU°™, |a reaccidén en cadena de la poli-
merasa (PCR) digital??y diversos marcadores mole-
culares. En concreto, 2 grupos han analizado el po-




pel del ADNct en el seguimiento de pacientes con
LDCBG mediante NGS utilizando el reordenamiento
de los genes de las inmunoglobulinas (IgH)"™.
Ambos trabajos mostraron una tasa de deteccion
del reordenamiento de entre un 82 y un 92% en las
muestras de ADNct al diagndstico y que, ademas,
los niveles de ADNct se correlacionaron con otros
parédmetros de la carga tumoral como los niveles de
LDH, el volumen metabdlico tumoral y el indice pro-
noéstico infernacional (IPl). Es mas, debido a la mo-
yor sensibilidad de la BL respecto a las técnicas de
imagen, el ADNct se pudo detectar entre 3y 3,5 me-
ses antes de que se produjera la recaida clinica de
estos pacientes.

No obstante, la deteccién de un solo marcador
(reordenamiento de IgH) tfiene algunas dificulta-
des, como una sensibilidad limitada y en ocasiones
también una baja aplicabilidad por la presencia
de mutaciones somdticas que dificultan la identi-
ficacion del marcador. Es por ello que se han de-
sarrollado metodologias alternativas para ampliar
el nUmero de marcadores, incluyendo mutaciones,
variaciones en el nimero de copias, translocacio-
nes y reordenamientos -cancer personalized profil-
ing by deep sequencing (CAPP-Seq)- para aumen-
tar la aplicabilidad y la sensibilidad®. Su aplicacion
en una serie de 92 pacientes con LDCBG identificd
un marcador molecular en el 100% de las muestras
de ADNct en el momento del diagnédstico y permitié
detectar la recaida mediante técnicas no invasivas
con una media de 6 meses de anterioridad a la re-
caida clinica®™. Estos estudios muestran cémo el
seguimiento de la EMR mediante técnicas de BL su-
pera considerablemente a las técnicas de imagen
de referencia en la deteccidén precoz de la recaida
clinica.

Otra aplicacién muy interesante es la deteccidn
temprana de la resistencia al tratamiento. De hecho,
en un frabajo reciente sobre el empleo de panobinos-
fat en pacientes con LDCBG refractarios demostraron
gue los niveles de ADNct en el dia 15 tenian valor pre-
dictivo sobre la respuesta a este farmaco(?,

Finalmente, cabe senalar el papel dentro de la me-
dicina de precisidn, mediante la identificacion de
mutaciones susceptibles de ser “atacadas” median-
te f&rmacos dirigidos. Un trabajo sobre el empleo de
ibrutinib en el LDCBG demuestra que la presencia de

mutaciones en MYD88 y CD79B era predictivo de res-
puesta®.

) Proximos pasos para trasladar la biopsia liquida
a la clinica en los linfomas

Los datos anteriores ponen de manifiesto los importan-
fes avances que se han producido en este campo.
No obstante, estas estrategias aln no se han trasla-
dado a la préctica clinica rutinaria para el manejo de
los pacientes con linfomas. Existen, por tanto, todavia
cuestiones importantes por resolver y, entre las mas im-
portantes, se encuentran:

+ Procesamiento de las muestras: establecimiento
de protocolos normalizados para la extraccién y con-
servacion de los dcidos nucleicos.

+ Estandarizaciéon de las técnicas: determinar cudl
serfa la técnica de eleccion (exoma, paneles a medi-
da, efc.) para la deteccidon de marcadores moleculo-
res (reordenamiento de genes IgH, mutaciones, trans-
locaciones, varios marcadores...). En relacion con el
andlisis bioinformatico y la posterior interpretacién de
los resultados obtenidos es necesario establecer crite-
rios minimos de calidad y, en la medida de lo posible,
establecer protocolos de andilisis similares.

* Una vez dispongamos de los protocolos normali-
zados de trabajo, seria conveniente disefar ensayos
clinicos prospectivos que compararan estas nuevas
estrategias con las técnicas imagen de referencia y
asi confirmar los resultados en series prospectivas y
mayores de pacientes.
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La inmunoterapiady la terapia celular en el tratamiento
e

| infoma difuso de célula-B grande

Eva Giné Soca
Servicio de Hematologia. Hospital Clinic. Barcelona

> Introduccion

Los avances en el campo de la inmunoterapia estén
revolucionando el fratamiento del cdncer, de forma
que la inmunoterapia ha pasado a ser considerada
el quinto pilar del tratamiento oncoldgico junto a la
cirugia, la guimioterapia, la radioterapia y la terapia
dirigida con moléculas pequenas®.

El linfoma difuso de célula grande B (LDCGB), el
subtipo histolédgico mas frecuente en el mundo occi-
dental y paradigma de linfoma agresivo, se ha benefi-
ciado en gran medida de la introduccién de algunas
de las distintas modalidades de inmunoterapia. En el
momento actual, se considera que dos terceras par-
tes de los pacientes con diagnéstico de LDCGB serdn
curables, en tanfo que los restantes presentarén fra-
caso al tratamiento en algdn momento de su curso
clinico. En estas cifras todavia no se refleja el impacto
beneficioso de nuevas modalidades de inmunotera-
pia recientemente aprobadas, especial-

para tratar tumores. Posteriormente, se ha asistido a un
desarrollo muy répido de la inmunoterapia, gracias a
diferentes avances tecnoldgicos y a un mayor conoci-
miento de la regulacion del sistema inmune, que estd
permitiendo explotar la activacion de los linfocitos T
Ccomo una nueva herramienta de gran potencial en
distintfas neoplasias®. En esta linea, destacan espe-
cialmente los anticuerpos monoclonales inhibidores
del check-point (ICl) y la terapia celular adoptiva CART.
Estos avances se han incorporado en el fratamiento
del LDCGB con la reciente aprobacioén por la EMA en
junio de 2018 de 2 productos CART anti-CD19, axica-
btagene ciloleucel y tisagenlecleucel. Mds reciente-
mente, en enero de 2020, se ha aprobado también
el anticuerpo monoclonal conjugado polatuzumab
vedotin, en combinacién con bendamustina y rituxi-
malb, con la consiguiente ampliacién de las opciones
terapéuticas disponibles en pacientes con LDCGB en
recidiva o refractarios (Figura 1).

mente la terapia CART, aplicables en el

subgrupo de pacientes recaidos o en
progresidn que hasta hace poco tenian
un prondstico ominoso.

La primera evidencia clinica de la
existencia de inmunidad antitumoral se
tfuvo en la década de los setenta con
el frasplante alogénico de progenitores
hematopoyéticos, que demostrd ser un
fratfamiento potencialmente curatfivo en
diferentes neoplasias hematolégicas.
Ahora bien, fue la introduccién del pri-
mer anticuerpo monoclonal quimérico
anti-CD20, rituximab, aprobado por la
European Medicines Agency (EMA) en
1998 para fratar el LDCGB, lo que supuso
la primera prueba de concepto acerca
de la utilizacién de la inmunidad dirigida

Inmunoterapia no celular
¢ Anticuerpos monoclonales (AcMo)
¢ AcMo conjugados @

¢ AcMo biespecificos JL o

¢ Inhibidores de check-point

Y

Inmunoterapia celular
* TPH alogénico
e Terapia CART

Figura 1.Tipos de inmunoterapia en el linfoma difuso de células grandes B (LDCGB).
TPH: trasplante de progenitores hematopoyéticos.




> Anticuerpos monoclonales
en el linfoma difuso de célula grande B

) Rituximab y otros anticuerpos anti-CD20

El rituximalb es un anticuerpo que reconoce el anti-
geno CD20, expresado de forma selectiva por células
linfoides B maduras y las neoplasias derivadas de las
mismas. Desencadena la muerte de la célula tumoral
principalmente gracias a la activacion del sistema in-
mune del paciente que reconoce el anticuerpo, me-
diante citotoxicidad dependiente del anticuerpo y del
complemento, ademds de inducir la muerte celular
directa por apoptosis®. Los anticuerpos monoclona-
les como el rituximab inducen, en general, una baja
tasa de respuestas que son de corta duracién en el
LDCGB u ofros linfoas agresivos con expresidn de
CD20. Ahora bien, en combinacién con quimioterapia
son capaces de mejorar sustancialmente los resulta-
dos de la misma. De esta forma, se estima que el ritu-
ximab ha incrementado en un 15% la supervivencia
global de los pacientes con LDCGB®.

La eficacia demostrada por el rituximab ha moti-
vado el posterior desarrollo de biosimilares, con has-
ta 6 productos aprobados por la EMA y algunos de
ellos también por las autoridades sanitarias espafo-
las. Por ofro lado, se han desarrollado, asimismo, ofros
anticuerpos monoclonales anti-CD20, con distintos
epitopos o con modificaciones para incrementar la
citotoxicidad, aunque desafortunadamente ninguno
de ellos ha logrado demostrar un superior beneficio
clinico en el LDCGB. Ejemplo paradigmatico de ello
ha sido el obinutuzumab, un anticuerpo monoclonal
anti-CD20 humanizado de tipo Il, con una mayor po-
fencia en la citotoxicidad dependiente de anticuer-
po y de muerte directa en modelos preclinicos. Sin
embargo, obinutuzumab no pudo demostrar una efi-
cacia superior al rituximab al combinarlo con CHOP
en primera linea de fratamiento del LDCGB en el estu-
dio aleatorizado GOYA, con mds de 1.400 pacientes
incluidos® (Tabla 1).

> Anticuerpos monoclonales
con otras especificidades

El tafasitamab (MOR208) es un anti-CD19 que se estd
desarrollando en combinacién, principalmente con
lenalidomida o bendamustina, para el fratfamiento

de los pacientes con LDCGB en recaida o refractarios
(R/R) no candidatos a tratamientos intensivos con
trasplante autégeno®. También se esté explorando en
combinacién con R-CHOP y lenalidomida en primera
linea de tratamiento del LDCGB.

Otro anticuerpo en desarrollo es un anti-CD47,
magrolimab (HU5F9-G4), que facilita que la célula
tumoral pueda ser fagocitada por los macréfagos.
Estudios en fase | y Il estén evaluando su papel prin-
cipalmente en combinacién con rituximab®, este
altimo inductor de la fagocitosis, con el que se han
descrito respuestas objetivas del 50% y hasta un 36%
de remisiones completas (RC) en el LDCGB en R/R
(NCT02953509).

> Anticuerpos monoclonales conjugados

Los anficuerpos monoclonales conjugados se vienen
desarrollando para incrementar la actividad antitu-
moral del anticuerpo, que suele ser baja, mediante
la unién covalente de una molécula téxica para la
célula. Entre los diferentes anticuerpos monoclonales
conjugados evaluados en el LDCGB en R/R destaca
el polatuzumab vedotin, que es un anti-CD79b unido
a una carga de monometil auristatina E (MMA). Este
anticuerpo conjugado ha logrado la reciente apro-
bacién por la EMA a su uso en combinacién, junto a
bendamustina y rituximab, en pacientes con LDCGB
en R/R. En un estudio en fase Il aleatorizado la com-
binacién de polatuzumab vedotin con R-bendamus-
fina (N = 40) demostrd ser superior a R-bendamustina
(N =40) al conseguir una superior fasa de respuestas
globales y completas (70 vs. 32,5% y 57,5 vs. 20%, res-
pectivamente), con mejoria significativa de la supervi-
vencia libre de progresién y de la supervivencia global
a expensas de una mayor frecuencia de neuropatia
periférica y de citopenias en el grupo que recibié pola-
fuzumab vedotin®. Es significativa, sobre fodo, la larga
supervivencia de algunos pacientes respondedores.
Su utilidad en fases mds precoces de la enfermedad
se estd evaluando en un ensayo aleatorizado, doble
ciego, en fase lll con la adicién de polatuzumab vedo-
fin a R-CHP en comparacién con R-CHOP como tfera-
pia inicial en el LDCGB (estudio Polarix, NCT03274492)
(Tabla 1).

En cambio, inotuzumab ozogamicina, un antfi-CD22
asociado a caliqueamicina, no pudo demostrar en
monoterapia superioridad respecto al mejor trato-
miento paliativo en un estudio aleatorizado en el




Tabla 1. Estudios seleccionados con nuevos anticuerpos monoclonales en el linfoma difuso de célula grande B (LDCGB)

Producto Tipo/Diana Caracteristicas del estudio RGyRC |[DRoSLP Referencia

. Fase I, R/R, N = 25 28y 4% DR9,8m Morshhauser F, JCO. 2013
Obinut b AcMo/CD20

nutizima Mo Fase IIl, 1L, N = 1.418, + R-CHP 77y56% | SLP 36 m 69% | Vitolo U, JCO. 2017a
Tafasitamab AcMo/CD19 Fase Il, R/R, N = 51, + lenalidomida |60y 43% |SLP11,3m Salles G, Blood. 2017
(MOR208) Fase II-1Il, R/R, + Benda o R-Benda |- - NCT02763319
Magrolimab _ o | .
(HUSF9-Gd) AcMo/CD47 Fase Ib, R/R, N =15, + R 40y 33% Advani R, NEJM. 2018
Polatuzumab Ac. conjugado (MMA)/ Fase Il aleat, R/R, N = 80, + R-Benda |62y 50% |DR12,6 m Sehn L, JCO. 2020b
vedotin CD7% Fase Il, 1L, N = 85, + R-CHP 89y 77% | SLP-24 m 84% |Tilly H, Lancet Oncol. 2019
Loncastuximab | Ac. conjugado (PDBY | oy pig = 140 niy- |- NCT03589469
tesirine CD19
Denintuzumab | Ac. conjugado (MMAY/| .| pip N = 53 33y22% |DR10m NCT01786135
mafodotin D19
Pinatuzumab | Ac. conjugado (MMAY | .o 1 g/p N = 42, + R 60y26% |DR6,2m Morshhauser F, Lancet Haem. 2019
vedotin D22
Inotuzumab Ac. conjugado (caliquea- | ¢ oy prp = 338, + R 41y16% |DR11,6m | Dang NH, BrJ Haematol. 2018a
0zogamicin micina)/CD22
Brentuximab Ac. conjugado (MMA | £ || R/R N = 45, + R 44y17% |SLP4m Jacobsen DE, Blood. 2015
vedotin D30
Blinatumomab ’ég;'e"‘pec'f'm’ D19, Fasell, RR, N = 25 43y19% |DR49m | ViardotA, Blood. 2016
Mosunetuzumab égf'es"’ec'f'“’ D20, | kase 1, RIR, N = 172, + ICI - - NCT02651662
Ipilimumab Inhibidor de check-point | Fasel, R/R,N =3 33y33% |- Ansell SM, Clin Can Res. 2009
Nivolumab Inhibidor de check-point | Fase Ib, R/R, N = 11 36y18% |- Lesokhin AM, JCO. 2016
Nivolumab Inhibidor de check-point | R/IR PCNSL, N =4y 1 PTL 100y 80% |— Nayak L, Blood. 2017
Pembrolizumab | Inhibidor de check-point | Fase 1b, R/R PMBL, N = 53 45/11% - Zinzani PL, Blood. 2017

# Diferencias no significativas respecto la rama control; ® brazo con polatuzumab vedotin con diferencia estadistica significativa respecto a la rama control

Ac: anticuerpo; AcMo: anticuerpo monoclonal; DR: duracion de la respuesta; ICl: immune checkpoint inhibitor; MMA: monometil auristatina E; PCNSL: linfoma primario
del sistema nervioso central; PMBL: Linfoma primario del mediastino; PTL: linfoma testicular primario; R: rituximab; RC: respuesta completa; RG: respuesta global; SLP:
supervivencia libre de progresion

LDCGB en R/R®. Por ofro lado, brentuximab vedotin,
un anticuerpo conjugado anti-CD30, ha demostrado
una cierta eficacia en estudios en fase Il en LDCGB en
distintas fases del tratamientoo1D,

Otros anticuerpos conjugados anti-CD19 en deso-
rrollo que se estén explorando en el LDCGB en R/R son
loncastuximalb tesirina (ADCT-402), un anti-CD19 con-
jugado con dimero PDB que en monoterapia a do-
sis > 120 ug/kg presenta una tasa de respuestas del
59% con un 40% de respuestas completas(?, y el de-
ninfuzumab mafodotin, conjugado con MMA (SGN-
CDT19A), con una tasa de respuestas parecidas.

> Anticuerpos monoclonales biespecificos

El blinatumomab es un anticuerpo biespecifico dirigi-
do frente a CD19 y CD3 con el que se consigue un

acercamiento de las células inmunes a las células
tumorales para desencadenar una respuesta inmune
antitumoral. Este anticuerpo se ha mostrado razona-
blemente eficaz en el LDCGB en recidiva o refractario
con hasta un 55% de respuestas descritas, algunas de
las cuales con una duracion prolongada. Su comple-
ja administracién, asi como los efectos secundarios
y en especial las complicaciones neurolégicas, han
limitado su usod*4,

Ofros anticuerpos biespecificos en desarrollo en el
LDCGB son mosunetuzumalb, con especificidad anti-
CD20 y anti-CD3 y aparentemente sin foxicidad neuro-
I6gica®, o el CD20-TCB (RG6026). Ambos anticuerpos
han mostrado tasas de respuesta del 30% con un 20%
de respuestas completas que se han mostrado pro-
longadas incluso en pacientes que habian fracasado
a terapia CART.
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Y Inhibidores de check-point
en el linfoma difuso de célula grande B

Una de las mds recientes y significativas revoluciones
dentro de la inmunoterapia en la oncologia ha sido
la apariciéon de anticuerpos monoclonales inhibidores
de los puntos de control inmunes, los llamados inhibi-
dores del check-point inmune (ICl), como nivolumalb,
pembrolizumab, durvalumab, avelumab y atfezolizu-
mab (interfieren en el eje PD-1/PD-L-1), o utomilumab
(inhibidor de 4-1BB), entre ofros. Estos anticuerpos faci-
litan la reactivacion de los linfocitos T evitando que el
tfumor continde escapando a la vigilancia inmune del
microambiente.

Algunos subtipos de linfomas se han beneficiado en
gran medida de estos tratamientos, principalmente el
linfoma de Hodgkin y posiblemente el linfoma primario
de mediastino, en tanto que en otros subtipos, entre
los que se incluye el LDCGB, las respuestas han sido
menos evidentes. Resultados iniciales en LDCGB en re-
caida o refractario con nivolumalb mostraron una tasa
global de respuestas del 36%, pero en otro estudio
mds reciente estas no alcanzaron mdas que el 10%417,
Hay varios ensayos activos explorando su ufilidad tam-
bién en combinacion.

Existen evidencias que indicarian que el tipo de mi-
croambiente, las vias de escape inmune y las altera-
ciones oncogénicas del tumor estarian relacionados
y podrian tener un papel importante a la hora de con-
dicionar la sensibilidad al fratamiento con ICI®, En la
mayoria de los casos de LDCGB no existiria el estado
proinflamatorio adecuado para obtener respuestas
con los ICI. No obstante, en algunos subtipos como el
linfoma primario de mediastino, el linfora primario de
sistema nervioso central (SNC) y el linfona primario
festicular, que con frecuencia presentan alteraciones
en 9p24.1, con el consiguiente aumento de la expre-
sion de PD-L1 y PD-L2, se han descrito respuestas en
pacientes en recaida o refractarios tras tratamiento
con ICl, por lo que se estdn realizando ensayos clini-
cos explorando esta nueva opcién terapéuticad??,
Por ofro lado, dada la gran heterogeneidad biolégica
del LDCGB, queda por acabar de discernir si algunos
subtipos biolégicos con activacion de la senalizacion
en NF«xBy NOTCH, que se asociarian a un mayor esta-
do proinflamatorio y de evasién inmune, podrian tam-
bién ser sensibles al fratamiento con ICI®,

) Terapia celular adoptiva
en el linfoma difuso de célula grande B:
trasplante alogénico y terapia CART

El frasplante alogénico de progenitores hematopoyé-
ticos (alo-TPH) se considera dentro de la estrategia de
rescate del LDCGB como alternativa al frasplante au-
togénico o tras el fracaso al mismo®. La importante
foxicidad asociada a este procedimiento, principal-
mente derivada de la enfermedad injerto contra re-
ceptor, asi como de la inmunosupresion prolongada
y las infecciones, ademdas del riesgo de recidiva, limi-
tan en gran medida su eficacia. Estudios retrospecti-
vos muestran una supervivencia global a los 3 anos
de entre el 30 y el 50%, con un riesgo de recidiva del
30-40% en los pacientes sometidos a alo-TPH®, Esta
herramienta, por lo tanto, acaba siendo aplicable a
una minoria de casos muy seleccionados de LDCGB,
con enfermedad sensible al tratamiento, sin comorbili-
dades limitantes y con disponibilidad de donante HLA
compatible. Aun cuando continda siendo una opcidn
vigente, su papel futuro est& mucho mas discutido por
la reciente irrupcién de la terapia CART, que podria
potencialmente ser aplicable a mds pacientes con
menor foxicidad®?,

El desarrollo de la ingenieria genética ha permitido
modificar los linfocitos T del paciente para expresar un
receptor antigénico quimérico (CART) que en su parte
extracelular dispondria de un fragmento con especifi-
cidad de anticuerpo (scFv) y por la parte intracelular
un dominio de senalizacion del TCR (CD3 £), ademds
de una regién tfransmembrana con dominios coesti-
muladores (CD28 o 4-1BB) para facilitar la activacion
y la expansién de las células CART. Esta modificacion
permite que los linfocitos T del paciente puedan re-
conocer de forma altamente especifica una diana
tfumoral e inducir una respuesta inmune de forma in-
dependiente al complejo mayor de histocompatibili-
dad, contrarrestando asi los mecanismos de evasion
inmune del ftumor.

En la actualidad, se dispone de 2 productos comer-
ciales aprobados en el LDCGB en recaida o refractario
fras 2 lineas o mas de tratamiento, axicabtagene cilo-
leucel (Yescarta®) y tisagenlecleucel (Kymriah®), am-
bos con especificidad anti-CD19. Ademds, el primero
también dispone de la aprobacidén en linfoma prima-
rio de mediastino. Existe un tercer producto comercial
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Tabla 2. Terapia celular CART-19 en el linfoma difuso de célula grande B (LDCGB) en recidiva/refractario
en estudios fase 1-2

Caracteristicas de los estudios

ZUMA-120
NCT02348216

JULIET?)
NCT02445248

TRASCEND CORE™®
NCT02631044

Constructo

Axicabtagene ciloleucel

Tisagenlecleucel

Lisocabtagene maraleucel

Dominio coestimulador

CD28

4-1BB

4-1BB; ratio CD4:CD8 (1:1)

Histologias LDCGB, LPM o LFt LDCGB LDCGB, LPM, LFt

Pacientes reclutados/infundidos 119/108 165/115 342/268

Edad (mediana, extremos) 58 (23-76) 56 (22-76) 63 (18-86)

Casos refractarios (%) 79 55 67

TPH autogénico previo (%) 21 49 34% (y un 3% TPH alogénico)
Tiempo aféresis-infusion (mediana, dias) | 17 54 24

Terapia puente No Si (90%) Si (59%)

Régimen linfodepletivo FC 30/500, 3 dias FC 25/250, 3 dias FC 30/300, 3 dias

Mejor respuesta (RG/RC, %) 83/58 52/38 73-53

Supervivencia libre de progresion 44%-1 aio/38%-2 afios 35%-1 afio 6,8 meses (mediana)
Supervivencia global 59%-1 ano/51%-2 afos 49%-1 afo 19,9 meses (mediana)
Mortalidad asociada al procedimiento 3% 0% 1,5%

Escala de valoracion de la toxicidad Lee UPenn Lee

CRS (Grados 1-4; Grado > 3) 93/1% 58/22% 4212%
Neurotoxicidad (Grados 1-4; Grado > 3) | 65/32% 2111% 30/10%

CRS: sindrome de liberacion de citocinas; LFt: linfoma folicular transformado; LPM: linfoma primario de mediastino; RC: respuesta completa; RG: respuesta global;

TPH: trasplante de progenitores hematopoyéticos

pendiente de aprobacidn, lisocabtagene maraleucel
(JCARO17) que es el Unico que tiene una composi-
cién controlada de células CD4 y CD8 con una relo-
cién 1:1. Los ensayos clinicos con estos 3 productos
han demostrado que la terapia CART es eficaz en los
pacientes con LDCGB en fases avanzadas de enfer-
medad, con un 30-40% de los pacientes que alcanzan
la remisidn completa a largo plazo®2%, La compara-
ciéon directa de los resultados de estos 3 estudios es
dificil, puesto que existen diferencias a muchos niveles,
incluyendo los criterios de inclusién, la existencia de
fratamiento puente, la quimioterapia de acondiciona-
miento linfodepletiva, el tipo de construccién del pro-
ducto CART, las escalas de evaluacion de la toxicidad,
el nUmero de pacientes y el tratamiento previo con
auto-TPH (Tabla 2).

Esta nueva terapia celular CART va asociada a nue-
vas toxicidades que pueden ser potencialmente muy
graves. Las mds caracteristicas son el sindrome de
liberacion de citocinas (CRS), que en los casos mas
graves y de forma excepcional podria acabar en una
linfohistiocitosis hemofagocitica o un sindrome de ac-

tivaciéon macrofégico, y la toxicidad neurolégica prin-
cipalmente en forma de encefalopatia (ICAN). Los pa-
cienfes con estado general afectado o los pacientes
con alta carga tumoral que provocan una répida ex-
pansidn de las células CART o con pardmetros proin-
flamatorios muy elevados antes de la infusién suelen
desarrollar méas CRS. Asimismo, la toxicidad neurologi-
ca se asocia a la infusidén de dosis elevadas de CART y
a un pico en sangre de células CART elevado. Por otfro
lado, también estd descrita tipicamente la toxicidad
en forma de citopenias que puede ser prolongada en
el fiempo y mds en relaciéon con la especificidad anti-
CD19 del CART, la aplasia B prolongada y la hipogam-
maglobulinemia, contribuyendo todas ellas a un in-
cremento de las infecciones. La comparacién directa
de la foxicidad entre los 3 estudios en fase Il realizados
no es factible por la utilizacion de diferentes escalas
de valoracion y, en definitiva, un manejo diferente de
las complicaciones. Sin embargo, parece que liso-
cabtagene maraleucel podria tener una menor pro-
porcién de toxicidades graves en comparaciéon con
los otros 2 productos ya aprobados. Globalmente, la
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mortalidad asociada al procedimiento descrita en los
ensayos no supera el 3% y en pacientes tratados con
los productos comerciales oscila entre el 2 y el 8%@9.

En la actualidad se estd explorando el papel de
estos 3 productos CART-19 en pacientes con LDCGB
refractarios o en recidiva precoz fras la primera linea
de tratamiento. Se frata de ensayos aleatorizados, que
comparan el fratamiento de rescate convencional
con inmunoguimioterapia basada en combinaciones
de platinos seguida de TPH autégeno frente a la infu-
sion del CART-19 -ensayos ZUMA-7 (NCT03391466), BE-
LINDA (NCT03570892) y TRANSFORM (NCT03575351)-.

La falta de respuesta o la recidiva tras terapia CART
muchas veces es debida a la modulacién o pérdida
anfigénica tumoral o bien a la limitada persistencia
del CART, lo cual esté motivando el desarrollo de nue-
vas estrategias de tratfamiento®?, Los CART biespecifi-
cos infentan minimizar el riesgo de escape antigénico
del tumor desarrollando CART dirigidos frente a mal-
fiples antigenos como anti-CD19 y anti-CD22 o anti-
CD19 y anti-CD20. La combinacién del CART con el
uso de anticuerpos inhibidores del check-point bus-
caria también incrementar la eficacia del CART me-
jorando su persistencia. Otra estrategia pasaria por el
desarrollo de CART “armados”, que buscarian mejorar
la persistencia y expansion del CART, asi como impe-
dir su bloqueo por un microambiente inmunosupresor
mediante la combinacién de las moléculas coestimu-
latorias CD-28 vy 4-1BB.

Otros aspectos practicos que pueden limitar la
adopcidn de la terapia CART son el acceso a centros
acreditados con un equipo multidisciplinar para la ad-
ministraciéon del fratamiento, la fabricacidén con éxito
y la infusidn del producto individualizado para cada
paciente en unos tiempos adecuados y el importan-
te coste econdmico de esta terapia. En este sentido,
se est@n haciendo esfuerzos para mejorar los disefos
de los productos CART incluyendo disefos humanizo-
dos e incluso desarrollar productos CART universales a
partir de donantes sanos y productos CAR en células
NK que tendrian la ventaja de estar disponibles inme-
diatamente para su utilizacion.

> Conclusiones
El répido desarrollo de la inmunoterapia en la Gitima

década esté permitiendo revolucionar el tratamiento
de muchas enfermedades neopldésicas, entre la que se

encuentra el LDCGB, y se abre sin lugar a dudas una
nueva era en el fratamiento de estas enfermedades.

En el LDCGB la intfroduccién de la terapia celular
CART ha sido, tras el rituximalb, el mayor avance te-
rapéutico de los Ultimos tiempos. Su accesibilidad e
implementacién en la prdctica clinica suponen, sin
embargo, un refo importante. La mejoria en el cono-
cimienfo de la biologia del fumor asi como el futuro
desarrollo de la inmunoterapia serén claves para opti-
mizar las opciones terapéuticas en el LDCGB.
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Tiempos dificiles estos que nos ha tocado vivir desde que en marzo pasado la pandemia por COVID-19
se empezara a extender en nuestro planeta, lo que ha condicionado y modificado fantos y tantos
aspectos de nuestra vida cotidiana. Ejemplo de estos cambios sobrevenidos es la celebracién on-line
de nuestro fradicional Congreso Nacional de la Sociedad Espanola de Hematologia y Hemoterapia
(SEHH) y la Sociedad Espanola de Trombosis y Hemostasia (SETH), que nos impide saludarnos en per-
sona y departir y debatir como siempre habiamos hecho. Pero, sea como fuere, la investigacion y el
progreso en temas médicos debe continuar y en este simposio que me honra moderar contamos con
3 ponentes de experiencia contrastada para hablarnos de novedades en neoplasias mieloproliferati-
vas cronicas (NMPc).

En primer lugar, la Dra. Bellosillo nos hablaré en su ponencia de algunas novedades incorporadas al
diagndstico molecular de las NMPc Filadelfia-negativas. Teniendo en cuenta las mutaciones drivery no
driver que pueden darse en las NMPc, recientfemente se ha propuesto una clasificacién molecular de
estas enfermedades, la cual permite estratificar el riesgo de transformaciéon de las mismas a mielofibrosis
0 a leucemia aguda. Igualmente, diversas mutaciones no driver han demostrado fener implicaciones
prondsticas al analizar amplias series de pacientes con policitemia vera o trombocitemia esencial. Por
ofra parte, si bien adn no extendido su uso, la deteccidon de ADN tumoral circulante (ctDNA) podria ser
de gran utilidad en establecer la carga mutacional de pacientes con NMPc. De todo ello y mds versard
la ponencia de la Dra. Bellosillo, a la cual, ademds, quiero agradecer muy sinceramente su pronta res-
puesta y predisposicidn a colaborar in extremis en este simposio, cuando la ponente prevista declind a
Gltima hora su participacion.

La segunda ponente, la Dra. Ferrer Marin, con gran experiencia en tfrombosis y NMPc, nos hablard del
papel emergente de los neutréfilos en la frombosis asociada a las NMPc. En los pacientes con este tipo
de enfermedades, los neutréfilos se encuentran activados y contribuyen de forma cada vez mdés eviden-
te a la formacién del trombo. Un aspecto novedoso en esta patogenia de la frombosis es el papel de las
“frampas extracelulares de neutrdfilos” (NET), del que nos hablard la Dra. Ferrer. Al igual que del concepto
relativamente nuevo de inmunotrombosis, es decir, del rol que juega la inmunidad innata en el proceso
de tfrombogénesis y de como las NET pueden producir una respuesta procoagulante que contribuya a la
tfrombosis, la cual no siempre va a ser patoldgica, sino que en ocasiones puede ser defensiva, fisioldgica.
Seria la produccién descontrolada de NET la que realmente contribuiria a la apariciéon de fendmenos
trombdticos, bien arteriales o venosos. En el caso concreto de las NMPc, recientemente se ha demostra-
do la conexién entre la mutacion JAK2 V617E la formacion de NET y la trombosis, y cémo algln fdrmaco
anti-JAK como ruxolitinib podria evitar o atenuar esta predisposicion, al menos en modelos animales. En
el futuro, las NET podrian ademas utilizarse como biomarcadores de riesgo trombdtico.
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Por ltimo, el Dr. Hernédndez Boluda nos hard una revisién del fratamiento actual de la mielofibrosis, el
cual, aun no estando estandarizado, esté encaminado en alrededor del 90% de los casos a infentar con-
frolar los sinfomas y a prevenir las eventuales complicaciones asociadas a la enfermedad, reservéndose
el trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos a un porcentaje bajo de pacientes clinica-
mente bien seleccionados. El tratamiento de la anemia con agentes estimuladores de la eritfropoyesis,
anabolizantes, agentes inmunomoduladores (IMID) o corticoides constituye un aspecto muy importante
del manejo de estos pacientes. Del mismo modo, la aplicacién de agentes citorreductores clasicos, inter-
ferdn o inhibidores de la via JAK/STAT (ruxolitinib, fedratinib...), resulta muy Gtil para controlar la actividad
y las manifestaciones hiperproliferativas. Ademds, deben tenerse en cuenta los diversos ensayos clinicos
que pueden estar en desarrollo en cada momento. Finalmente, se nos recuerda el papel que la esple-
nectomia o la radioterapia esplénica pueden tener en estos pacientes.
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Novedades en el diagnéstico molecular de
las neoplasias mieloproliferativas Ph-negativas

Beatriz Bellosillo Paricio

Laboratori de Diagnostic Molecular. Servei de Patologia. Hospital del Mar. Barcelona
|

Los estudios moleculares son una herramienta impres-
cindible para poder realizar un correcto diagndstico
de las neoplasias mieloproliferativas Ph-negativas
(NMP).

Esta caracterizaciéon molecular implica la detecciéon
de mutaciones en los genes driver de estas entida-
des, JAK2, MPL y CALR. Como parte del andlisis mo-
lecular, pueden identificarse, ademds, mutaciones en
ofros genes asociados a neoplasias mieloides (genes
non-driver) que fienen valor prondstico e incluso, en
ocasiones, valor diagndstico. Recientemente, se ha
propuesto una clasificacién molecular de las NMP
Ph-negativas en funcién del fipo de mutacion driver
y de la coexistencia de mutaciones en genes non-
driver. Esta clasificacion permite estratificar el riesgo
de transformacién a mielofibrosis o leucemia aguda.
Paralelamente, se ha descrito el papel prondstico de
mutaciones en diversos genes non-driver en series am-
plias de pacientes con policitemia vera y frombocite-
mia esencial. La presencia de mutaciones en algunos
genes non-driver se ha asociado a resistencia al trata-
miento con hidroxiurea y a un mayor riesgo de frans-
formacidon a leucemia aguda. Ademds, se ha descrito
el potencial valor predictivo de las mutaciones en los
genes implicados en senalizacion, RAS y CBL, en po-
cientes con mielofibrosis.

La estrategia metodoldgica para realizar la caracte-
rizacién molecular se realiza habitualmente en mues-
fras de sangre totfal (sin fraccionar) o a partir de gro-
nulocitos. Recientemente, ha surgido la posibilidad de
realizar estos andlisis a partir de plasma, como fuente
de ADN tumoral circulante (ctDNA). El ctDNA puede
refiejar de forma similar o incluso mejor (en algunos
casos) la carga mutacional que se observa al realizar

el estudio en granulocitos purificados, especialmente
para la deteccidn de las mutaciones del gen MPL. Es-
tos resultados podrian cambiar en un futuro la estra-
tegia del andlisis molecular de los pacientes con NMP
Ph-negativas.
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Papel emergente de los neutréfilos en la trombosis de
las neoplasias mieloproliferativas cronicas
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> Introduccion

Numerosos estudios han puesto de manifiesto la con-
fribucidn de la leucocitosis en el aumento del riesgo
frombdético (tanto arterial como venoso) en pacientes
con neoplasias mieloproliferativas cronicas (NMPc) ).
Clasicamente, la relacién fisiopatolégica entre leuco-
citosis y frombosis en NMP se ha explicado por el au-
mento del componente celular y por la interaccion de
estas células con el endotelio®.

En humanos, los leucocitos mds abundantes en la
sangre son los neutrdfilos (60-70%). Los pacientes con
NMP presentan una activacion de los neutréfilos, como
demuestra el aumento en la membrana de CD11b y
el incremento de las concentraciones en plasma de
proteasas leucocitarias (elastasa, mieloperoxidasa
-MPO-, catepsina-G)“9. Estas Gltimas provocan un
aumento de la expresidon de los receptores de adhe-
sion endofteliales (Mac-1, PSGL-1,TREM-1L, CD14 y LAP),
lo que favorece la adhesién de estas células al vaso
danado®. Sin embargo, cada vez hay una mayor evi-
dencia de gque esta no es la Unica via por la que los
neutréfilos contribuyen a la formacién del frombo.

> Trampas extracelulares de neutréfilos
y sus mecanismos de formacion

Los neutréfilos constituyen la primera barrera de de-
fensa frente a la invasién por patégenos. Participan en
el sistema inmune innatfo eliminando los patégenos
bien a través de fagocitosis o bien mediante la libera-
cién de los factores antimicrobianos presentes en sus
grénulos. En los Ultimos anos, se ha identificado otra
estrategia por la cual los neutréfilos eliminan patdge-
nos, las trampas extracelulares de neutréfilos (NET).

Los neutréfilos vacian su contenido nuclear al espa-
cio extracelular dando lugar a los NET, una malla de
ADN cubierta de histonas y proteinas antimicrobianas
(como MPOQ, elastasa, catepsina-G y lactoferrina), que
inmoviliza a los microbios y los destruye. Ademads del
contendido nuclear, se ha confirmado la presencia
del ADN mitocondrial en su estructura®”.

El proceso de formacién de NET se denomina NETosis,
habiéndose reconocido 2 tipos de NETosis: suicida y
vital. La NETosis suicida (o litica) se considera una for-
ma especifica de muerte celular. Es dependiente de la
activacién de la NADPH oxidasa y de la generacion de
ROS®, las cuales provocan la activacién de la enzima
peptidil arginina deiminasa 4 (PAD4) del neutréfilo®,
PAD4 se encarga de citrulinar histonas, promoviendo
la descondensaciéon de la cromatina dentro del nG-
cleo y la pérdida de la forma lobular del neutréfilo®19,
El proceso resultante es la rotura de la membrana nu-
cleary la dispersidn de la cromatina en el citoplasma,
donde tfiene lugar el ensamblaje entre los &cidos nu-
cleicos y las proteinas granulares. Finalmente, se des-
integra la membrana plasmdtica, las NET se liberan y
el neutréfilo muere(. La importancia de PAD4 en este
proceso se ha demostrado porque ratones deficientes
de PAD4 son incapaces de generar NET®19, La NETosis
suicida se produce en horas y conlleva la pérdida de
la funcién del neutréfilo.

Por el contrario, la NETosis vital (o no litica) se in-
duce de forma répida, en minutos, y preserva la inte-
gridad celular. En este caso, la enzima PAD4, tras acti-
varse, induce la descondensaciéon de la cromatina sin
necesidad de ROS. Al igual que en la NETosis suicida,
las enzimas granulares se translocan al ndcleo y facili-
tan la descondensacién de la cromatina y la rotura de
la membrana nuclear. Sin embargo, tras la rotura de la
membrana nuclear, las proteinas granulares (unidas a




la cromatina) son expulsadas al espacio extracelular
pero el neutrdfilo permanece vivo. Este tipo de NETosis
se asocia sobre todo con enfermedades infecciosas,
ya que, al permanecer vivo, puede continuar fagoci-
fando patégenos™'2. En general, el que se induzca
un mecanismo u otro parece ser dependiente del es-
fimulo que desencadena el proceso(3: patdégenos
(bacterias, hongos, virus y protozoos) u otros factores
como estimulos inflamatorios (lipopolisacdrido -LPS-,
inferleucina-8 -IL-8-, factor de necrosis fumoral alfa
-TNF-0-), plaquetas activadas, inmunocomplejos o
fGrmacos.

Aunqgue las NET tienen un papel critico en la inmuni-
dad innata, su formacién en exceso o una eliminacion
ineficaz pueden dar lugar a efectos adversos. Asi, su de-
gradacién es un importante proceso fisioldgico que lle-
va a cabo, ademds de los macrdfagos, la DNasa 1714,
En la dlitima década, numerosos estudios clinicos y
preclinicos apoyan el papel de las NET en una gran
variedad de patologias tanto infecciosas como no in-
fecciosas (enfermedades autoinmunes, diabetes, ate-
rosclerosis, vasculitis o cédncer y trombosis) 1119,

> Inmunotrombosis

La relacién existente entre inmunidad innata y tfrom-
bosis recibe el nombre de inmunotrombosis y se basa
en la capacidad de las NET para inducir una respues-
ta procoagulante que conduzca a la formacion de
un frombo. La inmunotrombosis propone la existencia
de una forma fisiolégica de tfrombosis para la defensa
confra los patégenos segudn la cual: a) la red de fibri-
na resultante impide la diseminacion de patégenos;
b) la formacidn de microtrombos previene la invasion
a través de la circulacion; ¢) el frombo genera un
compartimento donde se concentran las sustancias
antimicrobianas para conseguir una mayor eficacia; y,
finalmente, d) la acumulacion de depdsitos de fibriné-
geno o fibrina promueve el reclutamiento de otras cé-
lulas inmunes coordinando la respuesta inmune17,
Mediadas por sus principales constituyentes, las NET
pueden inducir trombosis por diferentes mecanismos:

+ Histonas: se ha demostrado que las histonas H3 y
H4 son capaces de activar a las plaquetas, a fravés
de la via de senalizacién de receptores TLR2 y TLR4 /NF-
kB, favoreciendo su agregaciéon y contribuyendo a la
generaciéon de frombina®®. Este proceso se exacerba
por el secuestro, por parte de las histonas, de inhibido-

res de la coagulacién como la frombomodulina o la
proteina C9,

 Elastasa y catepsina-G: localizadas en los gra-
nulos de los polimorfonucleares neutréfilos (PMN),
pueden cortar y oxidar, respectivamente, a proteinas
anticoagulantes como el inhibidor de la ruta del fac-
for tisular (TFPI) y la trombomodulina. En concreto, la
elastasa provoca la degradacion del TFPI y de la an-
titrombina®>2h, Ademds, la elastasa facilita la exposi-
cién del factor de von Willebrand (FYvW) y, con ello, la
adhesion de las plaquetas. Por su parte, la catepsina-
G, ademds de contribuir a bloquear la actividad del
TFPI, activa las plaquetas a través de la via de senali-
zacién del receptor activado por proteasas 4 (PAR4).
Asi, ratones deficientes en elastasa y catepsina-G
presentan defectos en la activacién del factor tisular
(FT). en la formacioén de fibrina y en la estabilizacion
del frombo(?,

» FT: el FT presente en las NET proviene no solo de
los monocitos que migran a la zona inflamada, sino
también de los neutréfilos, donde se postula que pue-
de llegar por un mecanismo de autofagia. Este FT que
llevan las NET es capaz de estimular la generacién de
tfrombina y la activacién plaquetaria en experimentos
ex vivo@,

> Trampas extracelulares de neutréfilos
en patologia trombética

Como se menciond previamente, una produccion
descontrolada de NET en los vasos sanguineos pue-
de constituir la base para el desarrollo de trastornos
frombdticos (arteriales, venosos o en la microcircu-
lacion)(719. La participacion de las NET en trombosis
arterial y venosa se ha validado tfanto en modelos ani-
males como en estudios clinicos®®. A continuacion, se
detallan los estudios mds destacados:

» Trombosis venosa. Experimentalmente, la estenosis
en la vena cava inferior (VCI) de ratones ha demos-
frado la presencia de NET asociadas con FYW dentro
del frombo venoso y un aumento de sus marcadores
en plasma®», Ademds, la inyeccién de histonas extra-
celulares promueve el desarrollo de frombosis veno-
sa profunda (TVP), mientfras que la administracion de
DNasa | la atenGa®. También se han identificado NET
en trombos venosos humanos y en plasma de pacien-
tes con TVP y tromboembolismo venoso, asocidndose
con un mayor riesgo frombdtico®.




- Enfermedad cardiovascular y tfrombosis arterial.
Recientes estudios han mostrado cémo las NET contri-
buyen al inicio y la progresidn de lesiones aterosclerd-
ticas y al crecimiento del trombo arterial@, Asi, en un
modelo murino de aterosclerosis, la inhibicién de PAD4
fue capaz de prevenir la formacién de NET, disminuir el
tamano de la lesién aterosclerdtica y retrasar la from-
bosis de la arteria carétida®”. Otro trabajo realizado
sobre ratones ApoE~- mostrd que los cristales de coles-
ferol (estimulo estéril) tienen la capacidad de generar
NET que activaban macréfagos durante el proceso de
aterosclerosis. Las NET asi generadas liberan citocinas
proinflamatorias, a fravés de la via del interferon (IFN)
de tipo I, amplificando asi el reclutamiento celular en
la zona de la lesidén®®, En humanos, la presencia de
NET se ha asociado con aterosclerosis coronaria e in-
farfo de miocardio®,

- Trombosis microvascular. La inyeccion de histonas
extracelulares en ratones reproduce la fisiopatologia
de la coagulacion intravascular diseminada (CID) all
inducir frombocitopenia, formacién de microtrombos
ricos en plaguetas y trombosis microvascular(®. En el
modelo murino de ratones deficientes en elastasa/ca-
fesina-G se observa menores depbsitos de fibrina en
los érganos afectados y el tratamiento con antihisto-
nas disminuye la oclusidn microvascular®. Pacientes
con sepsis y/o CID tienen niveles elevados de marca-
dores de NET y de agregados leucocitos-plaquetast®,

) Trampas extracelulares de neutréfilos
en neoplasias mieloproliferativas cronicas

En la actualidad, cada vez existe una mayor eviden-
cia del papel de la inflamacién en la patogenia de
las NMPc y, como se menciond previomente, las NET
aparecen en situaciones inflamatorias™ y en cdn-
cer bajo el estimulo de citocinas (TNF-a. e [L-8)©¢D
secretadas por la propia neoplasia o por plaguetas
activadas®?,

El primer estudio publicado sobre el papel de las NET
en pacientes con NMPc se realizd, in vivo, en plasma
de pacientes con NMPc en condiciones basales, esto
es, sin estimulacion alguna. Los autores de este estu-
dio demostraron un aumento del ADN libre circulante
(el cual se correlacionaba con los niveles de LDH). Sin
embargo, no encontraron un aumento de los comple-
jos MPO-histona, marcador especifico de NETosis. Tam-
poco encontraron asociaciéon de NET o nucleosomas

con trombosis. Las limitaciones de este frabajo, sin em-
bargo, son numerosas debido a la heterogeneidad
genotfipica y clinica de los pacientes incluidos®®.

Recientemente, el grupo de la Dra. D. Wagner y B.
Elbert (Boston) ha demostrado la conexion entre la
mutacion JAK2V617F y la formacién de NET y trombo-
sis®9. Sus hallazgos muestran que neutréfilos estimulo-
dos de pacientes con NMPc presentan un aumento
de la formacién de NET, el cual se anula tras la inhi-
bicién farmacoldgica de la via JAK. Ratones knock-in
de JAK2V617F son propensos a la formacion de NET y
fienen un fenotipo protrombdtico. La inhibicidon de la
via JAK-STAT con ruxolitinib evita la formacién de NET y
reduce la trombosis venosa en el modelo murino. Ade-
mas, los neutréfilos de pacientes con policitemia vera
y JAK2V617F homocigotos tienen un aumento en la
expresion de PAD4, proteina requerida en la formacion
de NET. En un modelo murino JAK2V617E los mismos
autores demuestran que, in vivo, la formacién de NET
y la frombosis son dependientes de PAD4. Estos hallaz-
gos son consistentes con estudios previos en los que
la eritrocitosis aislada en ratones (fras inyeccion exd-
gena de eritropoyetina) no es suficiente para la forma-
cion de tfrombos. Finalmente, realizaron un estudio po-
blacional que incluyd a mds de 10.000 individuos sin
enfermedad mieloide conocida (estudio caso-control
con controles sanos y pacientes con esquizofrenia);
la presencia de hematopoyesis clonal de significado
incierto (CHIP) con mutacion en JAK2V61F se asocioé
a un aumento significativo del riesgo de trombosis en
comparacién con los gque no tenian mutaciones CHIP
o a individuos CHIP portadores de otras mutaciones
somdaticas. En funcién de estos hallazgos, los autores
sugieren que las mutaciones de JAK2V617F incluso
con baja carga alélica, se asocian a un incremento
del riesgo de trombosis venosa que puede estar de-
trés de algunos casos de trombosis esponténea en la
poblacién general.

) Consideraciones finales

En vista de fodo lo expuesto, se ha postulado que las
NET podrian utilizarse como biomarcadores de riesgo
trombébtico. Se necesitan mds estudios para saber sila
inhibicién de moléculas implicadas en la formacién
de NET o la activaciéon de moléculas implicadas en su
eliminacién (por ejemplo, la adicién de DNasa) fienen
implicaciones prondsticas.
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Tratamiento actual de la mielofibrosis

Juan Carlos Hernandez Boluda

Servicio de Hematologia. Hospital Clinico Universitario de Valencia

) Principios generales del tratamiento

Dada la heterogeneidad de las manifestaciones clini-
cas de la mielofibrosis (MF) y la ausencia de un trato-
miento eficaz para fodas ellas, no existe un fratamien-
fo esténdar para la enfermedad (Tabla 1).La eleccion
de la modalidad ferapéutica mdas adecuada en
cada paciente deberd tener en consideracion: a) la
gran variabilidad clinica de la MF; b) que el fratamien-
fo es por ahora fundamentalmente paliativo (con la
excepcién del trasplante alogénico de progenitores
hematopoyéticos); y ©) las limitaciones derivadas de
la edad, ya que la mayoria de los pacientes tiene una
edad avanzada vy, por lo tfanto, no son candidatos a
terapéuticas infensivas.

La primera decisidn en relacién con el manejo de un
paciente con MF consiste en valorar si precisa o no tra-

Tabla 1. Opciones de tratamiento en la mielofibrosis

Abstencion terapéutica

e Agentes eritropoyéticos (eritropoyetina
30.000 U/semana, darbepoetina 150-300 pg/
semana)

e Anabolizantes (danazol 600 mg/dia, dosis
inicial)

Tratamiento
de la anemia

e [nmunomoduladores + prednisona (talidomida
50 mg/dia, lenalidomida 5-10 mg/dia)

e Corticoides (prednisona 0,5 mg/kg/dia)

e Agentes citorreductores
(hidroxiurea 0,5-2 g/dia)

e Interferon pegilado

e Ruxolitinib (5, 15 0 20 mg/12 h segin la
cifra de plaquetas)

e Fedratinib (400 mg/dia)

Tratamiento de
las manifestaciones
hiperproliferativas

e Esplenectomia

* Irradiacion esplénica

Ensayos clinicos con nuevos farmacos

Trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos

famiento2. Si el paciente estd asinfomatico (~ 30% all
diagnéstico) y no presenta datos analiticos que supon-
gan un riesgo potencial es factible mantener una con-
ducta expectante. En caso contrario, debe determinar-
se si el paciente es candidato a trasplante alogénico
de progenitores hematopoyéticos, feniendo en cuenta
su edad, estado general, comorbilidades y previsible
supervivencia segdn los indices prondsticos de la MF.

En general, se suele reservar el frasplante para los
pacientes de edad inferior a 65-70 anos con adecuc-
do estado funcional cuya expectativa de vida sea in-
ferior a 5 anos en funcién de los modelos prondsticos
de la MF (grupos de riesgo intermedio-2 y alto)®. Exis-
fe controversia con respecto a los pacientes de riesgo
infermedio-1, grupo en el que los resultados del fras-
plante son relativamente buenos. Asi, la mayoria de los
autores considera excesiva la mortalidad del procedi-
miento como para recomendarlo, debiendo valorarse
en estos casos la posible existencia de otfros factores
desfavorables como la anemia con dependencia
fransfusional refractaria al tratamiento, un porcentaje
elevado de blastos circulantes (> 2%) o alteraciones
citogenéticas o moleculares de alfo riesgo (iriple ne-
gatividad, mutacién de los genes ASXLI1, EZH2, SRSF2,
U2AF1 Q157, IDH1 o IDH2).

Cabe destacar que en la préctica clinica la mayoria
de los pacientes con MF (~ 90%) no serdn candidatos
a trasplante y su fratamiento ir& dirigido al control de
los sinfomas y a la prevencién de las complicaciones
de la enfermedad (deterioro funcional orgdnico, from-
bosis, hemorragia).

) Tratamiento de la anemia

La anemia es uno de los problemas clinicos mas fre-
cuentes de la MF. Estd presente en una cuarta par-
fe de los pacientes al diagndstico y hasta un 80% la
desarrollard durante el curso de la enfermedad. Suele




fener un origen multifactorial (anemia arregenerati-
va, hiperesplenismo, hemodilucidn por expansion del
volumen plasmdatico, hemdlisis, ferropenia, déficit vita-
minico). Por tantfo, primero habrd que corregir todas
aquellas causas tratables que puedan haber contri-
buido a su desarrollo.

> Agentes estimuladores de la eritropoyesis

El tratamiento inicial dependerd de los niveles séricos
basales de eritropoyetina. Si estos son inadecuados all
grado de anemia (en la préctica, < 125-150 U/L), el
fdrmaco de eleccidn es un agente estimulante de la
eritropoyesis (eritropoyetina 30.000 U/semana, darbe-
poetina alfa 150-300 pg/semana)®. Con ello, se ob-
fienen alrededor de un 50% de respuestas, muchas
de ellas duraderas (mediana: 19 meses)“®. Cabe
destacar que este tratamiento puede ser eficaz para
el manejo de la anemia inducida por ruxolitinib®. Las
respuestas se observan en los 3 primeros meses, por lo
que una falta de respuesta fras ese periodo es criterio
de suspension del tratamiento. Se ha observado un
incremento del riesgo de trombosis venosa en los pa-
cientes con neoplasias sélidas fratados con agentes
erifropoyéticos, pero esta asociacién no se ha descrito
en enfermos con MF®. De cualquier forma, este tra-
famiento debe suspenderse cuando la hemoglobina
(Hb) sea > 12 g/dL.

) Tratamiento anabolizante

Cuando los niveles basales de eritropoyetina son altos
se recomiendan los fGrmacos anabolizantes de entra-
da, ya que con ellos se obtiene un 30% de respuestas
favorables de la anemia (duracidén mediana: 14 me-
ses), que con frecuencia se acompanan de un incre-
mento en la cifra de plaquetas®. El més utilizado es el
danazol, a la dosis inicial de 600 mg/dia, con dismi-
nucidn progresiva de la dosis una vez obtenida la res-
puesta hasta llegar a una dosis de mantenimiento de
200 mg/dia. Las respuestas suelen aparecer entre los
3y los 6 meses del inicio del tratamiento. La probabili-
dad de respuesta es significativamente menor (~ 20%)
en pacientes con dependencia fransfusional de he-
maties. En cuanto a los efectos adversos, destacan el
hirsutismo, las alteraciones en la funcién hepdtica y
la posibilidad de inducir o estimular el crecimiento de
tumores de préstata e higado, motivo por el que se
recomienda realizar un cribaje de cancer de prostata

(PSA) antes de iniciar el fratamiento y controles eco-
gréficos periddicos.

> Agentes inmunomoduladores (IMiD)

Se emplean la talidomida (50 mg/dia) o la lenalido-
mida (10 mg/dia; 5 mg/dia si hay frombopenia) en
combinacién con prednisona a dosis bajas (30 mg/
dia el primer mes, con retirada progresiva en los si-
guientes 2 meses)®. Estos f&rmacos mejoran la ane-
mia en una cuarta parte de los casos y pueden elevar
la cifra de plaquetas, si bien son poco eficaces para
el control de la esplenomegalia. Provocan frecuentes
efectos adversos, como la neuropatia, el estrenimien-
to y la aceleracién mieloproliferativa en el caso de la
talidomida o la mielosupresion y las erupciones cutd-
neas con la lenalidomida. Se recomienda el uso de
dcido acetilsalicilico para la prevencion de los fené-
menos tromboéticos.

) Tratamiento corticoide

Constituye el tratamiento de eleccién de la anemia
hemolitica autoinmune asociada a la MF, pero tfam-
bién puede ser Util en casos seleccionados de ane-
mia de origen no inmune tras el fracaso a otros frata-
mientos. En una serie retrospectiva espanola un 40%
de los pacientes respondié a los corticoides tras el
fracaso a tratamientos previos de la anemia, siendo
la duracién mediana de las respuestas de 12 meses®,
Una cuarta parte de los enfermos con trombocitope-
nia presentd un incremento clinicamente significativo
de la cifra de plaguetas. En general, se recomienda
el uso de prednisona, a una dosis inicial de 30 mg/
dia, con disminucién progresiva en caso de respuesta
a una dosis de mantenimiento de 15-20 mg al dia o
retirada r@pida si no la hay tras un mes de fratamiento.
Las respuestas no suelen mantenerse si se suspende
el fratamiento corticoide.

) Tratamiento de las manifestaciones
hiperproliferativas

> Agentes citorreductores clasicos

En los enfermos con sinfomas constitucionales leves,

leucocitosis y/o trombocitosis 0 molestias derivadas
de un aumento moderado del tamano del bazo, el




tfratamiento citorreductor oral constituye una opcién
terapéutica razonable®. El fdrmaco mas utilizado es
la hidroxiurea, a una dosis inicial de 500 mg/dia, que
posteriormente se ajusta en funcién de la tolerancia
hematolégica®. En ocasiones, su uso acentla la in-
fensidad de la anemia y obliga a reducir o suspender
su administracién, o a anadir un agente eritropoyéti-
co. Permite controlar la esplenomegalia en alrededor
de un 40% de los casos, pero durante un periodo corto
(mediana de la respuesta de un ano).

) Interferon

El inferferon pegilado a-2a se ha empleado en series
peguenas de pacientes con MF en fase inicial/prefi-
brética o con un perfil clinico mieloproliferativo (con
leucocitosis y/o trombocitosis)(?. Es Util para controlar
la leucocitosis y en ocasiones los sinftomas constitu-
cionales y el prurito, pero tiene un efecto limitado para
reducir la esplenomegalia. En un esfudio francés, la
carga alélica de JAK2V617F disminuyd mas del 50%
en 10 de 27 casos evaluables (37%), si bien este efecto
no influyd en la supervivencia ni en el riesgo de leu-
cemia®9. Los efectos adversos comunes del inferferon
incluyen el cuadro pseudogripal, la astenia, las alte-
raciones neuroldgicas y psiquidtricas (depresion) y la
disfuncién inmune tiroidea.

) Inhibidores de la via JAK/STAT
> Ruxolitinib

Ruxolitinib (Jakavi®), un inhibidor de JAK1 y JAK2, fue
aprobado en 2012 por las autoridades sanitarias eu-
ropeas (European Medicines Agency -EMA-) para los
pacientes adultos con MF primaria o secundaria a
una trombocitemia o policitemia vera que presenten
esplenomegalia sinfomdtica y/o sinfomas constitu-
cionales, en funcidn de 2 grandes estudios pivotales
fase lll lamados COMFORT- (ruxolitinib frente a place-
bo) y COMFORTI (ruxolitinib frente al mejor trata-
miento disponible)(?. La experiencia conjunta de los
2 estudios COMFORT evidencidé una mejoria significa-
fiva de la carga sinfomdtica de forma generalizada,
mientras que alrededor de un 50% de los enfermos
tuvieron una disminucién de al menos un 35% en el
volumen del bazo (50% del famafo por palpacion)
%, La mediana de duraciéon de las respuestas fue de
3 anos, pero muchos pacientes siguieron beneficidn-

dose del control sinfomdatico a pesar del recrecimiento
del famano del bazo.

La resistencia primaria a ruxolitinib es rara (~ 5%).
siendo mds frecuente el desarrollo de respuesta su-
boéptima (pérdida de beneficio clinico) en el contex-
to de ajuste de dosis por efectos adversos. No se han
descrito mutaciones del dominio catalitico de JAK2 en
los pacientes con resistencia a ruxolitinib. En cambio,
la presencia de mutaciones somdaticas adicionales®
o su adquisicion durante el tfratamiento® se han aso-
ciado a un mayor riesgo de resistencia a ruxolitinib.

Diversos estudios han demostrado un incremento
en la supervivencia de los pacientes con MF tratados
con ruxolitinib319, lo que se atribuye a una mejora en
su condicién fisica que los hace menos vulnerables a
las complicaciones de la enfermedad. Sin embargo,
ruxolitinib no parece tener capacidad de erradicar la
clona neoplésica de la MF, dado que ni la carga alé-
lica de la forma mutada de JAK2 ni la fibrosis medular
se reducen de forma sustancial en la mayoria de los
pacientes. El prondstico de los pacientes que fracasan
a ruxolitinib es malo, con una supervivencia mediana
algo superior al anod%17,

Ruxolitinib tiene un perfil de toxicidad favorable, sien-
do los efectos adversos mdés frecuentes las citopenias.
La dosis de inicio debe adaptarse al recuento de pla-
quetas del paciente (20 mg/12 h simds de 200.000 plo-
quetas/mm?, 15 mg/12 h si 100.000-200.000 plaque-
tas/mm3, 5 mg/12 h si 50.000-100.000 plaguetas/
mm?). La toxicidad extrahematoldgica de ruxolitinib
(equimosis, diarrea, mareo, cefalea) suele ser de gra-
do leve. La toxicidad neurolégica, que ha supuesto un
problema limitante para algunos inhibidores de JAK,
no es un efecto adverso frecuente con ruxolitinib, si
bien algunos pacientes (~ 5%) desarrollan neuropatia
periférica sensitiva de grado leve. Se ha descrito un
aumento en la incidencia de infecciones urinarias y
de reactivaciones del virus herpes zdster, sin relacion
con la dosis del farmaco8. Ocasionalmente, se han
referido infecciones por gérmenes oportunistas o re-
activacién del virus de la hepatitis B. Por Gltimo, ruxoli-
finib podria facilitar el desarrollo de ftumores cuténeos
de perfil biolégico agresivo, por o que se recomienda
proteccién solar y una adecuada monitorizacion der-
matoldégica.

Es importante recordar que, en caso de tener que
suspender el frafamiento, ello debe hacerse de for-
ma progresiva, a fin de evitar la reaparicién brusca
de los sinfomas debido al aumento en la produccion
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de las citocinas suprimidas por el fédrmaco. En oca-
siones puede ser Util anadir prednisona a bajas dosis
(30 mg/dia) durante unos dias.

Y Fedratinib

Fedratinib (Inrebic®), un inhibidor selectivo de JAK2 y
FLT3, fue aprobado en 2019 por las autoridades sani-
tarias norteamericanas (Food and Drug Administra-
tion -FDA-) para los pacientes adultos con MF prima-
ria o secundaria a una trombocitemia o policitemia
vera con riesgo infermedio-2 o alto, incluidos aquellos
fratados previamente con ruxolitinib, en funcién del
estudio pivotal de fase Il JAKARTAT (fedratinib frente
a placebo)@. El control de la esplenomegalia con
fedratinib en pacientes sin exposicion previa a ruxo-
litinib (38% de respuestas a los 6 meses) fue similar all
referido en los estudios COMFORT. El ensayo clinico de
fase Il JAKARTAZ incluyd pacientes con MF que habian
desarrollado resistencia/intolerancia a ruxolitinib. En el
andlisis de 97 pacientes por intencién de tratamiento,
las tasas de respuesta esplénica y sinfomdtica fueron
del 31 y el 27%, respectivamente®b,

Fedratinib tiene una vida media prolongada que per-
mite su administracion en una toma diaria (400 mg/
dia). Sus efectos adversos mds frecuentes son las cito-
penias y las alteraciones digestivas (nGuseas, diarrea).
El desarrollo clinico de fedratinib fue detenido por la
FDA entre 2013 y 2017 tras detectarse varios casos con
sospecha clinica de encefalopatia de Wernicke, por lo
que la experiencia a largo plazo con este fGrmaco es
limitada. Posteriormente, se comprobd que la inciden-
cia de esta complicacion es muy baja (3-5 casos de
670 pacientes expuestos a fedratinib). De cualquier
forma, es obligatorio medir los niveles de fiamina bo-
sales y periddicamente durante el tratamiento de cara
a reponer depdsitos en caso necesario y prevenir asi el
desarrollo de esta complicacion neuroldgica.

) Esplenectomia y radioterapia esplénica

La esplenectomia sigue teniendo un papel en el tra-
tamiento de la anemia hemolitica autoinmune re-
fractaria a los corticoides y en pacientes con esple-
nomegalia sinfomdtica o dependencia transfusionall
de hematies que no mejora con tratamiento farma-
colégico®. En esta Gltima situacion, la esplenectomia
permite respuestas duraderas de la anemia en un 25%
de los casos. La esplenectomia en la MF tiene una ele-

vada morbilidad y una mortalidad perioperatoria del
5-10%, debido a complicaciones hemorragicas (he-
moperitoneo), infecciones y, con menor frecuencia, a
frombosis®?,

La radioterapia esplénica es eficaz en el control
fransitorio del dolor (durante unos 4-6 meses), pero en
un tercio de los casos provoca pancitopenia severa y
prolongada, asociada a cierta mortalidad®. Estd indi-
cada solo en pacientes candidatos a esplenectomia
cuyo estado general contraindica este procedimiento.
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Microangiopatia tromboética asociada al trasplante hematopoyético:

diagnostico y tratamientos actuales

Enric Carreras

Barcelona Endothelium Team (BET). Josep Carreras Foundation and Leukemia Research Institute.

Hospital Clinic/University of Barcelona Campus. Barcelona

> Introduccion

La microangiopatia trombdética (MAT) asociada all
frasplante hematopoyético (TH) es consecuencia de
la disfuncién del endotelio vascular que todo TH com-
portad2. Esta disfuncién postrasplante parece ser la
causante de diversos sindromes clinicos observados
después de este procedimiento que se agrupan bajo
la denominacidén de sindromes de disfuncién endote-
lial pos-TH (Tabla 1). Estos sindromes fienen como prin-
cipales caracteristicas: presentarse precozmente tras
el trasplante, compartir diversas manifestaciones clini-
cas y poder evolucionar hacia un fallo multiorgdnico
de no ser diagnosticados y tratados precozmente.

) Fisiopatogenia

La fisiopatologia de las MAT asociadas al TH (MAT-AT)
difiere notablemente de la observada en la purpura

Tabla 1. Sindromes de disfuncion endotelial

postrasplante hematopoyético

e Sindrome de obstruccion sinusoidal®

e Sindrome de hiperpermeabilidad capilar

e Sindrome del preimplante

e Sindrome del implante

¢ Microangiopatia trombética asociada al trasplante hematopoyético

e Sindromes de neumonia idiopatica de origen vascular
— Hemorragia alveolar difusa
— Sindrome de hiperpermeabilidad capilar pulmonar
— Sindrome de distrés respiratorio periimplante

e Sindrome de encefalopatia posterior reversible

e Enfermedad injerto contra el receptor aguda (entidad provisional)

Carreras E. Bone Marrow Transplantation 2020 Mar 12. doi: 10.1038/541409-
020-0852-2

tfrombdtica frombocitopénica idiopdtica, como eviden-
cian los niveles normales de ADAMTS13 y de factor de
von Willebrand. Tiene mds semejanza con el sindrome
hemolitico urémico atipico (aHUS), como sugieren las
crecientes pruebas del papel de la activaciéon del com-
plemento en su fisiopatologia. La lesién de las células
endoteliales (EC) es fundamental en la patogénesis de
la MAT-AT. La actual hipétesis de los 2 estimulos® inten-
ta unificar fodos sus posibles mecanismos patogené-
ticos. El primer estimulo seria producido por las habi-
tuales sefales que modifican el fenotipo de cualquier
EC (mediadores solubles, oxigenacion, hemodindmica,
femperatura, pH), asi como factores predisponentes,
como la inmovilizacién prolongada, la infeccidn bacte-
riana-fangica, la actividad de la enfermedad de base
y el empleo de G-CSF, de donantes no emparentados
o con incompadatibilidades HLA, o de agentes muy lesi-
vos para las EC como la fludarabina, o las dosis alfas
de busulfan. El segundo estimulo seria producido por el
empleo de inhibidores de la calcineurina (ICN) o agen-
tes mTOR, la irradiacién corporal total y la presencia de
enfermedad injerto contra el receptor aguda (EICRa).
Todos estos estimulos desencadenarian la sucesion de
eventos que se indican en la Figura 1.

La disfuncién endotelial parece la responsable de la
activacion del sistema del complemento a través de la
activacion de los neutrdfilos por la IL-8 (originada en los
cuerpos de Weibel-Palade de las EC o en los propios
neutréfilos) y otras muchas citocinas menos estudia-
das. Estos neutrdfilos activados liberan al espacio extra-
celular las denominadas NET (neutrophil extracellular
fraps) formados por una malla de ADN que encierra
histonas y proteinas antimicrobianas, como mielopero-
xidasa, elastasa, proteinasa 3, catepsina G, lactoferrina,
friptasa y gelatinasa, entre ofras®. Ademads, de esta ac-
cién antibacteriana, las NET pueden, entre ofras funcio-
nes, activar tanto la via clésica como la alternativa del




Expresion ICAM/VCAM - Activacién APC -
Activacion LT/LB -

Disfuncion endotelial por:
ICN o mTOR

\/

EICR aguda
Infecciones
ICT
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Mutaciones genes CFHR1-R3 -
Proteinas CFHR anémalas

IL-8 — Activacion neutroéfilos - Secrecion
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NET
Two-hit
hypothesis
MAT-AT

\  /
Endotelio protrombético por: . ] )
Acondicionamiento Vla_cla§|ca Via al_terr!atlva
(Fludarabina — AD-Busulfan) activacion activacion
Infecciones — LPS, G-CSF complemento ca s complemento

C4d C5b-9 (MACQ)

Capilares glomerulares

Figura 1. Esquema de la fisiopatologia en las microangiopatias frombéticas asociadas al frasplante hematopoyético (MAT-AT). Adaptado de
Carreras E, Diaz-Ricart M. Manual de Trasplante Hematopoyético 2016. AD-busulfén: altas dosis de busulfan; CFHR: complement factor H-re-
lated; EICR: enfermedad injerto contra receptor; ICAM: infercellular adhesion molecule; ICN: inhibidores de la calcineurina; ICT: irradiacion cor-
poral total; LPS: lipopolisacdridos; NET: neutrophil extracellular traps; RSA: recipient specific antibodies; VCAM: vascular cell adhesion profein.

complemento, favoreciendo el depdsito de la fraccién
cbb-9 en su malla y en los capilares glomerulares®. La
fraccion C5b-9 constituye el denominado MAC (mem-
brane attack complex) y es el causanfe de la lesiéon
renal en los pacientes con MAT-AT o con aHUS®,

> Manifestaciones clinicas

En la Tabla 2 se describen los principales sintomas y
signos observables en la MAT-AT,

> Diagnéstico

Se han publicado diversos criterios diagndsticos de

las MAT-AT (Tabla 3). Los publicados por 2 grupos coo-

perativos, uno americano (CTN-TMA)® y otro europeo
(IWG-TMA)®, presentan escasas diferencias entre si.

Los terceros, publicado por Cho9, infroducen el con-
cepto de "MAT probable” que, al ser mds inespecifico,
posibilita un diagnoéstico de sospecha precoz y favo-
rece la adopcién de medidas terapéuticas precoces.
Su principal critica es que no valoran los factores in-
dicadores de MAT con afectacién multiorgdnica de
mal prondstico. Los criterios propuestos por Jodele
incluyen estos factores que, si bien no son necesarios
para el diagndstico, de estar presentes confieren un
especial mal prondstico. Asi, la supervivencia de los
pacientes sin proteinuria y sin depdsito de C5b-9 es
del 100%. La presencia de uno de los 2 factores la re-
duce al 60-70% vy, si ambos estén presentes, al 20%.

) Formas clinicas, incidencia y factores de riesgo

« Clinicamente, las MAT-AT pueden manifestarse de
2 formas:




Tabla 2. Manifestaciones clinicas

Tabla 3. Diagnostico de microangiopatia trombética

Anemia hemolitica microangiopatica

® Anemia

¢ Trombocitopenia

e Aumento del requerimiento transfusional
e Elevacion de LDH?

e Esquistocitos circulantes

« | haptoglobina

Con afectacion organica:

Renal e Disminucion del filtrado glomerular
e Proteinuria®
© HTA que requiere > 2 hipotensores*

e Incidencia desconocida
e Hipoxemia, distrés respiratorio

Pulmonar

e Dolor abdominal
e Sangrado gastrointestinal

Gastrointestinal

e fleo
Sistema o Cefalea
nervioso central | ¢ Confusion

e Alucinaciones
o Convulsiones

Poliserositis  Derrame pericardico, pleural y/o ascitis
refractarios al tratamiento, sin edemas
periféricos

Adaptada de Jodele 2014

¢ De no existir proteinuria e hipertension, suele ser el primer hallazgo; ® en nifios
debe confirmarse con una muestra al levantarse por la mafiana para descartar
proteinuria ortostética fisioldgica; © de existir, suelen ser hallazgos precoces,
previos a los datos clasicos de microangiopatia trombdtica

HTA: hipertension arterial

1. MAT-AT asociada al empleo de ICN. Es la forma
mas frecuente y comporta un buen prondstico, ya que
suelen resolverse en pocos dias fras retirar dicho far-
maco. Su verdadera incidencia es desconocida.

2. MAT-AT que no se resuelve al retirar los ICN. Suelen
acompanarse de alguno de los factores de riesgo men-
cionados a continuacién, presentar multiples manifesta-
ciones de afectacion orgdnica, comportar un mal pro-
nostico y requerir de medidas terapéuticas especificas.

* Inicio: la mediana de dias para el inicio de las
manifestaciones clinicas se sitta entre el dia + 32 vy el
+ 40 (> 92% antes del dia + 100).

* Incidencia: desconocida debido a los diferentes
criterios clinicos diagnésticos empleados a lo largo de
los anos. Criterios IWP: 7%®; metaandlisis con criterios
variables: 8,2%(?; criterios de Cho(?: 39%. Incidencia
similar tfras TH alogénico mieloablativo o de intfensidad
reducida. La incidencia en el auto-TH es muy inferior.

* Factores de riesgo: uso de ICN (en especial si se
asocian a sirolimus)('?, infecciones virales (citomega-
lovirus, adenovirus, virus BK, etc.) o fngicas, EICR acti-

asociada al trasplante hematopoyético (MAT-

De certeza

MAT-AT diagnosticada en biopsia de un tejido

De sospecha clinica

Blood & Marrow Transplant Clinical Trials Network®
1. Hematies fragmentados y > 2 esquistocitos por campo en SP
2. Aumento de la LDH sérica
3. Alteracion funcion renal y/o neuroldgica no justificable por otras
causas
4. Coombs directo e indirecto negativo

International Working Group de la EBMT®

1. 2 8 esquistocitos por campo en SP (> 4%)

2. Aumento de LDH sérica brusco y persistente

3. Trombocitopenia < 50 x 10%L o un descenso > 50% del recuento
de plaquetas

4. ] hemoglobina o aumento del requerimiento transfusional de he-
maties

5. concentracion sérica de haptoglobina

MAT probable®

1. > 2 esquistocitos por campo en SP

2. Aumento de la LDH sérica

3. Trombocitopenia de novo < 50 x 10°/L o recuento con descenso
>50%

4. hemoglobina o aumento del requerimiento transfusional de he-
maties

5. concentracion sérica de haptoglobina

6. Coombs directo e indirecto negativo

7. Ausencia de coagulopatia

Criterios diagnosticos con valor prondstico™
1. Microangiopatia, esquistocitos en SP o evidencia histolégica
2. Aumento de LDH sérica
3. Trombocitopeniade novo (< 50 x 10%L o 1 en >50% en recuento)
4. Anemia de novo (4 Hb o aumento requerimiento transfusional)
5. Proteinuria > 30 mg/dL
6. Hipertension arterial
7. Activacion del complemento terminal (T concentracion sC5b-9)

EBMT. European Society for Blood and Marrow Transplantation;
Hb: hemoglobina; LDH: lactato deshidrogenasa; SP: sangre periférica

va, TH de donante no emparentado o con incompa-
fibilidades HLA, diversos polimorfismos genéticos que
predominan en las poblaciones no caucdsicas? 1019,

> Microangiopatia trombética
asociada al trasplante hematopoyético:
aproximacion diagndstica-diagnoéstico precoz

En la Figura 209 se muestra el algoritmo de valoracion
diaria de los receptores de un TH alogénico, asi como
las medidas especificas a controlar evolutivamente,
en caso de sospecha clinica de MAT, con la finalidad
de lograr un diagndstico precoz®.
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Sistematica de estudio para el diagndstico precoz de TMIA-AT

LDH: 3 veces por semana
Proteinuria: 1-2 veces por
semana
Presién arterial diaria

Y

Si proteinuria, T LDH, HTA',
trombocitopenia? analizar:
e Esquistocitos en SP
¢ Proteinuria cuantitativa
* Haptoglobina
¢ Niveles séricos de C5b-9

\ 4

TMA-AT sin proteinuria y sin
T sC5b-9 — parar ICN?,
tratar otras posibles causas

\/

TMA-AT con proteinuria > 30 mg/dL
y/o T sC5b-9 — lo anterior +
tratamiento especifico

Figura 2. Adaptado de Jodele ef al. 2014@%. 7 Hipertension arterial (HTA): en mayores de 18 afnos, TA en el percentil 95 correspondiente
por edad, sexo y altura. En menores de 18 anos, TA > 149/90 mmHg; 2 plaquetas: recuentos < 50 x 10%L o reduccion superior al 50% en
los recuentos de plaquetas. Hematies: hemoglobina por debajo del limite normal por la edad o requerimiento transfusional; ® no todos
los autores de acuerdo, en especial si los niveles séricos son normales, valorar cuidadosamente riesgos y beneficios de esta medida, en
especial en pacientes con enfermedad injerto contra receptor (EICR) activa.

> Evoluciont®

« En las MAT asociadas a los ICN la evolucién suele
ser favorable tras la retirada del inhibidor.

+ En las MAT graves no asociadas a los ICN y en
especial en aquellas asociadas a protfeinuria e incre-
mento de sC5b-9, el prondstico suele ser muy desfa-
vorable.

+ En los supervivientes a una MAT el riesgo de in-
suficiencia renal crénica (IRC) es 4,3 veces superior
que en los pacientes sin MAT. Lo mismo ocurre con
la hipertension arterial (HTA; 9 veces superior). De
igual modo, la mortalidad de los pacientes con MAT
es 5 veces superior al ano del frasplante de progeni-
fores hematopoyéticos (TPH), aunque la muerte no
siempre es atribuible a la propia MAT. En los pacien-
tes con MAT y afectacion multiorgénica la mortali-
dad es > 90%.

> Tratamiento
> De soporte

+ Suspender (o reducir) ICN (algunos autores con-
sideran que, en las formas leves, la supresion del ICN
comporta un riesgo demasiado elevado de EICRa).

« Tratar enérgicamente la EICRa vy las infecciones
asociadas (vigilar la toxicidad renal).

« Tratamiento de la HTA con > 2 agentes.

> Recambio plasmatico (RP)

« Las revisiones histéricas evidencian que su benefi-
cio es escaso (media de respuestas del 36% y morta-
lidad del 80%). Sin embargo, estudios mas recientes,
algunos de ellos prospectivos, ofrecen respuestas del
59-64%07,
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» Los RP deben emplearse siempre de forma precoz.
Su duracién debe ser superior a la del resto de las
MAT (2-3 semanas) y deben discontinuarse progresi-
vamente por el riesgo de reboftes.

+ Si se asocian a rituximalo, para fratar los escasos
pacientes con anticuerpos anti-factor H, rituximab
debe administrarse después del RP,

+ Si se asocian a eculizumab (ECZ), los RP deben
realizarse antes de administrar este f&rmaco, ya que
reducen su actividad y aumentan los niveles de C5.

) Defibrétido (DF)

+ DF reduce la disfuncién endofelial, evento inicial
en las MAT-AT, y favorece su resoluciéon por su efecto
profibrinolitico, trombolitico y antiinflamatorio®.

+ En la serie més larga existente (56 pacientes fra-
tados), la tasa de respuestas al DF (solo o asociado
a ofras medidas) en MAT graves fue del 55%(9. En
una serie mas reciente de MAT-AT, diagnosticadas em-
pleando los criterios de Cho, con 29 ninos y 17 adul-
fos, se obftuvo un 77% de respuestas completas en
ambos grupos@®, Recientemente, se han publicado
buenos resultados con DF administrado en bajas do-
sis (< 10 mg/kg/dia)@D.

> Rituximab

+ Se cree que actla por deplecién de anticuerpos
y regulacion inmune. Es de especial inferés si hay pre-
sencia de anticuerpos antfi-factor H, asociado o no a RP.

* Doce de los 15 casos reportados y algunos casos
aislados respondieron a rituximalb asociado a RP. Si se
asocia con ECZ, disminuye su actividad422,

> Daclizumab

» Tan solo hay 13 casos publicados con 9 respues-
fas. Pero en estos casos daclizumab fue utilizado para
sustituir al ICN al detectarse la MAT-AT, por lo que no
queda claro cudl es el motivo de dichas remisiones®®,

> Eculizumab

+ En la actualidad, es el mejor agente para tratar las
MAT-AT (y aHUS) que cursan con profeinuria y eleva-
cion de C5b-9.

« En un andlisis de las series publicadas hasta 2014,
se recopilaron 26 pacientes con una mediana de

edad de 33 anos. La mediana de tiempo entre el tras-
plante y la iniciacion del ECZ fue de 63 dias (rango:
11-612). Se utilizaron una mediana de 5,5 dosis (ran-
go: 2-21) y en el 92% la respuesta se produjo después
de una mediana de 2 dosis (rango: 1-18). Tras una
mediana de seguimiento de 52 semanas (rango:
3-113), los supervivientes (92%) evolucionaban co-
rrectamente®@,

« En una reciente revision de casos de MAT-AT en
nifos tratados con ECZ, Jodele et al.® confirman las
cifras previomente publicadas con una supervivencia
del 66% al ano del TH (sin ECZ: 17%). Los pacientes
que respondieron se beneficiaron de un curso bre-
ve pero infensivo de ECZ utilizando una dosis guia-
da farmacocinética/farmacodindmica, que requirid
una mediana de 11 dosis de ECZ. El tratamiento se
intferrumpid porque la MAT-AT se resolvib tras una me-
diana de 66 dias. Los sujetos con mayor activacion
del complemento medida por la elevacion de sC5b-9
en sangre al comienzo del tratamiento tuvieron me-
nos probabilidades de responder (odds ratio: 0,15;
p = 0,0014) y requirieron mds dosis de ECZ (r = 0,43;
p = 0,0004)@,

+ La cuantificacién de CH50 permite controlar la
efectividad del fratamiento y el ajuste de las dosis. Si
bien no se dispone adn de una amplia experiencia en
la valoracién in vitro del depbsito de C5b-9 en cultivos
de EC, se estéd mostrando como el método mas simple
y répido para valorar si ECZ es efectivo o no; esta téc-
nica se ha validado en aHUS y se estd validando en
las MAT-AT@®,
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Esperamos que este simposio, que tiene como protagonista al mastocito y estd especialmente dirigido a
la mastocitosis sistémica avanzada, sea de gran interés, puesto que cuenta con unos ponentes expertos
en el fema y con una gran capacidad comunicativa. Esta es una enfermedad poco frecuente y de dificil
diagnéstico y abordaje terapéutico; por tanto, una actualizacién integral resulta de gran utilidad para
cualquier hematoélogo.

En primer lugar, contamos con la Dra. Concepcién Prats, que conoce en profundidad la citologia y la
citometria aplicadas al diagndstico de las hemopatias. Desde el punto de vista diagnéstico, la citologia
es clave para sospechar una mastocitosis y también para detectar la existencia de otra hemopatia aso-
ciada, que es un importante factor a tener en cuenta para establecer el prondstico y el tratamiento de la
enfermedad. La citometria de flujo es fundamental para confirmar el fenotipo patolégico de los mastoci-
fos, puesto que, ademas de aportar un criterio diagndstico menor, identifica patrones madurativos que
se pueden relacionar con subtipos de la enfermedad y su prondstico.

La segunda ponencia corre a cargo de la Dra. Dolors Colomer, experta bidloga molecular y miembro
de diversos grupos cooperativos nacionales e internacionales que trabajan en la estandarizacion de es-
tas técnicas diagndsticas y de seguimiento. A diferencia de lo que ocurre con otras hemopatias, debido
a la frecuente escasez de mastocitos en la medula 6sea de los pacientes con mastocitosis, las técnicas
moleculares para la deteccion de la mutacion D816V de KIT, la mdas caracteristica de la enfermedad,
deben tener alta sensibilidad y la mayor especificidad posible. En esta ponencia se exponen los avances
recientes en este sentido, con la incorporacion de la PCR digital, que permite ademdas cuantificar y estan-
darizar los resultados entre los distintos laboratorios. También se hablard de las mutaciones adicionales,
frecuentes en la mastocitosis sistémica avanzada y de demostrado valor prondstico adverso.

Por Ultimo, para hablarnos de las novedades en cuanto al tratamiento de la mastocitosis sistémica
avanzada, confaremos con la inestimable aportacién del Dr. lvén Alvarez-Twose, lider del recién creado
Grupo Espanol de Mastocitosis y cuyo equipo tiene la mds amplia experiencia a nivel nacional en el ma-
nejo de esta enfermedad. Puesto que los mastocitos atipicos liberan citocinas responsables de muchos
de los sinftomas de la enfermedad y que esta afecta a diversos érganos y tejidos de manera variable en
cada paciente, el tratamiento debe ser necesariamente individualizado. Se expondrdn tanto las medi-
das de soporte y antimediadoras como las terapias especificas, campo en el que se estdn produciendo
mayores avances y novedades, y que incluyen los citostaticos, los inhibidores de tfirosina cinasas como
imatinibb y midostaurina, y los anticuerpos monoclonales.
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Citomorfologia y citometria del mastocito
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) El mastocito: origen y funcion

El mastocito fue descrito por primera vez por Paul Ehrlich
en 1877, que identifico esta célula en el tejido conecti-
vo, denomindndola Masizellen -en aleman, ‘célula ce-
bada o bien alimentada’-, al observar la gran cantidad
de grdnulos confenidos en su cifoplasma®. Se origina
en la médula dsea a partir de una célula progenitora
hematopoyética pluripotencial@®. El principal inductor
de su maduracion es el factor de células madre (sfem
cell factor -SCF-), ademads de otras citocinas como la
inferleucina 3 (IL-3). la IL4, la IL-9 y la IL-10, entre ofras“.
El receptor para el SCF es una proteina fransmembra-
na con actividad tirosina cinasa (KIT), abundante en
el mastocito y que estd codificada por el gen c-Kit, lo-
calizado en el cromosoma 4(q11-12). Los precursores
de mastocitos comprometidos salen a la circulacion y
migran a diferentes tejidos, donde completan su ma-
duracién y diferenciacion, adquiriendo caracteristicas
especificas segdn su localizacién®49, Predominan en
la piel y en los tractos respiratorio, gastrointestinal y ge-
nitourinario. Se ubican especialmente en la proximidad
de los vasos sanguineos vy linfaticos y alrededor de las
ferminaciones nerviosas.

Desde el punto de vista funcional, el mastocito parti-
cipa en las respuestas inmunitarias innata y adquirida,
fiene capacidad de fagocitar, procesar y presentar
antigenos a través de moléculas del complejo mayor
de histocompatibilidad (CMH) de clase | y de clase |,
activar a los linfocitos y liberar citocinas inductoras de
la migracion de neutrdfilos. Ademds, es conocida su
participacion en la angiogénesis y la remodelacion
fisular. En las enfermedades alérgicas, es una célula
efectora principal, a través del receptor de alta afini-
dad para la Ige (FCeRI) presente en su superficie y me-
diante la liberacidén de mediadores®,

> Morfologia del mastocito normal

En un aspirado medular, con la tincién de May-Grin-
wald-Giemsa, el mastocito normal muestra un famano
grande, variable entre 12y 25 um, y un contorno més o
menos redondeado. El ndcleo también es redondea-
do, con la cromatina densa y ocupa normalmente
una posicién centrada. El citoplasma es amplio con
granulacién muy abundante e intensamente basdfi-
la, que suele ocultar el nlcleo. A veces se encuentran
fragmentados, con la granulacién dispersa a su alre-
dedor (Figura 1). Los grénulos lisosomales contienen
enzimas y mediadores preformados, entre otros hista-
mina, triptasa, carboxipeptidasa A, heparina o sulfato
de condroitina, y algunas citocinas, como el factor de
necrosis tumoral a. (TNF-o), que se liberan de manera
inmediata tras la activacion del mastocito. Otros me-

Figura 1. May-Griinwald-Giemsa (MGG) x 1.000, aspirado de mé-
dula 6sea (AMO). Mastocitos normales, grandes, con abundante
granulacion (nGcleo semioculto), mds o menos redondeados y
que a veces se fragmentan liberando su contenido.
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Figura 2. May-Griinwald-Giemsa (MGG) x 1.000, aspirado de mé-
dula 6sea (AMO). Aplasia medular. Mastocito fusiforme, reactivo.

diadores son de nueva sintesis, como prostaglandinas,
leucotrienos, factor activador de plaquetas, interleuci-
nas, factor de crecimiento tumoral B (TGF-B) y fambién
el TNF-a.

Con el microscopio electrénico, los aspectos mas
caracteristicos del mastocito son la granulacion vy la
gran cantidad de proyecciones digitiformes o microvilli
en su superficie. Los grénulos, que miden hasta unos
700 nm, presentan una morfologia y una densidad
electrénica muy variables, algunos de contenido ho-
mogéneo y ofros que presentan una estructura inter-
na variable (hexagonal, lamelar, en panal de abejas
0 con bucles periféricos)®.

En un aspirado medular normal se observa una
escasa proporcidén de mastocitos, habitualmente in-
ferior a 1/1.000 células nucleadas. Su ndmero puede
aumentar reactivamente en procesos inflamatorios,
inmunolégicos o neopldsicos, y asi pueden verse en
aplasias medulares o en neoplasias linfoides B de célu-
las maduras como la macroglobulinemia de Waldens-
from. Suelen mostrar un aspecto normal y conservar
su abundante granulacién, aungue ocasionalmente
pueden adoptar un aspecto fusiforme (Figura 2)001D,

) Caracteristicas morfoldgicas
del mastocito patoldgico

El mastocito patoldégico maligno muestra rasgos atipi-
cos muy caracteristicos que facilitan su distincion del

Figura 3. May-Grinwald-Giemsa (MGG) x 1.000, aspirado de
médula 6sea (AMO). Mastocitosis sistémica. Grandes mastocitos
ahusados.

@ ” Py
Figura 4. May-Grinwald-Giemsa (MGG) x 1.000, aspirado de
médula 6sea (AMO). A la izquierda, leucemia de mastocitos: ele-
mento de gran tamafo multinucleado con abundante granulacion
iregularmente distribuida. A la derecha, mastocitosis sistémica
indolente asociada a sindrome mielodispldsico: mastocito gigante
fusiforme.

mastocito normal?'®. De una manera estructurada,
podriamos considerar los siguientes aspectos:

« Forma: los mastocitos patolégicos tienden a ser
polimérficos en un mismo paciente. Con preferencia
adoptan un patrén ahusado o fusiforme (Figura 3),
y/0 muestran proyecciones citoplasmdticas, ocasio-
nalmente muy abigarradas.

+ Tamano: la variabilidad en el tamano suele ser un
hallozgo fipico, predominando elementos grandes
e incluso gigantes, a menudo alargados (Figura 4).
También se encuentran mastocitos de tamano redu-
cido.

+ Contenido granular: por lo general, son caracte-
risficamente hipogranulares, hecho que permite reco-
nocer el ndcleo y que deja a la vista un citoplasma
amplio, hialino o con débil basofilia (Figura 5). Las
formas pequefas con grénulos salpicados deben
distinguirse de mielocitos y metamielocitos neutréfilos,
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especialmente si son displasicos (Figura 6).lgualmen-
te, las formas grandes elongadas pueden prestarse a

Figura 5. May-Grinwald-Giemsa (MGG) x 1.000, aspirado de
médula 6sea (AMO). Mastocitosis sistémica indolente. Mastocitos
ahusados variablemente hipogranulares, en los que se aprecian
los grandes ndcleos ovalados.

-

F 4 -

Figura 6. May-Griinwald-Giemsa (MGG) x 1.000, aspirado de mé-
dula 6sea (AMO). Mastocitosis sistémica indolente. Mastocitos pa-
toldgicos redondeados con granulacion irregularmente distribuida
(agrupaciones puntuales) que se pueden confundir con precurso-
res de la granulopoyesis (flechas).

Figura 7. May-Griinwald-Giemsa (MGG) x 1.000, aspirado de mé-
dula 6sea (AMO). Leucemia de mastocitos: concentracion de grd-
nulos en un polo de la célula, correlaciondndose la granulacion
azurdfila del MGG (a la izquierda) con el contenido enzimdtico de
la fosfatasa dceida (FA; a la derecha) y la metacromasia con azul
de toluidina (AT; centro).

3

Figura 8. May-Griinwald-Giemsa (MGG) x 1.000, aspirado de mé-
dula 6sea (AMO). Mastocitos patolégicos con nlcleos atipicos: a
la izquierda y en el centro con ndcleos elongados € inicio de lobu-
lacién; a la derecha, mastocito hipogranular binucleado.

o T !
Figura 9. May-Griinwald-Giemsa (MGG) x 1.000, aspirado de mé-
dula 6sea (AMO). Leucemia de mastocitos: nicleos redondeados
de cromatina minimamente condensada con fina vacuolizacion
en algunos mastocitos.

confusidn con macroéfagos. Asimismo, es caracteristi-
ca una distribucién anormal de la granulacién, con
tendencia a la concentracién de los grénulos en una
zona determinada del citoplasma (Figura 7). En algu-
nas extensiones llega a apreciarse una granulacion
dispersa entre la celularidad fruto de la fragmento-
cién de los mastocitos al realizar el aspirado.

+ Vacuolas: el hallazgo de vacuolas es poco fre-
cuente. Incidentalmente se puede apreciar en mas-
focitosis indolentes o quiescentes, siendo su hallazgo
reiferado mds comudn en las formas avanzadas.

+ Forma del nGcleo: tienden a ser alargados u ovoi-
des. Lliegan a lobularse con una estrangulacién inter-
media, a veces en forma de zapdatilla, y con menor
frecuencia se encuentran elementos multinucleados,
la mayor parte de las veces binucleados (Figura 8).

« Inmadurez: como signos mds relevantes, pueden
manifestar rasgos de indiferenciacion consistentes en
aumento de la relacién ndcleo-citoplasmdatica, dis-
minucidn de la densidad cromatinica, presencia de
nucleolos, mayor hipogranularidad e incluso agranu-
laridad, y vacuolizacion periférica (Figura 9). La multi-
nuclearidad aumenta significativamente, tanto en el
ndmero de células como en la cuantia de los ndcleos,
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que pueden ser incluso de distintos tamanos (Figu-
ra 10). El grado de indiferenciacion permiten calificar
algunas células aisladas como plenamente blésticas.

Figura 10. May-Grinwald-Giemsa (MGG) x 1.000, aspirado de
médula 6sea (AMO). Leucemia de mastocitos: mastocito severa-
mente patoldgico gigante y multinucleado, con abundante granu-
lacion azurdfila concentrada en la regién centrosémica.

Figura 11. May-Grlinwald-Giemsa (MGG) x 1.000, aspirado de
médula 6sea (AMO). Leucemia de mastocitos: fagocitosis de he-
maties con diferentes fases del proceso de infernalizacion.

ST

Figura 12. May-Grinwald-Giemsa (MGG) x 1.000, aspirado de
médula 6sea (AMO). Mastocitosis avanzada -mastocitosis sis-
témica agresiva asociada a leucemia mielomonocitica cronica
(LMMC)-: a la izquierda, fagocitosis de un neutréfilo segmentado;
a la derecha, proceso de englobamiento de un eosindfilo.

+ Hemofagocitosis: en raras ocasiones pueden ob-
servarse imdgenes de hemofagocitosis de hematies,
eritfroblastos, neutrdfilos, eosinéfilos o mixta, e incluso
canibalismo entre las propias células neopldsicas (Fi-
guras 11y 12).

+ Mitosis: en las variantes leucémicas la actividad
proliferativa puede ser muy pronunciada y definida
por la presencia de mitosis que llegan a ser frecuen-
tes (Figura 13).

> Aspectos citoquimicos

La granulacién del mastocito normal presenta me-
facromasia con azul de tfoluidina. Este fendbmeno se
debe a su alto contenido en heparinoides (glucosami-
noglicanos sulfatados con elevada carga dcida) a los
que las moléculas del colorante, una anilina bdsica,
se fijan electrostaticamente de manera muy compac-
ta, polimerizindose entre si, circunstancia que modifi-
ca su absorcion luminica hasta adquirir un tono rojo
violédceo caracteristico. Ademds, estas células tienen
un contenido elevado de cloroacetatoesterasa (CAE)
y ausencia de mieloperoxidasa (MPO) (Figura 14). La
reaccién del acido peryddico de Schiff (PAS) puede
ser negativa o mostrar débil positividad intergranular,
y la actividad de la fosfatasa dcida (FA) es negativa o
débilmente positiva219,

El mastocito patolégico suele mostrar las mismas co-
racteristicas citoquimicas que el normal, pero en formas

Figura 13. May-Grinwald-Giemsa (MGG) x 1.000, aspirado de
médula 6sea (AMO). Leucemia de mastocitos: diferentes etapas
del proceso mitdtico.
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hipogranulares o inmaduras la metacromasia puede re-
ducirse o incluso desaparecer, e igualmente puede de-
bilitarse o aparecer en menor porcentaje la actividad de
CAE.Ambos fenébmenos podrian ser consecuencia de la

Figura 14. Aspirado de médula 6sea (AMO). Arriba, mastocitos nor-
males: a la izquierda azul de tfoluidina (AT); a la derecha, cloroo-
cetatoesterasa (CAE). Abajo, mastocitos patoldgicos fagocitando
neutrofilos en mastocitosis sistémica agresiva asociada a leucemia
mielomonocitica cronica (LMMC): a la izquierda, mastocito AT po-
sitivo débil con neutrofilo AT negativo; a la derecha, mastocito CAE
débilmente positivo granular fagocitando neutrdfilo intensamente
positivo para CAE.

dula 6sea (AMO). Leucemia de mastocitos asociada a leucemia
mielomonocitica cronica (LMMC). Nido de mastocitos.

falta de granulos. La actividad de FA puede aumentar
en algunos casos. Las técnicas citoquimicas permiten
diferenciar mastocitos de granulocitos y de macréfagos
(Figura 14).

> Aportacion del examen citomorfolégico
del aspirado medular al diagnéstico y
la clasificacion de las mastocitosis sistémicas

Las mastocitosis sistémicas (MS) se caracterizan por la
proliferacién clonal de mastocitos que se acumulan
especialmente en la piel, la médula dsea o el tubo
digestivo. Sus sinfomas derivan tanto de la infiltracion
orgdnica como de la activacion y la liberacion de me-
diadores por los mastocitos. El diagnéstico se basa en
la demostracién de mastocitos patolégicos integran-
do estudios analiticos, citomorfolégicos, inmunofenoti-
picos, moleculares e histolégicos. Los criterios actuales
de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) para
su diagndstico y clasificacion estdn recogidos en las
Tablas 1y 207,

En las MS la médula ésea esté habitualmente afec-
tada y es el material més frecuentemente empleado
para el diagndstico. El estudio citomorfoldgico debe
incluir extensiones de sangre periférica, del aspirado
y de los grumos medulares, e improntas de la biop-
sia. Ante la sospecha diagndstica, es recomendable
afadir la fincién de azul de foluidina. La revisién de las

Tabla 1. Criterios diagnésticos de mastocitosis sistémica

Diagnostico: cuando el criterio mayor y al menos
1 criterio menor estan presentes, o cuando > 3
criterios menores estan presentes

Mastocitosis
sistémica

Infiltrados densos multifocales de mastocitos
(> 15 mastocitos en agregados) detectados en biopsia
de médula 6sea (MO) u otros 6rganos extracutaneos

Criterio mayor

1. En la biopsia de MO u otros 6rganos extracuta-
neos, > 25% de los mastocitos son ahusados o de
morfologia atipica 0 > 25% de los mastocitos en el
aspirado de MO son inmaduros o atipicos

2. Deteccion de una mutacion en el codon 816 de
KIT en la MO, sangre u otro 6rgano extracutaneo

Criterios

menores 3. Los mastocitos de la MO, la sangre u otro 6rgano

extracutaneo expresan CD25, con o sin CD2, ade-
mas de los marcadores normales de mastocitos

4. La triptasa sérica total es persistentemente

> 20 ng/mL, a menos que haya una neoplasia
mieloide asociada, en cuyo caso este parametro no
es valido
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Tabla 2. Criterios diagnésticos para las variantes

de mastocitosis sistémica (MS)

Cumple criterios de MS. Ausencia de
hallazgos C. No hay evidencia de

una neoplasia hematolégica asociada.
Generalmente baja carga tumoral

MS indolente

Criterios de MS indolente, pero con
afectacion de MO y sin lesiones cutaneas.
Categoria provisional

Mastocitosis de la
médula 6sea (MO)

Cumple criterios de MS con > 2 hallazgos B,
sin hallazgos C. Sin evidencia de

neoplasia hematoldgica asociada ni
criterios de leucemia de mastocitos.
Generalmente alta carga tumoral

MS quiescente

MS con una neoplasia

L Cumple los criterios de MS y los criterios de
hematoldgica

una neoplasia hematoldgica asociada

asociada
. Criterios de MS con > 1 hallazgo C. No
MS agresiva o . .
cumple los criterios de leucemia de mastocitos
Cumple criterios de MS. La biopsia de MO
. muestra infiltracion difusa (generalmente
Leucemia

densa) por mastocitos inmaduros atipicos.
El aspirado de MO muestra > 20% de
mastocitos

de mastocitos

Hallazgos B: 1) elevada carga mastocitaria: infiltracion > 30% de mastocitos
en biopsia de MO (agregados densos, focales) y triptasa > 200 ng/mL;
2) signos de displasia o mieloproliferacion en lineas celulares no mastocitarias,
sin criterios diagnosticos de una neoplasia hematoldgica asociada, con
hemograma normal o solo leves alteraciones; 3) hepatomegalia sin alteracion
funcional, esplenomegalia palpable sin hiperesplenismo y/o linfadenopatias
palpables o detectables en pruebas de imagen

Hallazgos C: 1) insuficiencia medular por la infiltracion de mastocitos con
> 1 citopenia (neutrdfilos < 1,0 x 10%L, hemoglobina —Hb— < 100 g/L,
plaguetas < 100 x 10%/L); 2) hepatomegalia palpable con afectacion funcional,
ascitis y/o hipertension portal; 3) afectacion dsea con lesiones osteoliticas con/
sin fracturas patoldgicas (no incluye osteoporosis); 4) esplenomegalia palpable
con hiperesplenismo; 5) malabsorcion con pérdida de peso debido a infiltracion
mastocitaria gastrointestinal

extensiones debe ser metédica, buscando posibles
agrupaciones o nidos de mastocitos (Figura 15). Estos
también pueden disponerse en torno a adipocitos o
con disposicion perivascular alrededor de capilares.
En un aspirado medular correctamente realizado y re-
visado, la presencia de agregados de mastocitos pue-
de observarse con una frecuencia similar a la de la
histologia. Los porcentajes de mastocitos dispersos
deben valorarse en dreas alejadas de los nidos. En la
sangre, de manera excepcional pueden observarse
mastocitos circulantes.

Entre los criterios diagndsticos de MS, la citomorfolo-
gia en el aspirado medular aporta un criterio menor,
exigiendo que mds de un 25% de los mastocitos sean
atipicos o inmaduros(”. Conviene destacar que el por-

cenfaje de mastocitos dispersos puede ser inferior al
1%, especialmente en las formas indolentes o en esto-
dios tempranos de la enfermedad. Las dismorfias mas
comunes en las formas indolentes son la morfologia
fusiforme, el ndcleo ovalado o bilobulado -incidental-
mente binucleado-, y la hipogranularidad, en tanto
que la presencia de formas inmaduras, multinucleari-
dad significativa y hemofagocitosis suele ser mds pro-
pia de formas agresivas y de la leucemia1:131418),

Mencién aparte merecen los raros casos de MS
bien diferenciadas (MSBD), que se caracterizan por
la observacion de elementos de apariencia madura,
redondeados y con un citoplasma bien granuladod?,

Con respecto a la clasificacion, la citomorfologia
tiene un papel relevante en la diferenciacion de las
formas avanzadas, que incluyen las MS con una neo-
plasia hematolégica asociada, las MS agresivas y la
leucemia de mastocitos. El porcentaje de mastocitos
patolégicos dispersos en el aspirado de médula ésea
establece el diagnbstico de la leucemia de mastocitos
cuando es igual o superior al 20% y, dentro de estas, la
observacion de > 10% de mastocitos en sangre tipifica
las formas cldsicas. En las MS agresivas, definidas por
la presencia de criterios "C” (Tabla 2), la observacion
de >5% de mastocitos en el aspirado subclasifica las
formas en fransformaciéon, que estén asociadas con
un prondstico especialmente pobre, con frecuente
evolucion a leucemia®’1®. La valoracion citomorfolé-
gica conjunta de la sangre y de la médula ésea es
necesaria para descartar una neoplasia hematold-
gica asociada, que definiria el tercer subtipo de MS
avanzada.

) El estudio histolégico de la médula 6sea

La histologia tiene un papel fundamental en el diag-
noéstico de las MS, dado que aporta el Unico criterio
mayor, definido por la presencia en la biopsia de mé-
dula 6sea (o de ofro érgano excepto en la piel) de
infilfrados densos multifocales de > 15 mastocitos en
forma de agregados, y dos de los criferios menores de
diagndstico (> 25% de mastocitos atipicos y expresion
andmala de CD25 + CD2). Aunque en los corfes his-
tolégicos los mastocitos pueden ser identificados con
finciones convencionales como hematoxilina-eosina,
Giemsa o azul de toluidina (con estas 2 Gltimas por
sus grénulos metacromaticos), los métodos mds espe-
cificos son las tinciones inmunohistoquimicas como
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friptasa y c-kit (CD117), y para los mastocitos neopld-
sicos, CD25 y CD2.

Existen diversos patrones de infiltracién en la biopsia
de médula 6sea®: a) infersticial difuso (mastocitos
dispersos aislados, no agrupados), que es un patrén
inespecifico y que puede verse también en hiperpla-
sias mastocitarias reactivas o en neoplasias mielopro-
liferativas, por lo que para el diagnéstico de MS serian
necesarios = 3 criterios menores; b) multifocal denso,
en forma de agregados, generalmente con localiza-
cion paratrabecular y/o perivascular; ¢) formas mix-
tas con componente multifocal denso e intersticial
asociado (alrededor de los agregados o en toda la
biopsia); y d) difuso denso, que es el habitual en la
leucemia de mastocitos. La mayoria de las MS tienen
un patrén mixto, con cmulos de mastocitos en forma
de agregados y elementos aislados intersticiales.

> Citometria del mastocito normal y patolégico

En sujetos sanos, el porcentaje de mastocitos en la mé-
dula ésea determinado por citometria de flujo es bajo
(0,008 + 0,0082% de las células nucleadas), si bien en
situacion de reactividad o pacientes con trastornos
hematolégicos de linea no mastocitica, como el lin-
foma linfoplasmocitico o el sindrome mielodisplésico,
pueden encontrarse variablemente incrementados
(0,027 £ 0,17%; rango: 0,001-0,5%) 22, Fenotipicamen-
te, el mastocito normal se caracteriza por un patrén de
tamano (FSC) y complejidad (SSC) elevados y muy
heterogéneos, y por la expresiéon infensa en su super-
ficie de CD117, ademds de CD203c y el receptor de
alta afinidad para la IgE (FCeRI), aungue ningdn an-
tigeno es especifico. Ofros marcadores habitualmen-
te expresados son CD45, proteinas relacionadas con
adhesion (CD11¢, CD29, CD33), tetraspaninas (CD9,
CD63), marcadores de activacion (CD69, CD203c) y
receptores del complemento (CD55, CD59), ademas
de proteasas como carboxipeptidasa o triptasa cito-
plasmaticas. El mastocito maduro normal no presen-
ta marcadores asociados a inmadurez (CD34, CD38),
asociados a presentacion antfigénica (CD1a, HLA-DR),
marcadores linfoides (CD2, CD3 o CD19) ni receptores
de citocinas como CD123 o la cadena alfa del recep-
for de IL-2 (CD25). El inmunofenotipo de los mastocitos
normales y reactivos presenta caracteristicas similares
de tamano, complejidad y expresidn de antigenos,
con excepcidn del patrédn que presentan las proteinas

CD35, positiva en condiciones de reactividad, y CD63,
cuya expresion estd incrementada en los mastocitos
de pacientes con sindrome mielodispldsicod?21-29),

En las MS el porcentaje de mastocitos se encuentra
incrementado (0,21 + 0,27%; rango: 0,001-1,7%, en for-
mas indolentes), aungque con un rango que se solapa
con el normal®, Los mastocitos neopldsicos pueden
expresar de manera aberrante CD25 y/o CD2. Estos
marcadores son empleados para el diagnéstico, aun-
gue pueden faltar, siendo CD25 mds sensible y es-
pecffico (criterio menor)(729, Hay que destacar que,
ademds de en las MS, la expresion de CD25 en mas-
tocitos estd descrita en las neoplasias mieloides/lin-
foides con eosindfilia y reordenamientos de PDGFRA,
PDGFRB 0, mds raramente, FGFR1(7:29; sin embargo, no
se observa en sujetos sanos ni en pacientes con otfras
enfermedades hematoldgicas en las que puede ho-
ber un aumento de mastocitos. La expresidon de CD30
también es aberrante y se ha asociado con MSBD y
formas agresivas de MS@9, Ademds de estos marca-
dores, en las MS se observan otras alteraciones cuyo
estudio ha permitido establecer 3 perfiles inmunofe-
notipicos diferenciados, que se correlacionan con
distintos subtipos de la enfermedad y se asocian con
alteraciones moleculares y pronostico19.23:27);

« Fenotipo maduro activado: patrén de mastocito
maduro con expresion aberrante de CD25 y CD2, que
se asocia a incremento o expresion anormal de mo-
léculas de activacion (CD69), moléculas CMH de cla-
se Il (HLA-DR) y asociadas a la degranulacion (CDé63,
CD203c). Esta presente en la mayoria de las MS indo-
lentes con o sin afectacién cuténea.

» Mastocito maduro en reposo: se caracteriza por la
ausencia de CD25 y CD2 (o expresion parcial) y pue-
de presentar expresion aberrante de CD30. Ademds,
puede mostrar infraexpresidon o expresion normal de
CD117 y FCeRI e incremento de enzimas intracitoplas-
mdticas. Este es un patrén caracteristico de MSBD.

« Fenotipo inmaduro: en este patrdn se observa
infraexpresion de moléculas que se adquieren en la
maduracion (CD117, FCeRI y proteasas citoplasmati-
cas) junto con expresion de antigenos de inmadurez
(CD123, HLADR) y disminucién de famarfio y comple-
jidad. Tipicamente, muestran expresion intensa de
CD25 en ausencia de CD2. Se asocia a las formas
agresivas y leucémicas.

En relacion con el prondstico, merece la pena des-
tacar que la deteccién por citometria de poblaciones
de mastocitos normales y aberrantes se observa en
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pacientes con mutaciéon de KIT restringida a mastoci-
fos. En cambio, un inmunofenotipo inmaduro se rela-
ciona con la presencia de mutacién de KIT multilinea
en la hematopoyesis, que constituye un factor pronds-
fico adverso asociado a variantes de MS de pobre
prondstico y a mayor probabilidad de progresion@30,

> A recordar

+ Lo valoracion de la morfologia atipica de los
mastocitos patoldgicos orienta de forma efectiva el
diagnéstico de una MS, independientemente del por-
centaje, que puede ser inferior al 1%. Se debe buscar
activamente la presencia de agrupaciones de mas-
tocitos, cuyo hallazgo podria reflejar la infiltfraciéon his-
tolégica.

+ La demostracion de metacromasia con azul de to-
luidina sigue siendo una fécnica de referencia.

+ La observacion significativa de rasgos morfologi-
cos atipicos, como aumento de la relacién ndcleo-
citoplasmatica, cromatinas hipodensas, frecuente
multinuclearidad, presencia de mitosis y fagocitosis,
apunta a la posibilidad de una mastocitosis agresiva.

+ La citometria de flujo, ademds de aportar un crite-
rio diagnéstico menor, identifica patrones madurativos
que se pueden relacionar con subtipos de la enferme-
dad y con pronébstico.
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Aspectos moleculares de las mastocitosis sistémicas avanzadas

Dolors Colomer

Seccid Hematopatologia. Anatomia Patologica. Hospital Clinic. Institut d* Investigacions Biomediques August Pi i Sunyer (IDIBAPS).
Centro de Investigacion Biomédica en Red Cancer (CIBERONC). Barcelona

En los dltimos anos, la caracterizacién molecular y
el manejo de los pacientes con mastocitosis sisté-
mica (MS) se han beneficiado enormemente de la
aplicacién de tecnologias moleculares. Los ensayos
altamente sensibles y precisos para la deteccién vy
la cuantificacién de la mutacién KIT D816V han per-
mitido realizar el diagndstico de mastocitosis a partir
de pruebas de sangre periférica (SP) no invasivas; la
cuantificacién de la carga alélica fiene implicaciones
prondsticas y puede usarse para controlar la eficacia
al tratamiento. La deteccién de las mutaciones de KIT,
junto con el uso de paneles de secuenciacidén masiva
para la caracterizacidn de mutaciones genéticas aso-
ciadas, ha permitido la estratificacion de los pacientes
en 3 subgrupos que difieren en términos de patogéne-
sis y prondstico: a) pacientes con restriccion de mas-
focitos KIT D816V, b) pacientes con participacion de
KIT D816V multilinea; y ¢) pacientes con mutaciones
adicionales. Gracias a estos hallazgos, se han desarro-
llado nuevos sistemas prondsticos que combinan da-
tos clinicos y moleculares. Esta presentacion discute
cbmo el progreso en los Ultimos anos ha complemen-
tado répidamente el conocimiento previo que mejora
la caracterizacidon molecular de la MS y en particular
de la MS avanzada.

) Introduccion

El mastocito es una célula hematopoyética derivada
de células progenitoras hematopoyéticas pluripoten-
fes de médula 6sea (MO) CD34+ que abandonan la
MO a través de la circulacidén sanguinea como una
célula mononucleada indiferenciada, pero compro-
metida, a la linea de mastocito "célula precursora del
mastocito” (CPM). Esta célula se dirigird a diferentes
tejidos y érganos vascularizados del organismo, pre-
ferentemente en la piel, el fracto gastrointestinal y el

aparato respiratorio, y alli es donde terminard su dife-
renciacién a mastocito. Este proceso estd controlado
por citocinas y factores de crecimiento. El mastocito
participa en la induccién y la amplificacion de la res-
puesta inmune primaria e innata y en el control de la
respuesta inmune adaptativa®,

La mastocitosis es una enfermedad clonal caracteri-
zada por la proliferaciéon de mastocitos neopldsicos y
por su acumulacidn en diferentes localizaciones, que
habitualmente incluyen mas de un tejido u érgano. Se
considera una enfermedad rara con una prevalencia
aproximada de una persona entre 10.000 individuos.
La Organizacidon Mundial de la Salud (OMS) en el aio
2016 distingue la mastocitosis en 3 categorias: la mas-
tocitosis cutdnea (MC), la MS y el sarcoma de mas-
tocitos. A su vez, la MS se divide en formas indolentes y
agresivas. Las formas indolentes son las mds frecuen-
tes, correspondiendo al 82-89% de todas las MS. Estas
incluyen la MS indolente (MSI), que es la md&s frecuen-
fe, y la quiescente o smoldering MS (MSS). Las formas
de MS agresivas fienen un alfo riesgo de progresion
y muerte, corresponden al 8-12% de todas las MS e
incluyen la MS asociada a una neoplasia hemato-
lIégica (MS-ANH) (4-5%). la MS agresiva (MSA) (2-6%)
y la leucemia de mastocitos (LM) (0,2-1%). El sarco-
ma de mastocitos también se incluiria en el grupo de
mastocitosis agresivas. La MC es mds frecuente en ni-
nos y las MS suelen presentarse a partir de la segunda
década de la vida. La MSS tiene mas posibilidad de
progresar a una MSA que las MSI y las MS-ANH gene-
ralmente estdn asociadas a una neoplasia mieloide®.

> Mutacion KIT

El protooncogén c-KIT se describidé en 1987®. El gen
KIT codifica para un receptor de fransmembrana con
actividad tirosina cinasa. KIT se expresa en mastocitos,
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Figura 1. Estructura y mutaciones de KIT. KIT es miembro de la superfamilia de receptores de tirosina
cinasa de tipo Il compuesta por un dominio extracelular (ECD) constituido por 5 dominios de tipo inmu-
noglobulina (1g), el dominio ECD que estd ligado a la region citoplasmdtica por un dominio fransmem-
brana (TMD) y la regi6n citoplasmdtica que consiste de un dominio yuxtamembrana (JMD) y un dominio
citoplasmadtico con actividad tirosina cinasa (TKD) constituido por el lugar de unién a ATP y un dominio
de fosfotransferasa (PTD). Se detallan las mutaciones halladas en KIT, sefialando en negro la mutacion
recurrente mds frecuente, la D816V, que se halla en el exon 17 en el dominio citoplasmdtico con activi-
dad tirosina cinasa. Figura modificada de Arock ef al., Leukemia. 2015;29(6):1223-32.

melanocitos, las células progenitoras hematopoyéti-
cas y células germinales. Durante la maduraciéon he-
matopoyética las células pierden la expresiéon de KIT. El
ligando de KIT es el mast cell growth factor o factor de
crecimiento del mastocito, posteriormente conocido
como sfem cell factor (SCF)®. KIT se localiza en el bro-
zo largo del cromosoma 4912 (GenBank NG_007456)
y estéd compuesto de 21 exones que corresponden

en el codén 816 situado
en el exdn 17 de KIT. La
mutacién D816V se pro-
duce por la sustitucién
de una adenina por una
fimina (GAC por GIC),
provocando el cambio
del aminodcido asparta-
to por valina y dando lu-
gar a la activacién cons-
fitutiva de KIT independientemente del ligando y de la
dimerizacién del receptor. La mutacién D816V de KIT
se incluye dentro de los criterios (menores) de la OMS
para el diagndstico de MS®,

Se han descrito otras mutaciones en el codén 816
(ejemplos: D816A/F/H/I/N/T/Y), aungue son muy
infrecuentes y funcionalmente son equivalentes a la
mutacién D816V. También se han descrito mutacio-
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Tabla 1. Métodos disponibles para la identificacion de mutaciones del gen KIT

Método de deteccion L|m|te_c!e Ventajas Desventajas
deteccion

Detecta todas las mutaciones de KIT si secuenciados Baja sensibilidad

Secuenciacién Sanger 25% todos los exones Laborioso
Cualitativo No es cuantitativo
Detecta todas las mutaciones de KIT si se secuencia todo

Secuenciacion masiva de nueva 0.29% el gen Sensibilidad media

generacion (NGS) e r Aporta informacién sobre otras mutaciones Laborioso
Cuantitativo

L . . - Simple

Dlge§'c_|9n mediante enzimas de restriccion 1-5% Répido No es cuantitativo

y analisis de fragmentos (RFLP)
Barato

. Simple o

PCR con bloqueo de ADN silvestre 1% Répido No es cuantitativo

Simple
L o 0 Rapido P )

PCR cuantitativa especifica de alelo (qPCR) | < 0,01% Barato Cuantificacion relativa
Muy sensible
Simple

PCR digital <0,01% Rapido Cuantificacion absoluta
Muy sensible

nes en otras posiciones del dominio tirosina cinasa
(exones 17 y 18; D820G o N8221/K), y mdas de 30 mu-
taciones diferentes en los dominios extracelulares
(exones 8-9), fransmembrana (exén 10; F522C) y de
yuxtamembrana (exén 11; V560G/1) (Figura 1). En
cambio, en ninos, donde la mastocitosis es esencial-
mente cutdnea (MC) y tiende a refroceder esponté-
neamente en la pubertad, fambién se detecta en un
75% de los casos la mutacién en KIT pero solo una
tercera parte presentan la mutacion especifica de
KIT D816V. Estas mutaciones de las MC infantiles se
localizan fundamentalmente en el dominio extrace-
lular del receptor, siendo la mds frecuente una de-
lecidon en la posicidn 419¢mostly in exon 17 (D 816
V). En la Figura 1 se describen todas las mutaciones
descritas en la MS.

> {Doénde se origina la mutacion?

En una tercera parte de las MSI y précticamente en
todas las MS en fase avanzada, la mutacién D816V
de KIT estd presente ademds de en los mastocitos,
en una o varias lineas celulares hematopoyéticas
(CD34+, eosindfilos, monocitos, linfocitos B y neutré-
filos). La presentaciéon multiinea se asocia con un
mayor riesgo de progresion de MSI a formas mas

agresivas de la enfermedad. Ademds, el 60-80% de
los pacientes con MS avanzada presentan signos
de proliferacién y displasia, y en muchos casos hay
asociada una enfermedad hematoldgica (MS-ANH)
de origen mieloide. Las células hematopoyéticas de
pacientes afectos de MS-ANH también presentan la
mutacion de KIT D816V®. Recientemente, estudios
realizados de secuenciacion de célula Unica han de-
mostrado la presencia de la mutaciéon KIT D816V en
células progenitoras hematopoyéticas®, sugiriendo
un origen clonal comdn en una célula progenitora
hematopoyética con potencial multilinea.

> {Como detectar la mutacion?

La determinacion de la mutacion D816V tiene una
especial importancia tanto para el diagndstico como
para la estratificacion prondstica de los pacientes con
mastocitosis.

Desde la detfeccién de la mutacion se han deso-
rrollado y aplicado distintas estrategias y métodos
moleculares que se resumen en la Tabla 1. Asi, dispo-
nemos de: 1) técnicas basadas en la secuenciaciéon
de la muestra; 2) métodos basados en el andlisis del
tfamano de los fragmentos de restriccion (RFLP) para
la defeccién de la mutacion; y 3) estrategias basadas
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en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Asi,
mientras los métodos de secuenciacidon convencional
apenas detectan la mutacién en un 14% de los pa-
cientes analizados, el uso de métodos mds sensibles
incrementa el porcentaje de casos positivos hasta
casi el 100% de los pacientes.

Inicialmente, la purificaciéon de los mastocitos de
MO mediante citometria de flujo, juntamente con la
deteccién de la mutacién mediante técnicas de PCR
altamente especificas, permitié la identificacion de la
mutacidn incluso en aquellos pacientes que presenta-
ban una baja carga de mastocitos patoldgicos en la
MO. En la actualidad, las técnicas de deteccidn adn
son mas sensibles y es posible detectar la mutaciéon
de KIT en SP en la mayoria de los casos de MS.

En la actualidad, las 3 técnicas més utilizadas en el
andlisis de la mutacién KIT D816V son, por una parte,
la PCR cualitativa con bloqueo de la amplificaciéon
del ADN silvestre mediante una sonda (PNA-PCR) v,
por otra, las 2 técnicas cuantitativas que son la PCR
cuantitativa especifica de alelo (ASO-gPCR) y la PCR
digital.

Las técnicas de PCR cuantitativa han sido capaces
de detectar la mutacién D816V en muestras de SP
con sensibilidades inferiores al 0,01%0%12. Estas 2 tec-
nologias se basan en cebadores especificos del alelo
de inferés (allele specific oligonucleotide -ASO-), por
lo que solo de esta forma lograremos la amplificacion
selectiva del material genético portador de la muto-
cion. A su vez, esto tiene como inconveniente el que
solo seria posible la identificacion de la mutacién que
esftuviésemos buscando (por ejemplo, D816V) en el
ensayo. El método de ASO-gPCR utilizado de forma
cualitativa (resultado positivo vs. negativo) permitia
identificar la presencia de la mutacion D816V de KIT
en mas del 80% de los pacientes®. Por el contrario,
la técnica de PNA-PCR solo fue positiva en menos
de la mitad de esas muestras, lo cual confirmaria la
mayor utilidad de la ASO-gPCR para la identificacion
de la mutacién D816V de KIT. La cuantificacién del
porcentaje de células portadoras de la mutacion
permite predecir con elevada eficiencia el grado de
afectacién de la hematopoyesis medular por la mu-
tacion. La presencia de afectacion multilineal de la
hematopoyesis se asocia con niveles mdés elevados
de células portadoras de la mutacién en SP. Un re-
sulfado negativo, especialmente cuando se observa
en pacientes con sinfomas de activaciéon mastocita-
ria (por ejemplo, andfilaxia), en ausencia de lesiones

cuténeas (MSI-), debe ser corroborado con un andli-
sis de MO, ya que la mutacién de KIT estd restringida
a los mastocitos andmalos y estos son poco abun-
dantes.

Se han sugerido distinfos puntos de corfe de la car-
ga fumoral para definir los diferentes grupos pronds-
ficos. Se ha definido una carga tumoral del 2% para
estratificar a los pacientes teniendo en cuenta la su-
pervivencia® y una carga tumoral del 6% en SP para
discriminar si la mutacién se halla restringida en mas-
tocitosis o0 No(®, Basado en estos estudios, la European
Competence Network on Mastocytosis (ECNM) ha su-
gerido que el andlisis de la mutacién de KIT D816V
en SP debe utilizarse como el primer screening en pa-
cientes con sospecha de MS conjuntamente con el
andlisis de los niveles de triptasa sérica para el diag-
ndstico de las MSI (Figura 2)03,

Recientemente, se ha demostrado que el andlisis
cuantitativo por PCR digital en biopsias de MO fija-
das en formol e incluidas en parafina presenta una
muy buena correlacién de la carga tumoral con la
infiltracién de mastocitos en MO y que puede ser
un método muy sensible en los casos de MSIT%, Se
propone gue un punto de corte del 9% identifica
2 subgrupos clinicamente distintos analizados en las
muestras de MO.

> Mutaciones adicionales en la mastocitosis

Los estudios de secuenciaciéon masiva han detectado
mutaciones adicionales en la MS. Asi, un 5-10% de los
casos de MSI progresardn a formas mdés avanzadas y
estas estardn asociadas a un peor prondstico. Tenien-
do en cuenta en qué linea celular se detecta la muta-
cion de KITD816V vy la presencia de ofras mutaciones,
la MS se puede subclasificar en 3 grupos. La mayoria
de las MSI presentarén mutacién de KIT D816V solo en
mastocitos; la mutacion se hallard en multilinea en el
11% de las MSI sin lesiones de piel, en un 37% de las
MSI con lesiones de piel y en la casi fotalidad de las
MS agresivas. Més del 90% de las MS agresivas ade-
mas presentardn ofras mutaciones somdaticas. Se ha
descrito que un 17% de las MSI presentan mutaciones
adicionales; en particular, la presencia de mutaciones
en ASXL1, RUNXT y/o mutaciones en DNMT3a (A/R/D)
con una frecuencia alélica (VAF) de mas del 30% es el
Unico predictor independiente de supervivencia glo-
bal de las MSI(®,
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mutaciones somdaticas ademads

Sospecha de la mutacién de KIT D816V, sien-

Mastocitosis do més frecuentes en los casos de

: MS-ANH(®, Las mutaciones mds

L frecuentes son: TET2, SRSF2, ASXLI,

@ — | SECUERCACON RUNX1, N/KRAS e IDH2, identificén-

dose preferentemente en MS-ANH

/ y LM-ANH. La presencia y el nime-

e RE — —» ro de mutaciones, en particular

: de SRSF2, ASXLT y RUNXI, son in-

PE'I;I:}’;?E’ 7 dicativos de transformacion leu-

R Incremento en los cémica a una LM o de LAM, de

e 's',':f::;il'fgfs—a peor respuesta al tratamiento y de

—— / clinica de Ms disminucién de la supervivencia.
PCR-Triptasa | —p o

<25-30 ng/mL Seguimiento Los casos que no presentan muta-

- N . il ciones adicionales presentan un

diagnésticos @ fenotipo menos agresivo, general-

mente sin citopenias y una mejor

Figura 2. Algoritmo propuesto por la European Competence Network on Mastocytosis para el
andlisis y la cuantificacion de la mutacion de KIT D816V en la mastocitosis sistémica indolente

(MSI). Modificada de Arock et al., Leukemia. 2015;29(6):1223-32.

> Mastocitosis sistémica
avanzada

Las MS avanzadas son entidades raras que incluyen
la MSA, la MS-ANH vy la LM. La MS-ANH corresponde al
80% de los pacientes y la neoplasia hematoldgica es
en mdas del 90% de los casos de origen mieloide. Estos
subtipos de MS pueden aparecer de novo o pueden
ser por progresion de las formas indolentes MSI y MSS.
La mutacién de KIT se detecta en > 90% de los pacien-
tes y generalmente en multilinea. En estas entidades
se han detectado en un 80% de los casos mdltiples

supervivenciad®,

Recientemente, se han validado
estos resultados y se han gene-
rado diferentes clasificaciones
moleculares (Tabla 2). EIl MARS
(Mutation-Adjusted Risk Score) incluye la presencia
de una de estas mutaciones (SRSF2, ASXL1 y RUNXT)
y en él la presencia de 2 o méas mutaciones ayudo-
ria a la subclasificacidon de las mastocitosis avanza-
das®, y el Mutation-Augmented Prognostic Scoring
System (MAPSS), que incluye la mutacion de ASXL1¢,
También se ha descrito que, en aquellos casos que
presentan una mutacién de KIT multilineal, la presen-
cia de mas de 1 mutacién multilineal de SRSF2, ASXLI,
RUNXT y/o EZHZ2 es el Unico predictor independiente
de progresiéon, que afecta a la supervivencia libre de
progresion y a la supervivencia global@D,

Tabla 2. Scores prondsticos en la mastocitosis sistémica (MS) que tienen en cuenta las mutaciones somaticas

adicionales a KIT

MARS Score Puntos Tratamiento MAPSs Score Puntos
> 60 afios 1 > 60 afios 1.5
Hemoglobina < 10 g/dL 1 Hemoglobina < valores de referencia 1
Plaquetas < 100 x 10°/L 1 Plaquetas < 150 x 10°/L 2
Una mutacion en SRSF2, ASXL1 o RUNX 1 Mutaciones en ASXL1 1,5
Dos o mas mutaciones en SRSF2, ASXL1 o RUNX 2 Incremento de fosfatasa alcalina 1,5
Bajo riesgo 0-1 Midostaurina Bajo riesgo 0-1,5
Riesgo intermedio 2 Tratamientos mas intensivos | Riesgo intermedio 2-4,5
Alto riesgo 3-5 | Tratamientos mas intensivos | Alto riesgo 5-7,5




LXII Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Hematologia y Hemoterapia / Ponencias

> Conclusiones

El conocimiento sobre la mastocitosis, y en particular
de la mastocitosis avanzada, ha aumentado constan-
femente en los Ultimos anos gracias al mayor conoci-
miento biolégico de la enfermedad y a la disponibili-
dad de nuevas tecnologias para la deteccién de la
mutacién de KIT y de nuevas opciones terapéuticas.
La deteccidon y la cuantificacion de la mutacion de
KIT D816V vy la deteccidbn de mutaciones somaticas
adicionales son muy importantes para poder realizar
un buen diagnéstico y una clasificacion de estos pa-
cientes.
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Actualizacion terapéutica en mastocitosis sistémicas avanzadas

Ilvan Alvarez-Twose
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> Consideraciones generales sobre la mastocitosis
sistémica avanzada

Bajo el término mastocitosis sistémica (MS) avanzada
se incluyen 3 subtipos de MS recogidos en la actual
clasificacion de mastocitosis de la Organizaciéon Mun-
dial de la Salud (OMS), que tienen en comin una
esperanza de vida acortada®: 1) MS agresiva (MSA);
2) MS asociada a neoplasia hematoldgica (MS-ANH);
y 3) leucemia de mastocitos (LM).

El diferente comportamiento clinico de las MS avan-
zadas con respecto a las MS indolentes (MSI) no pue-
de ser explicado por la presencia de la mutaciéon
D816V de KIT, puesto que esta se detecta en la mayo-
ria de los casos de MS independientemente de la va-
riante clinica de que se trate@®. Sin embargo, existen
2 aspectos moleculares que si han demostrado tener
impacto en el prondstico de las MS.

El primero de estos aspectos hace referencia al gra-
do de afectacién de la hematopoyesis por la muta-
cion D816V de KIT, de manera que en las MS existen
2 patrones de afectacion molecular®: 1) patrdn de
afectacion restringida al mastocito, en el que el masto-
cito es la Unica célula hematopoyética portadora de
la mutacion D816V de KIT; y 2) patron de afectacion
multilineal, en el que la mutacién D816V es detectable
no solo en los mastocitos de médula ésea (MO), sino
también en otras células hematopoyéticas de estirpe
mieloide (por ejemplo, basdfilos, eosindfilos, neutrdfilos,
monocitos ) y en ocasiones también células de serie
linfoide. Si se analiza la frecuencia de estos patrones
moleculares en MSI vs. MSA, el patrén multilineal esté
presente en el 100% de los pacientes con MSA, pero
en solo un 5-30% de pacientes con MSI, en funcién de
si carecen de, o presentan, respectivamente, lesiones
cutdneas de mastocitosis?49, Ademds, estudios pros-

pectivos de la Red Espanola de Mastocitosis (REMA)
han demostrado que la afectacidon multilineal de la
hematopoyesis por la mutaciéon D816V de KIT es uno
de los factores mdés determinantes para predecir la
progresion clinica de MSI a formas avanzadas de la
enfermedad, mientras que la demostracion de la mu-
tacion D816V de KIT restringida a los mastocitos permi-
fe identificar un grupo de pacientes con MSI con un
riesgo virtualmente nulo de progresion clinica®.

El segundo aspecto molecular relevante desde el
punto de vista prondstico de las MS tiene que ver con
el desarrollo de las técnicas de secuenciacidon masi-
va que se ha venido produciendo en los Ultfimos anos
y que ha permitido identificar mutaciones en genes
diferentes a KITen una elevada proporcién de pacien-
tes con MS avanzadas. Estas mutaciones afectan a
genes comlUnmente afectados en otfras hemopatias,
como son TET2, SRSF2, ASXL1, RUNX1, JAK-2, NRAS, CBL,
EZH2, ETV6, U2AF1, DNMT3A, IDH2 o SF3B1. En el caso
de las MS avanzadas, Unicamente la presencia de
mutaciones en los genes SRSF2, ASXLT y RUNX1 (panel
S/A/R) -y, mds recientemente, también en DNMT3A-y
el nimero de genes mutados han demostrado tener
impacto prondstico en términos de supervivencia?®,

Estos recientes hallazgos genéticos y fambién diferen-
tes par@metros analiticos y caracteristicas clinicas se
han utilizado en los Ultimos afos para desarrollar diferen-
tes scores prondsticos para MS. De ellos, los que han de-
mostrado mayor eficiencia para identificar grupos de di-
ferente prondéstico en pacientes con MS avanzada son:
1) el Infernational Prognostic Scoring System for Mastocy-
fosis (IPSM), desarrollado por la European Competence
Network on Mastocytosis (ECNM)®, que discrimina entre
4 grupos prondsticos con una supervivencia global a
5 anos de 100, 93, 47 y 17%; y 2) el Global Prognostic
Score for Mastocytosis (GPSM) de la REMAU®, que es co-
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paz de identificar 3 grupos prondsticos con una super-
vivencia global a 5 anos de 100, 94 y 62%. Estos scores
ponen de manifiesto que existen algunos pacientes con
MS avanzada que presentan supervivencias globales
prolongadas a pesar de pertenecer a una categoria
de la enfermedad considerada a priori como de mal
prondstico, que puede tener implicaciones terapéuticas.

) Tratamiento citorreductor en
mastocitosis sistémica avanzada

De acuerdo con lo anferiormente expuesto, a la hora de
decidir el inicio de fratamientos citorreductores en pa-
cientes con MS se debe fener en cuenta en primer lugar
el prondstico individual de cada caso y, en segundo lu-
gar, las expectativas de respuesta y la posible toxicidad
del frafamiento seleccionado. A diferencia de enferme-
dades mas prevalentes, la seleccion de tferapias para
MS avanzada fiene como principal limitacion la escasez
de ensayos clinicos y, muy especialmente, de ensayos
aleatorizados, por lo que a menudo resulfa complicado
saber si una aproximacion terapéutica podria ser supe-
rior a ofras en un contexto clinico determinado. Ademds,
hasta hace unos afos no existian criterios consensua-
dos para evaluar la respuesta a férmacos citorreducto-
res en pacientes con mastocitosis, por o que los criterios
de respuesta empleados en diferentes estudios vario-
ban extraordinariamente de unos a ofros, lo que dificulta
significativamente la interpretacion de los datos.

Dentro del arsenal terapéutico con perfil citorreduc-
tor disponible actualmente para pacientes con MS
avanzada, distinguimos 4 grandes grupos de trata-
miento: 1) fGrmacos citostaticos cldsicos; 2) antficuer-
pos monoclonales; 3) trasplante de progenitores he-
matopoyéticos (TPH); y 4) ferapias dirigidas.

> Farmacos citostaticos

Dentro de este grupo de farmacos, los mds utilizados
clésicamente en mastocitosis son la cladribina y el in-
ferferén. Aunque se han reportado tasas de respuesta
de entre el 40 y el 70% con estos tratamientos, la mayor
parte de los estudios se refieren a andilisis retrospectivos,
casos aislados o series cortas de pacientes, en los que,
ademds, se emplearon criterios de respuesta hetero-
géneos(12, A pesar de que en algunos pacientes se
pueden objetivar respuestas robustas en términos de
disminucién de carga mastocitaria, incluso con normao-

lizacién del fenotipo de una fraccién de los mastocitos
de MO en algunos casos™, no se han reportado res-
puestas completas con este tipo de terapias. Ademads,
se trata de f@rmacos no exentos de efectos secundo-
rios, como la mielosupresién asociada a cladribina o
los problemas de tolerancia, alteraciones tiroideas o
cardiotoxicidad que pueden ocurrir con interferén.

> Anticuerpos monoclonales

En el mastocito se han identificado un total de 6 antige-
nos frente a los cuales existen anticuerpos monoclonales
comercializados(. De estos, Unicamente 4 se han em-
pleado en pacientes con mastocitosis, que son: el do-
clizumab (anti-CD25)(9, el brentuximalb vedotina (antfi-
CD30)(®, el gemtuzumab ozogamicina (anti-CD33)(7.1®
y el omalizumab (antirreceptor de alta afinidad para
IgE)(1%2). A pesar del escaso nimero de pacientes frata-
dos con este fipo de fdrmacos, el que tiene mayor rele-
vancia de fodos ellos para el fratamiento de pacientes
con MS avanzadas es el gemtuzumab ozogamicing,
con el cual se han reportado respuestas completas en
combinacién con guimioterapia en un nino de 9 anos
con MS-ANH, en la que la hemopatia era una leucemia
mielobldstica aguda 1(8:21)(7, y en monoterapia en
una paciente de 69 anos con una LM multirrefractaria®.,

) Trasplante de progenitores hematopoyéticos

EI TPH es un procedimiento que se ha llevado a cabo
de forma excepcional en pacientes con mastocitosis.
El Unico estudio de una serie de pacientes con MS
sometidos a TPH publicado en la literatura es un and-
lisis retrospectivo de 57 pacientes (38 MS-ANH, 12 LM
y 7 MSA) en el que se objetivd una tasa de respuesta
global del 70%?Y. Aunque conviene fener en cuenta
las limitaciones propias de tratarse de un estudio re-
trospectivo, 16 pacientes (28%) alcanzaron una remi-
sion completa de la MS, con una supervivencia globall
y libre de progresion a 3 afos de 55y 51%, respectiva-
mente. La supervivencia global fue significativamente
mayor en el grupo de MS-ANH (74%) y menor en pa-
cientes con LM y en aquellos en los que se utilizd un
acondicionamiento de infensidad reducida.

) Terapias dirigidas

El receptor KIT es una proteina transmembrana perte-
neciente a la familia de los receptores tirosina cinasa
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(TK) de fipo Il que regula los procesos de proliferacion,
diferenciacién, migracion y supervivencia del mastoci-
to@2, y que se encuentra mutado en mds del 90% de
los pacientes con MS@4, La mutacién mads frecuente-
mente detectada en pacientes con MS es la D816V,
que afecta al exébn 17 de KIT y pertenece al dominio
catalitico de la molécula, aunque en ocasiones es po-
sible detectar ofras mutaciones en el exdn 17 de KIT
0 incluso en otros exones como el 5, el 8, el 9, el 10, el
11, el 13 o el 18229, por este motivo, terapias dirigidas
con férmacos inhibidores de TK constituyen uno de los
fratamientos mds usados en pacientes con MS.

El primer inhibidor de TK aprobado para su uso en mas-
focitosis es imatinib. En concreto, imatinib esté aprobado
por la Food and Drug Administration (FDA) americana,
pero no por la European Medicines Agency (EMA),
en pacientes con MSA que no presentan la mutacion
D816V o cuyo estado mutacional se desconoce. La pre-
sencia de la mutacion D816V de KIT (y de otras mutacio-
nes que afectan al dominio catfalitico de KIT) produce
un cambio conformacional de KIT que impide la unidén
de imafinib, confiiendo una resistencia constitutiva al
farmaco®. Por el contrario, estudios in vitro e in vivo han
demostrado la capacidad inhibitoria de imatinib en
pacientes con mastocitosis que presentan KIT silvestre o
mutaciones fuera del dominio enzimético de KIT como
la deld19 en el exdn 8, la K5091 en el exdn 9, la F522C en
el exén 10y la V560G en el exdn 11, entre otras®-32, Otra
indicacion de imatinib, en este caso aprobada fanto
por la FDA como la EMA, es el sindrome hipereosinofilico
(SHE) o leucemia eosinofilica cronica (LEC) con el gen
de fusion FIP1LT/PDGFRA®®, que en ocasiones pueden
presentarse asociados a MS con KIT silvestre®®,

Un estudio retrospectivo llevado a cabo por la REMA
en 2016 en el que se evaluaron todos los pacientes
con mastocitosis fratados con imatinib hasta la fecha
revel6 tasas de respuesta del 100% en pacientes con
MS asociada a SHE o LEC con el gen de fusion FIPTLT/
PDGFRA y en MS con mutaciones en los exones 8, 9
y 10 de KIT@®, Por el contrario, la tasa de respuesta al
fdrmaco en los pacientes con MS y KT silvestre (en au-
sencia del gen de fusion FIP1L1/PDGFRA) y en aque-
llos en los que la mutacién D816V de KIT no habia sido
analizada era del 36 y el 6%, respectivamente®®, Estos
hallozgos indican que la respuesta a imatinib en po-
cientes con mastocitosis depende fundamentalmente
de la presencia de mutaciones sensibles al fdrmaco,
ya sea en el gen KITo en PDGFR, mds que de la ausen-
cia de la mutacién D816V de KIT por si misma.

Inhibidores de TK de segunda generacién como ni-
lotinib y dasatinib han sido utilizados con éxito en otras
enfermedades mediadas por proteinas con actividad
TK como la leucemia mieloide crénica. Sin embargo,
la eficacia de estos inhibidores de TK en términos de
respuesta objetiva en pacientes con mastocitosis ha
sido muy limitada®+39,

Mas recientemente, otro inhibidor de TK, la midostauri-
na, ha conseguido la aprobacién de ambas agencias
reguladoras, la FDA y la EMA, para su uso en pacien-
tes con MS avanzada. Esta indicaciéon del fdrmaco se
basa en los resultados de un ensayo clinico fase Il en
el que se incluyeron 116 pacientes con MSA, LM o MS-
ANH, de los que 89 fueron evaluables para respuestat®,
Globalmente, la tasa de respuesta fue del 60%, pero lle-
gd al 75% en el grupo de pacientes con MSA y al 73%
en los casos que no asociaban hemopatia. En lo refe-
rente a citorreduccién, la midostaurina fue capaz de
reducir més del 50% la infiltracién mastocitaria de MO
en el 57% de los casos y mds del 50% la triptasa sérica
en el 60% de los pacientes. Ademds, en un 77% de los
pacientes se consiguid reducir el famano esplénico.
Clinicamente, tfodos los sinfomas relacionados con la
liberacion de mediadores mastocitarios mejoraron con
el tratamiento, excepto las nduseas y los vomitos, que
son los efectos secundarios no hematolégicos mas fre-
cuentes de la midostaurina. El resto de los efectos se-
cundarios fueron similares a los de otros inhibidores de
TK, incluida la toxicidad hematoldgica, que fue mas fre-
cuente en pacientes con citopenias previas. Algo mdés
de la mitad de los pacientes requirid disminuir la do-
sis inicial de midostaurina, principalmente por efectos
adversos del f&rmaco, aunque una tercera parte logrd
refomar la dosis de inicio tras la reduccién de dosis. La
supervivencia global de los pacientes a 2 anos fue del
86% para MSA, del 49% para MS-ANH y del 26% para LM,
siendo la mediana de supervivencia de los pacientes
respondedores el friple que la de los no respondedores
(44,4 vs. 15,4 meses; p = 0,0054). Aunque no hay estu-
dios aleatorizados en mastocitosis, la comparacion de
la tfasa de supervivencia global de los pacientes inclui-
dos en el ensayo clinico con la de una cohorte histérica
de control del registro de la Universidad de Mannheim
pone de manifiesto que los pacientes tfratados con mi-
dostaurina podrian tener hasta el doble de superviven-
cia (mediana de supervivencia de 41,4 vs. 19,5 meses,
respectivamente)®”. Los factores de mayor relevancia
asociados a una fasa de respuesta significativamente
mejor en pacientes fratados con midostaurina incluyen
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la ausencia de mutaciones en los genes SRSF2, ASXLT y
RUNXT,y la disminucién de >25% de carga alélica de la
mutacién D816V de KIT en sangre a los 6 meses®®. Estu-
dios mds recientes han demostrado que el tratamiento
a largo plazo con midostaurina puede conseguir re-
misiones completas fardias en algunos pacientes®? y
que el férmaco es capaz de mejorar significativamente
la calidad de vida de los pacientes“9,

Finalmente, un inhibidor selectivo de KIT desarrollo-
do recientemente, el avapritinib, ha demostrado, en un
ensayo clinico fase | en el que se han evaluado 39 po-
cienfes con MS avanzada, una tasa de respuesta global
del 77% con un 23% de remisiones completas con una
foxicidad manejable incluyendo una baja frecuencia
de efectos secundarios gastrointestinales®b. El fGrmaco
es capaz de hacer desaparecer los agregados de mas-
focitos en MO en el 79% de los pacientes y de hacer
indetectable la mutacion D816V de KITen un 33% de los
casos, lo cual se asocia a una mediana de superviven-
cia a los 2 anos del 100% en MSA, del 70% en MS-ANH
y del 88% en LM®D, Estos hallazgos sitGan al avapritinib
como un frmaco prometedor para el tratamiento de
la MS avanzada, en espera de los resultados del ensayo
clinico fase Il que se estd desarrollando actualmente en
diversos centros de Europa y los Estados Unidos.

) Conclusiones

A modo de resumen, aungue el fratamiento citorre-
ductor de la MS avanzada debe evaluarse de forma
individualizada teniendo en cuenta diferentes aspec-
fos clinico-bioldgicos de la enfermedad, es posible
concluir que:

1) El fratfamienfo con imatinib deberia restringirse a
pacientes con MS asociada a mutaciones entre los
exones 8y 10 de KIT o con KIT silvestre.

2) En pacientes con MS avanzada con la mutacion
D816V de KIT los farmacos mas eficaces actualmente
en términos de respuesta objetiva y de supervivencia
son la midostaurina y el avapritinib, este Ultimo solo
disponible en ensayos clinicos.

3) EITPH debe plantearse fundamentalmente en MS-
ANH, cuando el TPH estuviera indicado para la hemo-
patia asociada, e idealmente deberia usarse un ré-
gimen de acondicionamiento mieloablativo siempre
que fuera posible.

4) Gemtuzumab ozogamicina podria ser una alterna-
fiva potencialmente eficaz en cualquiera de los subtipos

de MS avanzada, dado que todos los mastocitos (nor-
males y clonales) expresan de forma sistemdtica CD33.
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NOVEDADES EN PIRUVATO KINASA. CONTROVERSIAS
EN HEMOGLOBINOPATIA S HETEROCIGOTA
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Las Palmas de Gran Canaria

El Dr. Atadlfo Fernéndez Gonzdlez y la Dra. Celina Benavente, del Hospital Clinico San Carlos de Madrid,
han realizado una revisién actualizada sobre el rasgo falciforme y su posible implicacion en la salud. La
Hb S tiene una alta prevalencia en los paises del Africa subsahariana, la peninsula ardbiga y en la India,
al igual que en la poblacién originaria de dichas zonas geogrdficas, por lo cual actualmente es muy
frecuente encontrar individuos portadores en nuestro pais. Los programas de cribado neonatal puestos
en marcha en muchos paises europeos, incluido Espafa, consiguen la identificacion temprana de la
enfermedad de células falciformes, al igual que la deteccién de portadores a los que se debe informar
de su condicién y ofrecer consejo genético. Es por ello que es importante identificar si los sujetos hete-
rocigotos, normalmente asintomdaticos, presentan mayor incidencia de algudn tipo de patologia que pre-
cisase algun tipo de seguimiento o la adopcién de medidas profilécticas. Con este fin se han realizado
varios estudios que se analizan en esta ponencia sobre si existe un riesgo aumentado en los portadores
de complicaciones renales y urolégicas, fendmenos vasooclusivos, infarto esplénico, frombosis venosa
profunda (TVP), romboembolismo pulmonar (TEP), enfermedad vascular arterial, lesion relacionada con
el ejercicio como rabdomiolisis y muerte subita, complicaciones quirlrgicas, postraumaticas, pedidtricas
y gestacionales.

Por otfro lado, la Dra. Marta Morado Arias, del Hospital Universitario La Paz-ldiPaz de Madrid, y el Dr. Eduar-
do Salido Fiérrez, del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca-IMIB de Murcia, nos presentan las
novedades en el déficit de piruvato cinasa. La Dra. Morado nos hace una revisidon en relaciéon con los
"Avances en el diagnéstico y el manejo clinico del déficit de piruvato cinasa”y el Dr. Salido se centra en
“Nuevos aspectos terapéuticos en la enfermedad por déficit de piruvato cinasa”.

Segln nos explica la Dra. Morado, el déficit de piruvato cinasa (DPK) es la causa mads frecuente de ane-
mia hemolitica crénica no esferocitica y es debida a una alteracién enzimdética de la via de la glicolisis.
Es una enfermedad con poca prevalencia, pero existe una discrepancia entre la prevalencia calculada
y la real que se debe en gran parte a la dificultad en el diagnéstico y a la falta de registros de esta en-
fermedad. En los Ultimos afos se han producido avances en el conocimiento de la enfermedad, espe-
cialmente en el diagndstico, en el manejo clinico y en aspectos ferapéuticos. Respecto al diagnédstico,
suele ser complejo, ya que los estudios enzimdticos y genéticos tienen ambos limitaciones. Realiza una
revision del procedimiento diagndstico del DPK haciendo hincapié en los aspectos de estudios enzimdé-
ticos y moleculares, como interpretarlos, presenta datos de estudios moleculares de poblacién afecta y
habla de la correlacion genotipo-fenotipo. Respecto al manejo clinico, comenta la amplia presentacion
clinica que pueden presentar estos pacientes, desde casos que pueden pasar desapercibidos a casos
de hydrops fetalis, repasando las manifestaciones mas frecuentes, asi como las complicaciones mads
frecuentes, entre las que destaca la sobrecarga férrica, y aborda su correcto manejo terapéutico y de
seguimiento.
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NOVEDADES EN PIRUVATO KINASA. CONTROVERSIAS

EN HEMOGLOBINOPATIA S HETEROCIGOTA

El Dr. Salido, por su parte, infroduce las novedades terapéuticas de la enfermedad por DPK. En este
sentido, comenta que el tratamiento se basa en medidas de soporte no curativas dirigidas a mejorar la
anemia y prevenir las complicaciones que presentan estos pacientes, entre las que destacan los suple-
mentos de dcido félico, la transfusion individualizada y el papel de la esplenectomia. En los Gltimos anos
se est@n desarrollando ensayos clinicos que nos pueden hacer cambiar la perspectiva de tratamiento
en estos pacientes en un futuro cercano. Realiza una revisién de los ensayos clinicos que utilizan molé-
culas activadoras de la glucolisis y fambién en la ferapia génica. Hasta hoy, el DPK no tiene tratamiento
curativo a excepcion de escasos casos sometidos a frasplante alogénico de progenitores hematopoyé-
ficos (TPH) de donante HLA-idéntico y sin un tratamiento farmacolégico aprobado para la enfermedad.

Respecto a los activadores de la PK (AG48, mitapivat), hace una revision del inicio del desarrollo del
fdrmaco y del desarrollo de los ensayos clinicos desde la fase | hasta la actual fase I, en especial ano-
lizando los resultados del ensayo de fase Il DRIVE publicados en septiembre de 2019 donde se incluian
52 pacientes sin dependencia transfusional. Hace una revision de la eficacia y del perfil de seguridad
del f&rmaco, que a raiz de esa publicacion recibié designacion de medicamento huérfano por la Euro-
pean Medicines Agency (EMA), estando actualmente en marcha los ensayos en fase Il para pacientes
dependientes y no dependientes de transfusion.

Respecto a la terapia génica, el hecho de que se trate de una enfermedad monogénica y en la que
se ha mostrado potencial curativo con el TPH hace que sea un escenario ideal para este tipo de tera-
pias. En este sentido, nos cuenta que la terapia con vector lentiviral se encuentra en fases mdas avanza-
das, habiendo recibido la aprobaciéon de la Agencia Espanola de Medicamentos y Productos Sanitarios
(AEMPS) para el primer ensayo clinico fase | de ferapia genética para el DPK utilizando células progeni-
toras autdélogas transducidas con un vector lentiviral con el gen PK modificado.

Tanto los activadores de la glucolisis como la terapia genética son tratamientos emergentes y, en caso
de estar clinicamente disponibles, el enfoque terapéutico de estos pacientes cambiard, concluye el Dr.
Salido.
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Avances en el diagnoéstico y el manejo clinico del déficit de piruvato cinasa

Marta Morado Arias

Servicio de Hematologia y Hemoterapia. Hospital Universitario La Paz. Madrid
|

> Introduccion

El déficit de piruvato cinasa (DPK) es la causa mds
frecuente de anemia hemolitica crénica no esferociti-
ca por alteracién enzimdtica de la via de la glicolisis.
Esta enzima es la responsable de la trasformacién del
fosfoenolpiruvato a piruvato, reaccién que produce
el 50% de la cantidad de ATP del hematie. El DPK re-
duce la cantidad de ATP del hematie, lo que afecta
a la vida media erifrocitaria, ya que en ausencia de
mitocondrias depende de la glicolisis para sobrevivir.
La deplecion de ATP produce deplecién de potasio y
deshidratacion, rigidez y hemdlisis en el bazo (que au-
menta en situaciones de estrés), produciendo la des-
fruccién celular especialmente en los hematies més
jévenes, mdas dependientes de ATP El acumulo de 2,3-
BPG desplaza la curva de disociacion de la hemog-
lobina (Hb) a la derecha, mejorando la distribucion
del oxigeno a los tejidos, haciendo que la anemia sea
bien tolerada.

La PK humana esta codificada por 2 genes (PK-LR
en 1921 y PK-Men 15922) que codifican para 4 isoen-
zimas. El subtipo eritrocitario (isoenzima PK-R) esté co-
dificado por el gen PK-LR (que codifica también la en-
zima hepdtica) de 9,5 kb y 12 exones (10 comunes a
ambas isoenzimas) y que da lugar a la proteina PK-R
de 2.060 pd y 574 aa. La proteina funcional es un fe-
frmero (L'4 o L'2 L2) de 240 kDa con 4 subunidades,
cada una de ellas con 4 dominios (N terminal, domi-
nio A, dominio B y extremo C terminal).

El DPK se hereda de forma autosdmica recesiva, cal-
culéndose una prevalencia de 51 casos por millén de
habitantes, aunque la prevalencia comunicada en
Europa es de 3,3 casos por millén, considerablemente
menor. La discrepancia entre la prevalencia calcula-
da vy la real se debe bdésicamente a la dificultad del
diagnéstico y a la falta de registros fiables que reco-
jan de forma completa los pacientes diagnosticados

de DPK. Actualmente, estd en marcha un registro ob-
servacional infernacional (PEAK Registry AG348-C-008,
NCT03481738) que incluye datos epidemiolégicos y
clinicos de los casos diagnosticados a nivel inferna-
cional.

En los Ultimos anos se estdn produciendo nuevos
avances en el conocimiento del DPK, especialmente
en 3 aspectos: diagndstico, manejo clinico y opciones
terapéuticas. A continuacién, se comentan los aspec-
tos clinicos y de diagndstico.

> Diagnéstico: situacion actual y avances

El diagndstico se debe sospechar en casos de ane-
mia hemolitica crénica congénita, haciendo el diag-
noéstico diferencial con el resto de las enzimopatias,
membranopatias y hemoglobinopatias, asi como con
otfras causas de anemia congénita de origen centrall
con componente hemolitico, en especial las anemias
diseritropoyéticas congénitas (ADC). Generalmente,
es un diagnodstico complejo, ya que los estudios enzi-
mdaticos y genéticos tienen ambos sus limitaciones. El
diagnostico de DPK se debe basar en:

- Frotis: la presencia de equinocitos contraidos e hi-
perdensos es altamente sugestiva de DPK, pero hay
que tener en cuenta que pueden observarse en ofras
patologias y en artefactos. Estos equinocitos apare-
cen en el 15% de los pacientes y su porcentaje es me-
nor del 30%. Lo mds habitual es que el frotis muestre
anisocitosis y policromasia, siendo los equinocitos mds
evidentes tras esplenectomia.

- Pruebas complementarias que sirven para identi-
ficar otras anemias hemoliticas congénitas, mds que
para el diagnoéstico de DPK. Las membranopatias
pueden descartarse con pruebas como la resisten-
cia osmética (fragilidad disminuida en el 25% de los
DPK), la 5-EMA y los estudios de permeabilidad idnica;
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las enzimopatias se descartan con cuantificacion de
HoA2 y F y electroforesis; el déficit de GP6DH se puede
descartar por la clinica y por la cuantificaciéon de la
enzima. Para descartar otras enzimopatias (por ejem-
plo, déficit de glucosa fosfato isomerasa -GPI-) u otfras
patologias congénitas (banda 3, ADC, efc.) es nece-
sario recurrir a estudios enzim&ticos y/o moleculares.
La ectacitometria de gradiente osmdtico (osmoscan)
es una técnica poco accesible pero de gran utilidad
para el estudio de la patologia eritrocitaria, ya que
permite ver de forma simulténea la fragilidad osmoé-
tica, la deformabilidad y el grado de hidratacion ce-
lular. Los pacientes con DPK presentan un incremento
de la OHyper (osmolaridad en medio hiperténico)
que, si bien es comdn a ofras enzimopatias, permite
diferenciarlos del déficit de GPI, que presenta una cur-
va de perfil especifico.

. Cuantificacién enzimdtica: defectar una reduc-
cién de la actividad enzimdtica (< 25%) mediante la
cuantificacion enzimdatica de la actividad de la PK
ha sido la técnica de eleccidon para el diagndstico.
Se basa en medir la actividad de la enzima a partir
de la formacién de piruvato, vinculada a la oxidacion
de NADH, que produce un descenso de la densidad
o6ptica medida a 340 nm. Esta técnica es laboriosa y
la variacion de los rangos de normalidad entre los dis-
fintos laboratorios es muy amplia. Ademas, presenta
una alta tasa de falsos negativos debida a la contami-
nacién con leucocitos, la presencia de reticulocitosis
intensa, la interferencia con trasfusion, la persistencia
de la isoenzima PK-M2 embrionaria y la cinética falsa-
mente normal in vifro de algunas variantes. Los falsos
positivos se deben a una incorrecta conservacion de
la muestra, déficit de ofras enzimas y portadores de
variantes de PK. Al ser la PK una enzima dependiente
de la edad del hematie, es preciso no solo la cuantifi-
cacién de la actividad enzimdatica, sino su normaliza-
cion respecto a la actividad de otras enzimas también
dependientes de la edad, como la hexocinasa o la
G6PDH. Por ello, las técnicas de cuantificacion de PK
aislada pueden no ser adecuadas.

- Estudio molecular: tfradicionalmente, la deteccidn
de las variantes génicas se ha utilizado para confirmar
los casos con cuantificacion enzimdtica disminuida.
Histéricamente, el estudio genético se ha realizado por
secuenciacion de Sanger, pero se ha ido sustituyendo
paulatinamente por técnicas de secuenciacién masi-
va (NGS), que permiten el estudio simultdneo de uno
o varios genes completos en varios pacientes a la vez.

Las dificultades del estudio enzimdtico y la mayor ac-
cesibilidad a los estudios genéticos han hecho que
los estudios moleculares sean cada vez mds utiliza-
dos. Su ventaja respecto al estudio enzimdtico radica
en la facilidad del manejo y el envio de muestras, la
no interferencia con transfusiones, la correcta identifi-
cacién de enfermos homocigotos frente a portadores
heterocigotos (pueden ser indistinguibles por técnicas
enzimdticas), asi como facilitar el asesoramiento ge-
nético y/o el diagndstico prenatal.

Est@n descritas mdas de 300 variantes del gen PK-LR,
la mayoria de ellas de sentido equivocado (missense
-M-). Las mas frecuentes son 1529G>A (R510Q) en
los EE. UU. (42%) y el centro-norte de Europa (41%),
1456C>T (R486W) en el sur de Europa (32% Espana,
35% Portugal y 29% Italia) y 1468C>T en Asia, 1436G>A
en poblacién amish. Un estudio reciente ha demostra-
do la alta prevalencia de las variantes 721G>T (E241X)
(26%) y 1456C>T (R486W) (13,33%) en Espana.

El estudio genético resulta imprescindible para
confirmar el diagndstico dadas las limitaciones del
estudio enzimdtico y para predecir el fenotipo y la
respuesta a determinados tratamientos farmacolé-
gicos. La correlacion genotipo-fenotipo estd descrita
en el Estudio sobre la historia natural del DPK publi-
cado recientemente. Las formas mdés graves se de-
ben a mutaciones sin sentido (no missense -NM-) de
tipo coddn de parada, mutacién en zona de splicing,
cambio del marco de lectura o deleciones que dan
lugar a una gran pérdida proteica. Aquellos pacien-
tes con 2 mutaciones NM se diagnostican a edades
mds fempranas y presentan menor Hb, mayor fasa
de esplenectomia, mayores requerimientos transfu-
sionales y sobrecarga férrica, asi como una ausencia
de respuesta a Mitapivat.

) Clinica: avances en el conocimiento y el manejo

El DPK produce anemia hemolitica congénita y cré-
nica, con episodios de exacerbacién en situaciones
de fiebre, infeccidon, embarazo o intervencidn quirdrgi-
ca. La infensidad tanto de la anemia como de la he-
molisis es muy variable, desde formas asinfomdaticas
o leves sin anemia (lo que dificulta su identificacion),
hasta formas graves con hydrops fefalis y/o intensa
anemia. En general, los valores de Hb varian de 65 a
110 g/Ly se incrementan 15 g/L tras esplenectomia. El
incremento de 2,3-BPG hace que la anemia sea bien
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tolerada. Los reticulocitos estén aumentados, pero no
son proporcionales al grado de anemia. Es mdés, como
los reticulocitos son preferentemente secuestrados por
el bazo y tras la esplenectomia, se produce un tipico
incremento paraddjico de reticulocitos.

Debido a que la clinica es muy variable, numero-
SOs casos pasan desapercibidos o se confunden con
ofras patologias eritrocitarias, especialmente en los
casos mds leves, que pueden llegar a diagnosticarse
en la edad adulta. También pueden quedar sin diag-
nosticar los casos en los que se produce muerte fetal
infraltero o perinatal. Lo normal es que produzcan
clinica desde la edad pedidtrica, siendo frecuente la
presencia de anemia con hiperbilirrubinemia posna-
tal, que precisa exanguinotransfusidn o fototerapia.
Durante la infancia y la adolescencia los pacientes
pueden presentar anemia dependiente de transfu-
sién, pero esta tiende a mejorar en la edad adulta,
incluso puede desaparecer (hemolisis compensada).

La principal complicacién es la sobrecarga férrica,
causa de morbilidad a largo plazo, que se detecta en
el 47% de los pacientes de forma global y que precisa
de quelaciéon en practicamente todos ellos. Se detec-
ta en todos los pacientes regularmente tfransfundidos,
pero también en un porcentaje variable pero signifi-
cativo de los no transfundidos (29-52%). En este Ultimo
caso se debe a la presencia de eritropoyesis ineficaz,
que estimula HIE EPO, ERFE y GFD15 e inhibe a la hep-
cidina, lo que aumenta la absorcién intestinal de hie-
rro. Pacientes con DPK presentan niveles de hepcidi-
na 13 veces menores que los confroles y un aumento
significativo de GDF-15. Los datos del Esfudio sobre la
historia natural del DPK han demostrado sobrecarga
férrica medida por valores de ferritina > 1.000 ng/mL
en el 38% de los pacientes no transfundidos regular-
mente, que asciende al 82% si se ufiliza resonancia
magnética (RM) hepdtica (concentracion de hierro
en el higado -LIC- > 3 mg Fe/g de peso seco) para
su diagndstico. La sobrecarga es mayor en pacien-
tes de mas edad, menor Hb y esplenectomizados, asi
como en aquellos con genotipo NM/NM. La asocio-
cién con otfras anemias o hemocromatosis congénita
puede agravar el cuadro. No existen guias especificas
de manejo de la sobrecarga férrica en pacientes con
DPK, por lo que se tiende a utilizar las recomendacio-
nes de tratamiento de los pacientes talasémicos. En

pacientes no fransfundidos de forma sistemdatica, la
medicién de la ferritina puede infraestimar la sobre-
carga de hierro de forma similar a lo que ocurre en la
talasemia intermedia, por lo que se recomienda utili-
zar la RM para el seguimiento cuando la ferritina sea
mayor de 500 ng/dL. El objetivo es mantener una ferri-
tina menor de 1.000 pg/Ly el hierro hepético menor o
igual a 3 mg/g. con una T2* cardiaca mayor o igual
a 20 ms.Ya que muchos de estos pacientes no foleran
las flebotomias por su anemia, es preciso realizar la
quelaciéon con fadrmacos.

El resto de las complicaciones son similares a las de-
tectadas en otros pacientes con anemias hemoliticas
crénicas. La colelitiasis, a diferencia de los pacientes
con esferocitosis hereditaria, en el DPK aparece tam-
bién en esplenectomizados. Estédn descritos casos de
pancreatitis por litiasis biliar. Otras complicaciones
infrecuentes son el desarrollo de masas de hemato-
poyesis extramedular, Ulceras maleolares, fracturas
6seas, hipertensiéon pulmonar, crisis de aplasia medu-
lar por parvovirus B19 y trombosis, especialmente en
pacientes esplenectomizados.
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Nuevos aspectos terapéuticos en la enfermedad

por déficit de piruvato cinasa

Eduardo J. Salido Fiérrez, Antonio J. Martinez Mellado,
Elena Fernandez Poveda, Valentin Cabarias Perianes
Servicio de Hematologia y Hemoterapia. Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca.

Instituto Murciano de Investigacién Biosanitaria (IMIB). Murcia

> Introduccion

El tratamiento de los pacientes con déficit de piru-
vato cinasa (PK) se basa en medidas de soporte no
curativas dirigidas a mejorar la anemia y prevenir las
complicaciones. Estas medidas incluyen suplementos
con dcido félico, tfransfusién individualizada de con-
centrados de hematies, esplenectomia en aquellos
pacientes que reciben fransfusiones regulares, tienen
anemia severa o esplenomegalia masiva, y otras me-
didas encaminadas al control de las complicaciones
derivadas de la hemdlisis cronica, como la sobrecar-
ga férrica, que a menudo requieren un manejo multi-
disciplinar2,

Sin embargo, en los Gltimos afos se estdn desarro-
llando ensayos clinicos que nos estén haciendo cam-
biar algunas perspectivas de la enfermedad, como el
conocimiento de su historia natural, cémo debe ser
el enfoque diagndstico y probablemente el manejo
terapéutico en un futuro cercano.

En esta ponencia analizaremos los aspectos mdas
novedosos de los ensayos clinicos recientes que se
centran en el desarrollo farmacolégico con molé-
culas activadoras de la glucolisis y en la terapia gé-
nica.

El déficit de PK hoy en dia es una enfermedad sin
tratamiento curativo, a excepcién los apenas 20 casos
anecddbticos sometidos a trasplante alogénico de pro-
geniftores hematopoyéticos con donante HLA-idéntico
publicados en la literatura®, y sin un tratamiento far-
macoldgico aprobado para esta enfermedad.

A diferencia de los tfratamientos clésicos, las terapias
actualmente en desarrollo clinico tienen el potencial
de modificar la expresién y la actividad enzimatica de
la enzima PK, prolongar la vida Util de los hematies y
disminuir la hemdlisis y sus consecuencias. Estos trata-
mientos son de 2 fipos: moléculas activadoras de la
glucaolisis y terapia génica.

) Tratamientos farmacoldgicos. Activadores de la
piruvato cinasa (AG348, mitapivat)

En los mamiferos existen 2 genes de PK, el gen PKM que
controla la expresidon de la PK muscular y el gen PKLR
(Cr 1921) que controla la expresion de las isoformas
hepdtica y de los hematies. La pérdida de funcién del
gen PKLR afecta fundamentalmente a la funcidon de
los hematies, los cuales dependen casi exclusivamen-
fe de la glucolisis para la obtencién de energia (ATP),
aunque la mayoria de las mutaciones asociadas a
déficit de PK afectan a ambas isoformas, PK-R y PK-L®,

PK-R cataliza la conversion de fosfoenolpiruvato
(PEP) en piruvato. Este paso es clave, siendo el paso fi-
nal e irreversible de la glucaolisis, con la formacion finall
de una molécula de ATP (60% del ATP generado en la
glucolisis) (Figura TA). PK-R es una enzima tetramérica
(Figura 1B) gque existe en un equilibrio entre el estado
menos activo (T) y mds activo (R). el cual puede ser
inducido por fructosa bifosfato (FBP), producto inter-
medio glucolitico. Sin embargo, este por si solo es insu-
ficiente para mejorar la actividad PK en pacientes con
déficit de PK®.

Se han descrito mdas de 300 mutfaciones en el gen
PKLR, la mayoria de las cuales consisten en una simple
mutacion de tipo missense en un nucledtido, que alte-
ran la capacidad catalitica de la enzima PK-R afectan-
do a su expresion o estabilidad. La enfermedad tiene
un cardcter autosémico recesivo, es decir, los pacien-
tes han de ser homocigotos o mds frecuentemente he-
ferocigotos para 2 alelos mutados (MIPK-R)®.

En la actualidad, no existen fédrmacos aprobados
gue actden directamente sobre la PK-R mutada. En
2017 Kung et al.® publicaron los primeros estudios de
una molécula llamada AG-348, una quinolona sulfo-
namida (Figura TA), gue resulta ser un activador alos-
térico de la enzima PK, induciendo la formacioén y es-
fabilizacidon del estado activo (R) del tefrdmero de PK,




Mitapivat (AG-348)

Brown: FBP

Blue: PEP

Figura 1. A: esquema simplificado de la glucolisis y paso final con
la fransformacion de fosfoenolpiruvato (PEP) a piruvato; B: estruc-
tura del tetrdmero de PK-R con los correspondientes sitios de union
de PEP, fructosa bifosfato (FBP) y AG-348.Tomado de Kung et al.®.

mejorando la actividad enzimética tanto de la forma
nativa como de muchas de sus variantes patogéni-
Cas.

Inicialmente, AG-348 fue descrita como una molécu-
la perteneciente a la familia de activadores de PKM2,
la isoforma muscular de PK, uniéndose en un “bolsillo”
molecular distinfo a la unién de FBP (Figura 1B)®. Sur-
gi6é entonces la idea de si también podria activar la
enzima PKR de forma andloga. Asi, Kung et al.® obser-
varon en estudios preclinicos que AG-348 resultd ser
un potente activador tanto de la forma nativa (WtPK-R)

como de mdltiples formas mutadas (mtPK-R) en enso-
yos bioquimicos en ratones in vivo y en células ex vivo
de pacientes con déficit de PK. Estos experimentos de-
muestran que AG-348 puede aumentar la actividad
de PK en los hematies, por encima del umbral alcan-
zable por FBR uniéndose a la molécula de PK en un
sitio de unién distinto, en la inferfase dimero-dimero (Fi-
gura 1B), mejorando los niveles de ATP, disminuyendo
el acumulo de intermedios glucoliticos “aguas arriba”
y mejorando el flujo glucolitico. La unién de AG-348
induce un cambio conformacional hacia el estado R
activo del tetrdmero PK-R, incluso en ausencia de cual-
quier deficiencia de PK. Es mas, AG-348 mostrd capao-
cidad de activar una amplia variedad de mutantes vy,
dada la heterogeneidad genética de la enfermedad,
podria ser suficiente la activacién de un solo alelo
para mejorar la actividad enzimdética. En estos ensa-
yos, ya se intuyd la posibilidad de que ciertas variantes
no respondan al AG-348, como aquellas en las que
los niveles de PK-R resultan insuficientes como conse-
cuencia de una pérdida de la expresion del gen o
aquellas que alteran la estabilidad de la enzima (por
ejemplo, la mutacién R479H, detectada en el 20% de
la poblacion amish)®.

A raiz de estos experimentos, posteriormente se de-
sarrollaron ensayos clinicos fase |y Il con la finalidad
de demostrar la relaciéon entre la activacion de miPK-R
por AG-348 y su respuesta fisioldgica®”. En individuos
voluntarios sanos (ClinicalTrials.gov: NCT02108106 vy
ClinicalTrials.gov: NCT02149966)®, la droga demostrd
induccién de la actividad PK in vivo, aumenta los ni-
veles de ATP de los hematies y disminuye 2,3-DPG, con
un perfil de seguridad folerable. Los efectos adversos
m&s frecuentes fueron cefalea (16%) y nGuseas (14%).
Estos resultados apoyaron el desarrollo del ensayo
fase ll, DRIVE-PK, un ensayo multicéntrico de seguridad
y eficacia de AG-348 en adultos con deficiencia de PK
(ClinicalTrials.gov: NCT02476916) y un ensayo sobre
la historia natural de la enfermedad (ClinicalTrials.gov:
NCT02053480)®,

Los resultados del ensayo fase Il DRIVE de AG-348 (a
partir de enfonces denominado mitapivat, Agios®), fue-
ron publicados en septiembre de 2019?. En este en-
sayo se incluyeron 52 pacientes con déficit de PK sin
dependencia transfusional. La aleatorizacion fue de 1:1
entre recibir mitapivat 50 vs. 300 mg cada 12 horas. La
aleatorizacién fue estratificada teniendo en cuenta el
fipo de mutacion en PKLR: R510Q vs. r486W vs. R479H vs.
ofras mutaciones. El objetivo principal del estudio fue




evaluar el perfil de seguridad y los efectos secundarios
de mitapivat. Los objetivos secundarios fueron la carac-
terizacion farmacocinética y farmacodindmica de mi-
tapivat y evaluar su eficacia clinica en pacientes con
déficit de PK, determinada como cambio del nivel de
hemoglobina (el criterio de respuesta fue la elevacion
de > 10 g/L en mas del 50% de las determinaciones) y
de los marcadores de hemdlisis. También se determina-
ron los niveles basales de PK en los hematies®.

Respecto al perfil de seguridad, AG-348 fue general-
mente bien tolerado, con la mayoria de los eventos
adversos de grado 1 o0 2.Los més comUnmente obser-
vados fueron cefalea (44%), insomnio (40%) y nduseas
(38%) en ambos grupos, algo mds frecuentes en el de
300 mg. Estos efectos adversos son folerables, suelen
aparecer inicialmente y desaparecen con el tiempo.
Otros efectos adversos de grado 3 o mas fueron hiper-
trigliceridemia (2%) y osteoporosis (2%). Es importante
conocer que se puede producir hemdlisis de rebote si
se suspende el tratamiento bruscamente®.

Es de destacar que AG-348 es un inhibidor leve y
reversible de la aromatasa. Por ello, en los ensayos
muestran especial atencién a los niveles hormonales,
observéndose cambios en los mismos. En hombres, se
observé una disminucidon de los niveles de testostero-
na y estradiol, aunque en el rango de la normalidad y
reversible con la interrupcién del fratamiento, mientras
gue en mujeres los resultados son mds confusos por la
variabilidad en el ciclo reproductivo y el uso de contro-
cepcion®, Esperaremos a los resulfados de los ensayos
fase lll para obtener més informacién a este respecto.

En cuanfo a la eficacia, se observd un incremento
de la hemoglobina mayor de 10 g/L en la mitad de
los pacientes, con un méximo de 34 g/L (rango: 11-
58), incremento observado como término medio en
los primeros 10 dias. Este incremento se produjo en to-
dos lo pacientes con al menos una mutacién de tipo
missense (a excepcidon de homocigotos R479H). En
ninguno de los 10 pacientes con mutacién de tipo no-
missense y en ninguno de los 5 pacientes homocigo-
fos para R479H (mutacion de tipo missense pero que
causa una mutacién de splicing que afecta grave-
mente a la estabilidad) se observd este incremento®.

Segun el criterio de respuesta definido, esta se produ-
joen 20 (38,5%) de los 52 pacientes. Sin embargo, si eli-
minamos los pacientes con mutaciones no-missensey
a los homocigotos R479H, las respuestas se producen
en 20 de 37 pacientes (64%)7. La respuesta no de-
pende de la dosis (el 80% responde con 50 mg/12 h),

pero parece que podria relacionarse con la actividad
enzimdtica residual (Figura 2B) (aungue podria haber
otros factores, ya que se ha observado que pacientes
con el mismo nivel residual de PK difieren en la respues-
fa de la hemoglobina) y, como se ha comentado, con
el fipo de mutacién, siendo menor la probabilidad y
la infensidad de la respuesta en aquellos pacientes
que fienen 2 mutfaciones de fipo no-missense o son
homocigotos para R479H (Figura 2A)D.

En los pacientes con respuesta, el nivel de hemoglo-
bina se mantuvo durante el resto del periodo central
del estudio (24 semanas) y, en aquellos que confi-
nuaron con AG-348, en el estudio de extensién duran-
te 3.5 afos®. Ademds, los pacientes experimentaron
mejoria en los marcadores de hemolisis (disminucion
del recuento de reticulocitos y bilirrubina indirecta e
incremento de haptoglobina) (Figura 3)@.

En funcién de estos resultados, esta molécula fue
designada como medicamento huérfano por la Euro-
pean Medicines Agency (EMA) y acfualmente estan
en marcha 2 ensayos fase Il con su extensidon para
pacientes dependientes y no dependientes de trans-
fusion (estudio AG348-C-007-NCT03559699, estudio
AG348-C-006-NCT03548220 y estudio AG348-C-011-
NCT03853798), respectivamente. Estos ensayos deter-
minardn si este activador oral es un tratamiento efec-
tivo y seguro para pacientes adultos con déficit de PK
y el seguimiento a largo plazo determinard si el mejor
control de la hemdlisis se asocia con una disminucién
de la incidencia de complicaciones. Debido a su ac-
fividad como inhibidor de la aromatasa, los ensayos
se han limitados a adulfos, aunque se va a iniciar en
breve un ensayo pediatrico.

La hipdtesis atractiva de que mejorar los niveles de
ATP puede alargar la vida del hematie y el hecho de
que la estabilidad de la PK parece reducida en los
hematies en otras anemias hemoliticas congénitas®
han propiciado el desarrollo de estudios con mitapivat
en talasemias y xerocitosis hereditaria®, o con otros
activadores como FT4202 en anemia falciforme,

> Terapia génica

El déficit de PK es una enfermedad monogénica en
la que se ha demostrado el potencial curativo con el
frasplante de progenitores hematopoyéticos. Estas cir-
cunstancias hacen que sea un escenario ideal para
desarrollar enfoques de terapia génica.
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Figura 2. Cambio en los niveles de hemoglobina segin el genotipo PKLR (A) y respuesta segin el
nivel basal de piruvato cinasa (PK) (B). Tomado de Grace ef al.?. La figura A muestra el cambio me-
dio desde el inicio en el nivel de hemoglobina segin la categoria de genotipo PKLR del paciente. De
los 52 pacientes que recibieron mitapivat, en 20 (38%, de los cuales, todos tuvieron al menos una
mutacion sin sentido) se produjo un aumento medio de mds de 1,0 g/dL en la hemoglobina (linea
gruesa gris); 19 pacientes tuvieron un aumento medio de al menos 1,5 g/dL (linea gris delgada). En
5 pacientes homocigotos para la mutacion R479H (asterisco) no aumentd el nivel de hemoglobina
mds de 1,0 g/dL, ni en cualquiera de los 10 pacientes que fueron homocigotos para mutaciones sin
sentido (en rojo). La figura B muestra los pacientes que tuvieron una respuesta (definida como un
aumento de hemoglobina desde el inicio de > 1,0 g/dL en > 50% de las evaluaciones) y aquellos
que no la tuvieron en funcion del nivel basal de la proteina PK. La respuesta es mds probable en los
pacientes con un aumento basal de PK.

La viabilidad de la terapia génica en el déficit de PK
se ha ensayado en estudios preclinicos en modelos
mieloablativos de ratén con déficit de PK utilizando un
vector lentiviral (adicidon génica) que induce la expre-
sion del gen PKLR. En este modelo, el vector terapéuti-
co es tfransducido a células stem hematopoyéticas de
ratén y posteriormente trasplantadas, demostrando

nicas de tipo TALEN®®. Tanto
en una como en ofras, los
modelos en animales de-
muestran que es posible la
correcciéon del fenotipo y de
la funcionalidad celular, me-
jorando el flujo glucolitico de
los hematies sin evidencia de
genotoxicidad.

De las 2 técnicas, la fe-
rapia  con vector lentiviral
se encuentra en fases mdas
avanzadas, de forma que re-
cientemente la Agencia Es-
panola de Medicamentos y
Productos Sanitarios (AEMPS)
ha aprobado el primer en-
sayo clinico fase | de terapia
genética para el déficit de PK,
utilizando células progenitoras
autélogas transducidas con
un vector lentiviral que lleva
el gen de PK optimizado (Cli-
nicalTrials.gov: NCT04105166).
Este ensayo trafa de evaluar
la seguridad de la administro-
cién del producto biolégico
RP-L30T en una cohorte de
2 adultos, seguida de otras
2 con 2 pacientes cada una
de entre 12 y 17 anos, y 8 y
11 anos. Los pacientes deben
fener historia fransfusional pre-
via y estar esplenectomizados.
Como se muestra en la Figu-
ra 4, los pacientes son movili-
zados con G-CSF + plerixafor.
Posteriormente, se produce la

fransduccioén in vitro de las células CD34+ con el vector
lentiviral y, finalmente, se infunden al paciente tras recibir
un acondicionamiento con busulfan.

> Conclusiones

un aumento de la actividad de la PK y de los nive-
les de hemoglobina, y una reduccidén en el recuento
de reficulocitos y del tamafno del bazo1, También
se han ensayado terapias de edicidn génica con téc-

El conocimiento de la enfermedad por déficit de PK
estéd cambiando en los Gltimos afos gracias a una
mejor comprensidon a nivel molecular y el desarrollo
de ensayos clinicos hasta ahora inexistentes.
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Figura 3. Niveles de hemoglobina
(A) y pardmetros de hemdlisis —re-
ficulocitos (B), bilirrubina indirecta
(B) y haptoglobina (C)- durante
el periodo cenfral de 24 semanas
entre los pacientes respondedores
y no respondedores a mitapivat.
Tomado de Grace ef al®. Los ni-
veles de bilirrubina indirecta dis-
minuyeron en fodos los pacientes.
Sin embargo, los niveles de LDH y
reficulocitos mejoraron solo en los
pacientes con respuesta. Los auto-
res describen que podria haber un
efecto independiente de mitapivat
sobre el metabolismo de la bilirru-
bina.

Figura 4. Esquema del ensayo fase
| de terapia génica con vector len-
tiviral actualmente en desarrollo
(ClinicalTrials.gov: NCT04105166).
Cortesia del Dr. J. C. Segovia.
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El fratomiento con mitapivat produce un rdpido,
sostenido y clinicamente significativo incremento de
la hemoglobina en la mitad de los pacientes con dé-
ficit de PK, con mejoria de los pardmetros de hemo-
lisis en una amplia variedad de pacientes. Dada la
relacién de la respuesta con el genotipo observada
con mitapivat, los pacientes con 2 mutaciones de tipo
no-missense u homocigotos para R479H, en principio
no candidatos a este fratamiento, probablemente po-
drian ser elegibles en el futuro para ensayos de tera-
pia génica.

Tanto los activadores de la glucolisis como la terapia
génica son ferapias emergentes en eritropatologia vy,
si se vuelven clinicamente disponibles, el enfoque te-
rapéutico de estos pacientes cambiaria significativa-
mente.
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Hemoglobinopatia S heterocigota. ; Algo mas que un simple rasgo?

F. Ataulfo Fernandez Gonzalez, Celina Benavente Cuesta

Hospital Clinico San Carlos. Madrid

La hemoglobina (Hb) S es una variante de Hb o he-
moglobinopatia estructural debida a una mutacion
puntual en el codén 6 del primer exén del gen beta
de globina que determina la sustitucion de la adeni-
na por timina vy, por tanto, la codificacién del aminod-
cido valina en lugar de glutamina en la sexta posicién
de la cadena beta de la globina. Cuando la Hb S se
desoxigena, se produce un cambio conformacional
que permife que los residuos de valina, que son hi-
drofébicos, interaccionen con lugares hidrofébicos
complementarios en cadenas beta de globina ad-
yacentes, iniciando la polimerizaciéon vy, por tanto, la
pérdida de su solubilidad. La unién intermolecular de
fetrdmeros de Hb S desoxigenada genera flamentos
de polimeros que, a su vez, se asocian entre ellos para
formar haces parecidos a cuerdas, que distorsionan
la forma de la célula transformdndose el hematie en
una célula falciforme elongada y poco deformable,
lo que condiciona la existencia de hemolisis con con-
sumo de éxido nitrico y fendmenos vasooclusivos en
la microcirculaciéon, que constituyen la base fisiopa-
folégica de la anemia de células falciformes (ACF) o
drepanocitosis®.

La tasa y la extension de la polimerizacién de la
Hb S dependen fundamentalmente de 3 variables in-
dependientes: el grado de desoxigenacidn celular, la
concentraciéon intraeritrocitaria de Hob S y la concen-
tracién intracelular de Hb fetal, aunque también otros
factores como el pH, la temperatura y la fuerza ibnica
influyen en la misma®.

Los portadores de Hb S heterocigota (HbAS) o rasgo
falciforme sintetizan entre un 35 y un 40% de Hb S, por
lo que en condiciones fisiolégicas no presentan una
concentraciéon suficiente de Hb S para que se desen-
cadene la polimerizacién. Sin embargo, bajo condi-
ciones de hipoxia marcada, acidosis, incremento en
la viscosidad, deshidratacion e hipotermia, con estas

concentraciones puede tener lugar la polimerizacion
de la Hb vy, de esta forma, la falciformacién de los he-
maties®. Por tanto, aunque la anemia falciforme es
una enfermedad recesiva que para que se manifieste
es necesario que los 2 alelos sean beta S o exista una
doble heterocigocia de un alelo beta S asociado a
una beta talasemia u otra variante de cadena beta
(Hb C, Hb D, Hb O, Hb E), existen comunicaciones en
la literatura cientifica que plantean la cuestion de sila
HPbAS es algo més que un simple rasgo.

) Epidemiologia

La Hb S constituye una de las alteraciones monogé-
nicas mds frecuentes en el mundo debido a sus efec-
tos protectores, en los casos heterocigotos, frente a las
formas severas de malaria®. Su prevalencia mads alta
corresponde a los paises del Africa tropical y subtro-
pical, la peninsula arébiga vy la India, donde en algu-
nas zonas el 25-30% de la poblacién es portadora de
HPBAS. En los Estados Unidos, casi 3 millones de indivi-
duos presentan HoAS, de forma que constituyen del 7
al 9% de la poblacién afroamericana, que es similar a
la de ofras poblaciones africanas que emigraron de
Africa como resultado de la trata de esclavos, como
en Brasil y Jamaica, con una prevalencia aproximadao-
mente del 10%®.

Los cambios migratorios de las Gltimas décadas des-
de estas zonas de alta prevalencia han determinado
que la HbAS sea relativamente comun en cualquier
parte del mundo y que probablemente su frecuencia
aumente en los préximos anos. Se estima que en fodo
el mundo el nimero de individuos con HbAS supera
los 300 millones y en Europa constituyen cerca de 1%
de la poblacién, por lo que en la actualidad se consi-
dera un problema importante de salud publica®,
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> Consejo genético y opciones reproductivas

La identificacion y el asesoramiento de portadores de
HPbAS se han considerado una estrategia eficaz en la
reduccion la prevalencia de la ACF Se han estable-
cido diferentes estrategias, desde pruebas de identi-
ficacidbn de hemoglobinopatias premaritales o pre-
concepcionales legalmente obligatorias (sobre fodo
en paises donde el arreglo matrimonial es la norma)
hasta programas de cribado neonatal y campanas
de educacidn publica. Estas estrategias han sido
efectivas en la disminucion de las fasas de fenotipos
de beta talasemia severa en pequenas regiones de
alta endemicidad, como Chipre y Cerdena®. Sin em-
bargo, en el caso de la ACF no han sido tan eficaces;
asi, en Arabia Saudi, donde un decreto real de 2003
ordend la deteccidon prematrimonial de beta talase-
mia y HoAS antes de la formalizaciéon de un contrato
de matrimonio, en un estudio de casos-controles las
pruebas prematrimoniales no cambiaron significativa-
mente el matrimonio o la toma de decisiones repro-
ductivas en el grupo que recibid asesoramiento gené-
fico respecto a los que no recibieron asesoramiento®,
En este sentido, en Jamaica, un gran estudio de un
programa educativo infegral de HbAS realizado en-
fre 16.600 estudiantes de Ultimo afo de secundaria
no logrd reducir la fasa de nacimienfos con enferme-
dad de células falciformes (ECF) en los participantes
después de 8 afos de seguimiento®. En los Estados
Unidos, un estudio contfrolado aleatorio de una plo-
taforma educativa electrénica para adultos jévenes
con HbAS demostré un aumento significativo en el co-
nocimiento de los participantes sobre la HOAS y la ECF,
pero no afectd la toma de decisiones reproductivas
de los participantes®.

Uno de los problemas principales de la falta de efi-
cacia en la reduccién de los nacimientos con ECF, al
igual que en otras enfermedades genéticas, radica en
la posible estigmatizacion de los portadores de HPAS,
gue puede determinar una discriminacién racial, la-
boral, econdmica y social, asi como miedo y descon-
fianza en los portadores, lo que dificulta el estableci-
miento de programas de deteccidn o cribado fanto
prematrimoniales o preconcepcionales, como prenac-
tales y neonatales®. El cribado neonatal bien univer-
sal o dirigido a poblaciones de riesgo para la ECF estd
establecido en muchos paises desde hace décadas,
como los EE.UU. y muchos paises europeos, incluido
Espana, y ha demostrado un claro coste beneficio al

facilitar la institucién de tratamientos tempranos con
el objetivo de salvar vidas, como la profilaxis con peni-
cilina en los nifos con ECF®19, Aunque en estos criba-
dos ademas se puede identificar a los portadores de
HbAS, existe una gran variabilidad en la notificacion
del estado de portador de HbAS e incluso en algunos
paises esta notificacién no es obligatoria. En los EE.UU.
estudios recientes sugieren que solo el 16% de las
personas encuestadas conocen su propio estado de
HbAS(D vy solo el 37% de los padres informaron halber
recibido una notificacion directa del estado de HDAS
de sus hijos2.Incluso si los padres son informados del
resulfado de sus hijos, pueden no ser conscientes de
las implicaciones que conlleva. En un estudio, el 27,5%
de las familias que se sometieron a entrevistas de se-
guimiento creian que su hijo con el rasgo falciforme
podria desarrollar sinftomas de ECF(. Se han sugerido
diferentes estrategias para mitigar la estigmatizacion
de los portadores como: educacion sobre la preva-
lencia poblacional de HbAS y su ventaja evolutiva; evi-
tar los programas de cribado racialmente selectivos;
evitar los términos de etiquetado como “portador de
ECF, "enfermedad falciforme” o “enfermo”; garantia
de privacidad y confidencialidad; transparencia de
los protocolos de deteccidon; educacion a los porta-
dores sobre la HbAS y las diferencias con respecto a
la ECF; y asesoramiento genético y reproductivo para
portadores de HbAS®,

Oftro problema en relacién con el consejo genético
y las opciones reproductivas radica en el desconoci-
miento o la falta de implicaciéon de los servicios sa-
nitarios que podrian estar implicados en esta proble-
mdatica. De esta forma, en una encuesta en 15 centros
de pediatria en atencién primaria de los EE.UU. el 28%
de los médicos no buscd activamente los resultados
del cribado, aunque la informacién era generalmente
accesible(™. En ofra encuesta del Colegio Americano
de Obstetricia y Ginecologia se ha evidenciado que
existe una gran variabilidad en las précticas de de-
teccién y que el conocimiento de la evaluacién de
las hemoglobinopatias entre los obstetras es general-
mente bajo’®,

Este Gltimo colectivo es muy importante en la planifi-
cacién del embarazo o en la etapa posterior a la con-
cepcién para guiar el asesoramiento de las mujeres
y sus parejas respecto a las opciones reproductivas,
teniendo en cuenta la posibilidad de la realizacion
de un diagndstico genético previo a la implantacion
(PGD) junto con la fertilizacion in vitro (FIV) y la inte-
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rrupcién voluntaria del embarazo. En Ultima instan-
cia, estas decisiones reproductivas que cambian la
vida son profundamente personales y pueden estar
influenciadas por creencias individuales, culturales o
religiosas con respecto a la importancia de tener un
hijo con ACF, y con las posibilidades econdmicas y la
ética de las tecnologias reproductivas artificiales y el
aborto(9,

) Manifestaciones clinicas

El rasgo falciforme no es una enfermedad vy, por tanto,
la esperanza de vida de los portadores de HBAS no
esté reducida?’”'®. Aunque estudios epidemioldgicos,
ensayos experimentales y modelos matemdaticos de-
muestran claramente que la HbSA confiere una venta-
ja selectiva de resistencia frente a las formas severas
de malaria, las tasas de parasitemia asinfomatica por
P falciparum no parecen diferir entre los portadores de
HPbAS y los no portadores. Esto sugiere que la HbAS no
protege contra la infeccién en si, sino mds bien con-
fra la progresién a la malaria clinica y su mortalidad
infantil asociada, por lo que no elimina este riesgo y la
profilaxis de la malaria en individuos con el rasgo de
células falciformes (sickle cell trait -SCT-) deberia ser
la misma que para la poblacién general?,

La salud general de las personas con el SCT es com-
parable con los individuos sin la HoAS, de forma que
en un gran estudio poblacional, el seguimiento a lar-
go plazo de 18.257 ninos portadores de HbAS diag-
nosticados en el periodo neonatal no demostrdé una
mayor incidencia de afecciones médicas comunes
ni un mayor uso de los servicios de atencién médi-
caq, sobre las tasas de trastornos comunes y uso de
la atencién médica respecto a 74.523 nifos que no
tfenian SCT®®. No obstante, los grandes estudios de
poblacién no estdn disenados para buscar eventos
de salud especificos raros o poco frecuentes en los
portadores de HbAS y existen comunicaciones en la
literatura cientifica que, bajo ciertas circunstancias, in-
dican un mayor riesgo de presentar ciertas condicio-
nes o complicaciones patolégicas.

) Lesion relacionada con el esfuerzo

Constituye la complicaciéon mas importante y deba-
fida en los portadores de HbAS. En un primer estudio

entre el personal militar de los EE.UU. desde 1977 a
1981, se demostrd un riesgo relativo de muerte stbita
casi 15 veces mayor entre los reclutas portadores de
HbSA frente al resto, aunque la estimaciéon se basd en
solo un pequefio nimero de muertes, 13 (0,03%) en-
fre los portadores y 10 (0,002%) entre los no portado-
res@b. Un estudio similar entre atletas en la Asociacion
Nacional de Atletismo Colegial (NCAA) también ha
demostrado un riesgo relativo aproximadamente 5 ve-
ces mayor, pero con un riesgo absoluto bajo (0,02%),
de muerte por esfuerzo entre los portadores de HbAS
afroamericanos®@,

Estos estudios, por lo tanto, sugieren que solo una
peguena fraccion de las personas con SCT estd en
riesgo de esta complicacién grave y que probable-
mente otros factores adicionales como la duracién
y la recuperacién de la actividad, la hidratacién y la
aclimatacién al clima probablemente también contri-
buyan significativamente en las lesiones por esfuerzo
con el gjercicio de alta infensidad. Por lo tanto, estos
hallozgos no pueden extrapolarse a la poblacién
general, donde los patrones de esfuerzo habituales,
como el ejercicio recreativo o el deporte, no se han re-
lacionado con la muerte sUbita de los portadores de
HoAS(9. En 2003, el Ejército de los EE.UU. formalizd una
politica de precauciones universales para disminuir
el riesgo de lesiones relacionadas con el esfuerzo en-
fre todos sus reclutas. La institucion de estas medidas
ha resultado en una disminucién de la muerte sUbita
tanto en portadores como no portadores de HBAS. De
esta forma, en un estudio reciente de ~ 50 000 reclutas
entre 2011 y 2014 no se encontrd un mayor riesgo de
muerte sUbita entre los portadores de HBAS®, En este
sentido, en la misma cohorte tampoco se observd un
mayor grado de lesiones por golpe de calor entre los
portadores de HbAS®). Estos datos epidemiolégicos
respaldan el uso de precauciones universales para
prevenir lesiones por esfuerzo con el entrenamiento de
alta infensidad, independientemente del estado de la
HSA, y sugieren que la deteccion de HbAS que ha
sido muy debatida en el pasado en este contexto es
probablemente innecesaria®®,

Respecto a la rabdomidlisis, existe un riesgo inde-
pendiente moderado persistente de 1,54 veces (IC:
1.12 a 2,12) de rabdomidlisis por esfuerzo entre los
portadores de HbAS en el ejército que no se disminu-
ye por completo con las precauciones universales. De
forma similar a la muerte sUbita, la rabdomidlisis es
una complicacién rara ante la que solo una peque-
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na proporcidn de portadores de HbAS estd en riesgo
(1,2%) y es importante destacar que factores como la
obesidad, el consumo de tabaco y el uso de medicao-
mentos demuestran un mayor riesgo independiente
de rabdomiblisis que la HbAS en individuos que reali-
zan esfuerzos de alta intfensidad. Estos dltimos son fac-
tores facilmente modificables, con lo que se obtendria
una disminucidén del riesgo si se actuara sobre ellos®.

En el caso de los atletas, la instauracién de pre-
cauciones universales para prevenir lesiones por es-
fuerzo ha sido mdés lenta y complicada debido a la
posible estigmatizacién y discriminacion en la parti-
cipaciéon deportiva basada en el estado de portador
de HbAS y al establecimiento obligatorio del cribado
del estado de portador como repuesta directa a las
consecuencias legales de demandas judiciales por
muerte relacionadas con el estado de portador®®. En
este sentido, varias organizaciones, como la Sociedad
Americana de Hematologia (ASH) y la Asociacion
de Enfermedad de Células Falciformes de América
(SCDAA), se oponen a las pruebas obligatorias de los
atletas, senalando que se deben adoptar precaucio-
nes universales para prevenir lesiones relacionadas
con el ejercicio®. Recientemente, en febrero de 2018,
la NCAA comunicd la necesidad de reforzar ciertas
medidas preventivas, como la aclimatacién y las rela-
ciones frabajo-descanso, sin mencionar a la HoSA, lo
que refleja el objetivo de cambiar la cultura e incorpo-
rar estas pautas para todos los atletas®”,

) Enfermedad renal

Los portadores de HbAS presentan un riesgo aumen-
tado de ciertas complicaciones uroldgicas y renales,
aunqgue la verdadera prevalencia de estas complica-
ciones en relaciéon con la poblacién general no esté
bien caracterizada.

En un estudio que incluia a 23.192 adultos afroameri-
canos hospitalizados encontrd una mayor prevalencia
de hematuria con un riesgo relativo 1,98 veces mayor
(IC: 1,52 a 2,62 veces) en portadores de HbAS frente a
no portadores®®, Desde un punto de vista fisiopatold-
gico, se ha relacionado con la existencia de necrosis
papilar en la médula renal por microinfartos debidos
a la falciformacién favorecida por el ambiente de aci-
dosis, baja tensidn de oxigeno, alta osmolaridad vy el
enlentecimiento del flujo sanguineo de los vasos rectos
en la médula renal. Estos mecanismos también se han

involucrado en un deterioro en la capacidad de con-
centrar la orina (hipostenuria) que es responsable de
la enuresis nocturna en ninos mayores portadores de
HbAS y aumenta la probabilidad de deshidrataciéon en
situaciones de riesgo como la ralbbdomidlisis por esfuer-
z0®, Ademds, ante una hematuria siempre hay que
descartar un carcinoma medular renal, un fumor muy
poco frecuente y agresivo que se observa casi exclu-
sivamente en pacientes jévenes portadores de HoAS
segln algunas series de casos de esta patologia®®,

En diferentes estudios se ha observado un aumento
del riesgo de presentar albuminuria entre los portado-
res de HbAS frente a los no portadores. De esta forma,
en un metaandlisis que incluia 4 cohortes que in-
cluian 6.432 adultos afroamericanos se evidencié un
mayor riesgo de albuminuria basal entre portadores
(31,8%) frente a no portadores de HbAS (19,6%), con
un aumento de 1,86 veces del riesgo (IC: 1,49 a 2,31)
@Y. De forma similar, en este mismo metaandilisis, incre-
mentando el nimero de individuos a 15.969 al incluir
una cohorte més en el andlisis, se encontrd la presen-
cia de enfermedad renal crénica (ERC) en funciéon de
la creatinina en el 19,2% de los portadores con HPAS,
en comparacién con el 13,5% de los no portadores,
con un incremento del riesgo de 1,57 veces (IC: 1,34
a 1,84)6Y. En un segundo esfudio con una poblacién
de 9.909 adultos afroamericanos se objetivd un riesgo
aumentado de 1,89 veces (IC: 1,59 a 2,23 veces) de
ERC segln la tasa de filtracién glomerular estimada
y la albuminuria en los portadores frente a no porta-
dores de HbAS, asi como un mayor riesgo de enfer-
medad renal terminal dependiente de didlisis entre
los portadores, con un riesgo de 2,03 (IC: 1,44 a 2,84)
ajustando los andllisis por edad, sexo, fabaquismo, dia-
betes, hipertension y genotipo APOL1¢2,

Recientemente, se ha demostrado que la herencia
conjunta de alfa talasemia por la delecién de 3,7 kb
en el rasgo falciforme protege contra la ERC. En un es-
fudio en 2.000 portadores de HBAS, el riesgo de ERC
entre individuos portadores sin alfa talasemia asocia-
dafue de 2,6 (IC:1,7-4,0) en comparacion con 1,1 (IC:
0.6-2,3) en portadores de HbAS con una alfa* falase-
mia heterocigota®. Este efecto protector de la asocia-
cién de una alfa talasemia estd en relacién con la dis-
minucién de la concentracion de Hb S segun se van
perdiendo genes alfa funcionales cuando se asocia a
una alfa talasemia. Esta asociacion, que estd presente
en casi el 30% de los afroamericanos con HbAS, elimi-
na practicamente el riesgo de ERCE.
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A diferencia de las lesiones por esfuerzo, la nefropa-
fia es extremadamente comdn entre los adultos afroa-
mericanos; por lo fanto, la prevalencia general de ERC
en HbAS es relativamente alta a pesar del riesgo re-
lativo modesto. Especificamente, en adultos con una
edad media de 50 a 65 anos, la prevalencia de ERC
entre los portadores de HbAS es de aproximadamente
el 15 al 35%, en comparacioén con el 10 al 25% en indi-
viduos sin HOAS. Es importante tener en cuenta que la
HPbAS es, por lo fanto, un factor de riesgo para la ERC,
en lugar de una enfermedad en si misma, y que es
probable que haya varios factores en juego que pro-
voquen ERC en la poblacion afroamericana. Ademads,
debido a que aln no se ha establecido la progresion
natural de la ERC entre los portadores de HoAS y no se
han realizado estudios de tratamientos para detener
la progresion de la ERC, actualmente no existen reco-
mendaciones sobre la necesidad y el momento para
la deteccién de ERC entre los portadores de HbAS y
no se justifica la deteccidn de rutina de la HbAS entre
individuos con ERC(9,

> Fenomenos vasooclusivos

Los fenébmenos vasooclusivos son caracteristicos de la
ECF; no obstante, se han descrito casos en portadores
de HbAS aunque con incidencia muy baja y en la ma-
yoria de los casos con dudas sobre su clara relacion
causal.

El infarto esplénico es el fendbmeno vasooclusivo
mejor documentado y los casos reporfados en la mao-
yoria de la ocasiones fuvieron lugar a gran alfitud, in-
cluida la escalada de montanas y volar en aviones
NO presurizados, y con un predominio en varones y
en individuos de origen caucdsico respecto a los de
ascendencia africana. El fratamiento fue conservador,
incluido el cambio de alfitud, aunque se requirié es-
plenectomia en algunos casos y en otros se desarrolld
asplenia posteriormente. También se han comunica-
do crisis de secuestro esplénico y episodios de dolor
agudo, pero estos eventos son muy raros y con mayor
frecuencia debido a ofros problemas médicos con-
comitantes o condiciones extremas, como altitud ele-
vada, aumento de la presidn (buceo), bajo oxigeno,
ejercicio severo prolongado o deshidratacion®,

Se ha descrito una mayor incidencia de compli-
caciones graves de hipema fraumdtico (entrada de
sangre en la cdmara anterior del ojo debido a una le-

sién), que incluyen aumento de la presidn infraocular
después del hipema inicial, resangrado y pérdida de
vision®®, Aunque se han comunicado casos de pria-
pismo en portadores de SCT, no existen pruebas con-
cluyentes sobre su relacién causal; por lo general, el
priapismo se produjo en el contexto de otros posibles
factores precipitantes como el uso de drogas y el fras-
plante de corazén. No existen estudios que demues-
fren una incidencia mayor de priapismo en relacion
con la poblacién general®®,

) Enfermedad vascular venosa

En varios estudios se ha demostrado que el rasgo
falciforme constituye un factor de riesgo leve para la
frombosis venosa profunda (TVP) y el fromboembolis-
mo pulmonar (TEP), con un riesgo general de 1,5 a
2 veces de fromboembolismo venoso (TEV) mayor en
los portadores de HoAS que en los no portadores. A
diferencia de la poblacién general y como ocurre en
la ECEF, la mayoria de los fendbmenos corresponden a
TEP en lugar de a TVP De esta forma, el riesgo de TEV
atribuible en la poblacién al estado de portador de
HbAS se ha calculado en torno a un 3% para TVP y a
un 7% para TEP. Aunque se desconoce el mecanismo
de este fendémeno, se ha sugerido que la hipoxia ex-
tfrema en las valvulas venosas, que puede alcanzar un
nadir de una presién parcial de oxigeno < 20 mmHg,
como ocurre en la médula renal, tendria como resul-
tado una falciformaciéon subclinica a dicho nivel con
un mayor riesgo de embolizaciéon. También se ha pro-
puesto como mecanismo la frombosis de la arteria
pulmonar in situ; sin embargo, en el sistema pulmo-
nar, en condiciones normales, No existe una hipoxia
extrema en un grado similar al de las valvulas venosas,
aungue en el contexto de la enfermedad parenqui-
matosa subyacente podria ocurrir@”,

El riesgo del rasgo falciforme es similar a las frombo-
filias de bajo riesgo, como el factor V Leiden y la muta-
cién del gen de protrombing; por lo tanto, es probable
que no esté justificado el despistaje de la HbAS en el
contexto de una TEV y las decisiones con respecto a
la eleccidn y la duracion de la anticoagulacion tfam-
poco deben verse influenciadas por la presencia de
la HOAS(®,

Los niveles medios de dimero D son significativamen-
te mds altos en los afroamericanos con HbAS en com-
paraciéon con los no portadores, de forma que mds
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del 50% de los portadores con HbAS muestran dime-
ros D basales mayores a 0,5 ug/mlL. Por tanto, el dime-
ro D puede no ser un marcador fiable para descartar
TEV o guiar la interrupcién de la anticoagulaciéon en
individuos con HbASE®,

) Enfermedad vascular arterial

En varios estudios se ha valorado la posible asocia-
cién de la presencia del rasgo falciforme y compli-
caciones como accidentes cerebrovasculares, hiper-
tension, diabetes mellitus, cardiopatia isquémica y
refinopatia. En ninguno de ellos se ha enconfrado un
aumento significativo de presentar alguna de estas
complicaciones entre los portadores de HoAS y los no
portadores®?. La Hb glicosilada de la Hb S presenta un
fiempo de retencidn diferente de la Ho A glicosilada
(HbATc), por lo que los portadores de HBAS presentan
niveles de HbAlc mds bajos“?, lo que puede tener im-
plicaciones en el manejo de la diabetes.

> Complicaciones quirurgicas y postraumaticas

Salvo en el caso del hipema, en ningln estudio don-
de se evaluaron las complicaciones quirlrgicas y
postraumdticas se encontraron diferencias estadisti-
camente significativas en el nimero de complicacio-
nes quirdrgicas, efectos adversos de la anestesia o la
duraciéon de la estancia hospitalaria, entre portadores
y no portadores de HOAS®?,

> Complicaciones pediatricas y gestacionales

En varios paises como Jamaica, Republica Dominica-
na, India, Brasil, Nigeria y EE.UU. se ha evaluado el posi-
ble efecto del rasgo falciforme sobre el crecimiento. En
ninguno se encontrd una asociacién entre el estado
de portador de HbAS vy retraso ponderal o menor altu-
ra®. También se ha estudiado el riesgo del sindrome
de muerte sUbita del lactante y no se ha encontrado
asociacion con el rasgo falciforme®).

La mayoria de los estudios publicados que evaldan
el estado de portador de HoAS y las complicaciones
del embarazo son contradictorios, tienen problemas
metodoldgicos y no demuestran una fuerte relacion
entre el SCT y el riesgo de complicaciones®“?4%,

) Rasgo falciforme y donacion

Los portadores de HbAS pueden donar sangre para
el banco general, aungue no se recomienda que su
sangre se administre a las personas con ECF porque
seria mas dificil alcanzar el porcentaje de Hb S objeti-
vo apropiado para tratar o prevenir sus complicacio-
nes. Por otro lado, también hay que tener en cuenta
que puede ser dificil la citorreduccion de la sangre
de donantes con HbAS, encontrando un aumento de
los leucocitos residuales y de hemdlisis, debido al blo-
queo de los filtros de leucodeplecion®?,

Las personas con el SCT pueden servir como donan-
tes para el trasplante de células hematopoyéticas. Si la
donacién se usa para un hermano con ECF, el frasplante
transformaria al hermano de la enfermedad sintomati-
ca en un estado de portador asinfomatico. Las personas
con el SCT pueden recibir factor estimulante de colonias
de granulocitos (G-CSF) para la movilizacion de células
madre hematopoyéticas, a diferencia de aquellos con
ECF, en quienes no se debe usar G-CSF“9,

Aungue no se han estudiado formalmente los resul-
tados de los receptores y donantes del frasplante re-
nal en portadores de HbAS, en un estudio se encontrd
que el 37% de los centros de frasplante renal analizan
y excluyen a los portadores de SCT de la donacién de
rAdN vivo®o,

) Consideraciones finales

» La Hb S constituye una de las alteraciones mono-
génicas mds frecuentes en el mundo.

+ El rasgo falciforme no es una enfermedad v, por
tanto, la esperanza de vida de los portadores de HbAS
no estd reducida.

+ Existen comunicaciones en la literatura cientifica
que, bajo ciertas circunstancias, indican un mayor
riesgo de presentar ciertas condiciones o complica-
ciones patolégicas (lesidon relacionada con el esfuer-
zo, enfermedad renal, fenémenos vasooclusivos, enfer-
medad vascular venosa).

+ La correccidn de estas circunstancias en la ma-
yoria de las complicaciones iguala el riesgo al de la
poblacién general; no obstante, su conocimiento y
despistaje debe considerarse por sus posibles impli-
caciones terapéuticas.

« La identificacién y el asesoramiento de portadores
de HbAS se ha considerado una estrategia eficazen la
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reducciodn la prevalencia de la ACF. Se han establecido
diferentes estrategias, desde pruebas de identificacion
de hemoglobinopatias premaritales o preconcepcio-
nales legalmente obligatorias hasta programas de
cribado neonatal y campanas de educacion pudblica.

» La menor eficacia en la reduccién de nacimientos
con ECF de la esperada, al igual que en ofras enferme-
dades genéticas, radica en la posible estigmatizacion
de los portadores de HbAS que puede determinar una
discriminacién racial, laboral, econdmica y social, asi
como miedo y desconfianza en los portadores, y en
el desconocimiento o la falta de implicacién de los
servicios sanitarios que podrian estar implicados en
esta problemdtica.
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> Introduction

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is the most
common adult leukemia in Western countries, with a
median age at diagnosis of 70 years. Its clinical course
is highly variable, ranging from very indolent cases to
patients with aggressive disease and rapid progression.
This heterogeneity has important consequences for the
clinical follow-up, therapeutic strategies and patients’
survival®. The presence of deletions of 17p13 region
(involving TP53), usually detected by fluorescence in
situ hybridization (FISH), and TP53 mutations as well
as the mutational status of the variable region of the
immunoglobulin heavy chain (IGHV) gene represent
the most important prognostic/predictive markers
which allow the stratification of patients into different
risk groups in the era of chemoimmunotherapy®.
Nevertheless, new mechanism-based therapeutic
agents have been developed in CLL. In the last years,
two inhibitors of the signaling pathway of the B-cell
receptor (BCR), named ibrutinib and idelalisib, as well
as the BCL2 inhibitor venetoclax, have been approved
by the Food and Drug Administration (FDA) and the
European Medicines Agency (EMA)®9. These new

drugs have improved the outcomes of CLL patients
and have been able fo overcome or af least atfenuate
the adverse impact of TP53 deletions or mutations as
well as the unmutated IGHV (UIGHV) status®®.

Even though the prognostic value of TP53 and IGHV
is well established, several studies have highlighted the
prognostic and predictive value of complex karyotype
(CK) in CLL. Different cooperative studies have been
conducted fo analyze the clinical impact of CKZ19,
Besides, the presence of CK has been included in
clinical ftrials in order to elucidate its prognostic/
predictive value, especially with the use of new
therapeutic modalities.

The aim of this talk is fo review the cytogenetic/
cytogenomic techniques that allow fo detect genomic
complexity, fo show cooperative studies which deal
with the definition of complex karyotype and fo discuss
the prognostic value of CK in the management of CLL.

> Chromosome banding analysis (CBA)

Chromosome banding analysis (CBA) allows the
detfection of numerical and structural aberratfions
in the karyotype. Initial cytogenetic studies in CLL
were highly limited by the low mitotic rate of tumor
B-cells in culture. Traditional B-cell mitogens, such as
pokeweed mitogen, 12-O-tetradecanoly-phorpol-13-
acetate (TPA), and lipopolysaccharide were not very
effective, with detection of abnormal clones in only
40-50% of cases(. Indeed, interphase FISH analysis
-with the centromeric probe of chromosome 12 and
locus specific probes for 13914, 11923 (ATM) and
17p13 (TP53)- was implemented as the gold standard
for cytogenetic risk stratification of CLL patients2,
Nonetheless, the detection of abnormalities by FISH
was limited fo the probes used and underestimated the
frue complexity and heterogeneity of chromosomal
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aberrations in CLL. Since the 2010s, the combination
of Interleukin 2 (IL-2) and the CpG-oligonucleotide
DSP30, which immunostimulates CLL cells in vifro, has
been implemented as the gold standard mitogen in
CLL and yields abnormal metaphases in up to 65-80%
of patients(. Improved cytogenetic techniques in CLL
have prompted renewed interest in the karyotype in
this setfting.

> Complex karyotype. Definition,
incidence, genomic complexity

The seminal paper from Juliusson et al.dM already
pointed outthattheincreasing number of chromosomal
abnormalities in the karyotype were associated with a
poor outcome. Furthermore, evidence was provided
that 25-37% of patients without alterations by FISH
carried chromosomal abnormalities not covered by
the standard FISH panel and were associated with a
poor prognosis,

The concept of "complex karyotype” (CK) was firstly
described in myelodysplastic syndromes and acute
myeloid leukemias(®19, associated to a negative
prognostic impact in these diseases. In CLL, initial studies
defined a CK as the presence of 3 or more chromosomal
alterations detected by CBA in the same cell clone(317,
Toking into account this definition, CK are detfected
in 15% of patients at diagnosis?'® and increase up
to 30% in relapsed patients affer tfreatment. These are
frequently found in Richter Syndrome, and often, but
not always, associated with del(17p)/TP53 mutations,
del(11q) or UHGHV®. Both the detfection of CK and the
number of anomalies in the karyotype are predictors of
an unfavourable clinical outcome in patients treated
not only with standard chemoimmunotherapy®'® but
also in the initial clinical frials with the new mechanism-
based therapeutic agents®2022. |In this sense, the
importance of CBA was recognized by the 2018
Guidelines of the International Workshop on CLL®,
with the aim of identifying patients with CK, which may
present shorter fime to first freatment, progression free
survival and overall survival.

Nevertheless, not all cases with CK are equal
regarding genomic aberrations and prognosis. In
a Spanish cooperative study (Grupo Cooperativo
Espafiol de Citogenética Hematolégica y Grupo
Espanol de LLC, Sociedad Espafiola de Hematologia y
Hemoterapia) led by our group, we demonstrated that

among CLL patients with CK, up fo 50% do not present
abnormalities of TP53 and/or ATM although they show
an aggressive clinical evolution equivalent to those
patients with TP53 and/or ATM aberrations who do not
have a CK. Furthermore, CK worsens the prognosis of
patients with altered TP53 and/or ATM 29, Besides, we
and other Spanish groups have also participated in
a large retfrospective study on CLL and CK from the
European Research Initiative on CLL (ERIC)®.The main
aim was to define this subgroup of patients from a
genetic point of view and the impact of CK in clinical
practice. So far, we have shown that the standard
criterion for defining a CK (detection of 3 or more
chromosomal alterations by CBA) might be refined
for the prognostic stratification of patients with CLL,
being 5 or more the number of aberrations that best
predict a worse prognosis®. Moreover, we have been
able to confirm that patients with multiple frisomies
(+12, +18, +19) constitute a particular subgroup who,
despite having a CK according fo standard criteria,
is characterized by a parficularly benign clinical
course®29,

Regarding genomic complexity, a second study
has been conducted by the ERIC Cytogenetics
Network with the aim of determining the clinical utility
of genomic microarrays for copy number alterations
(CNA) assessment in CLL diagnostics. The study has
revealed that only high genomic complexity (high-
GC), defined as > 5 CNAs emerges as an independent
adverse prognosticator on multivariable analysis for
fime fo first freatment and overall survival®. Moreover,
our group has conducted a cooperative study with
the aim of comparing the performance of CBA and
genomic microarrays to defect genomic complexity.
Besides, we aimed to compare risk stratification based
on genomic complexity measured by both techniques.
We have concluded that both methods are helpful
for assessing genomic complexity in CLL patients
and risk categories established by CBA and genomic
microarrays have a significant impact on TTT although
they show a moderate agreement. Discordant cases
are being investigated fo refine genomic complexity
criteria equivalent by both techniques®.

> Complex karyotype. Prognostic value

Over the last years, much has changed in the
landscape of CLL treatments. Besides chemotherapy,
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chemoimmunotherapy and bone marrow
fransplantation, new therapeutic agents, such as
ibrutinib, idelalisio and venetfoclax, have emerged
acting independently of the p53 pathway and have
demonstrated high efficacy in CLL patients with TP53
abnormalities.

As previously discussed, CK is a very good predictor
for progression-free survival (PFS) in patients treated
with chemoimmunotherapy, in particular when > 5
aberrations are present or in relapsed/refractory
patients®1719. Nevertheless, the prognostic impact of
CKin patients receiving the new treatment modalities
has not been fully established. Whereas the first early
phase clinical frials for ibrutinibb and venetoclax did find
that CK was an independent poor prognostic factor
for PFS®4, newer studies at frontline, in R/R patients
not heavily pretreated or real-world studies with such
freatments have shown that the negative impact of CK
on PFS vanishes®22262% |n conclusion, the prognostic
value of CK still needs additional validation studies,
especially prospective ones.

> Take-home messages

1. Cytogenetic methods have improved up to 60-80%
the abnormality detection rates by using IL2 + DSP30
combination as mitogens.

2. Genomic complexity is an important prognostic
factor in patients treated with chemoimmunotherapy
but not all complex karyotypes are equivalent.

+ Cases with +12, +19, +other show a very good
prognosis.

low and infermediate complexity (3 or
4 abnormalities) impact on outcome only if
accompanied by TP53 deletions and/or mutations.

* High complexity (= 5 abnormalities) is associated
homogeneously with the worst clinical outcome
independently of TP53 abnormalities and IGHV SHM
sfatus.

3.The prognostic value (in ferms of PFS) of CK in the
era of new agents (ibrutinib, idelalisib, venetoclax) is
still controversial and depends on the type of patients
(front line vs. heavily treated) as well as the type of
freatment and drug combinations.

4. Additional studies are needed to define if this
parameter should be incorporated in future guidelines
as part of the prognostic factors fo be deftermined
before receiving freatment.
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Cuanto nos ayudan los estudios mutacionales en los pacientes
con fracaso al tratamiento con inhibidores de la tirosina cinasa

en la practica clinica habitual

Maria Teresa Gomez Casares, Ruth Stuckey

Servicio de Hematologia. Hospital Universitario de Gran Canaria Dr. Negrin. Las Palmas
|

> Introduccion

Actualmente, el hematdlogo puede elegir, dependien-
do de cada caso, entre imatinib, 3 inhibidores de la
tirosina cinasa (ITC) de segunda generacion (dasa-
finib, nilotinib, bosutinib) y uno de fercera generacion
(ponatinib) para el tratamiento de pacientes con leu-
cemia mieloide cronica (LMC). Estos ITC actdan en el
dominio firosina cinasa de ABL1, compitiendo por el
sitio de unién de ATP y asi inhiben selectivamente la
actividad catalitica de la oncoproteina BCR-ABLT.

Sin embargo, el desarrollo de resistencias a los ITC
es comun, pudiendo afectar al 10-15% de los pacien-
fes que reciben imatinib y a menos de un 10% de los
pacientes que reciben un ITC de segunda generacion
en primera linea, segdn la European Leukemia Net
(ELNY®. Las mutaciones en el dominio cinasa (DC) de
BCR-ABLT son la causa mds frecuente y mejor cono-
cida de resistencia. Aungue su origen no esté claro
(hay indicios de que pueden ser consecuencia de la
inestabilidad génica producida por BCR-ABL1), se ha
demostrado que la prevalencia de mutfaciones del
DC de BCR-ABLT depende de la fase de la enferme-
dad y de la sensibilidad del método empleado para
su estudio.

) Estudio de mutaciones en pacientes con fracaso
al tratamiento con inhibidores de la tirosina cinasa

Hasta la fecha se han descrito més de 100 mutaciones
puntuales del DC con més de 90 cambios de aminod-
cidoy se siguen describiendo nuevas mutaciones con
el empleo de nuevos inhibidores. Estas mutaciones se
localizan con mayor frecuencia en ciertas regiones
del DC, sobre fodo en el P-loop (sitio de unidn al ATR,
residuos 244-255), por ejemplo, M244V, G250E,Y253F/H,

E255K/V y los sitios de contfacto con el fdrmaco Thr315
y Phe317.También son comunes las mutaciones en el
dominio catalitico (residuos 350-363) y el A-loop (re-
siduos 381-402), aunque hay mudltiples mutaciones
descritas en ofras regiones. Como consecuencia de
la sustitucidn de un aminodcido se puede alterar la
estructura de la oncoproteina BCR-ABLT, induciendo
un cambio conformacional o perturbando los sitios
de contacto con el ITC en el sitio de unién y asi cau-
sando la pérdida de sensibilidad al f&rmaco.

Hoy en dia se conoce el espectro de sensibilidad de
la mayoria de las mutaciones descritas a los ITC dis-
ponibles. Se ha demostrado que algunas de las muta-
ciones tienen especial relevancia clinica, como la mu-
tacién T315l, la cual es Unica, dado que concede una
falta de sensibilidad absoluta a imatinib, dasatinib, bo-
sutinib y nilotinib. En el caso de la T315l, ponatinib o el
frasplante de células progenitoras hematopoyéticas
son las Unicas opciones terapéuticas.

Por otro lado, una mutacién puntual en el mismo si-
fio puede producir diferencias marcadas en el nivel
de resistencia a los fdrmacos. Un ejemplo es el de la
freonina 315, donde la ELN recomienda nilotinib o bo-
sutinib para el fratamiento de pacientes con T315A,
mientras actualmente el Gnico ITC aprobado para tra-
tar pacientes con 173151 es ponatinib.

) ¢Por qué es tan importante el estudio de
mutaciones en pacientes que no responden al
tratamiento con un inhibidor de la tirosina cinasa?

) Informan sobre la eleccion
del inhibidor de la tirosina cinasa

Cuando se produce un fallo al fratamiento con el ITC,
es necesario un cambio de fdrmaco debido al riesgo




sustancial de progresion de la LMCO. Esta decision es
especialmente importante porque se ha demostra-
do gue clonas con mutaciones en baja carga (por
debajo del nivel de sensibilidad de la secuenciacion
Sanger) se expandieron cuando el ITC administrado
no era apropiado segun su espectro de sensibilidad®.
Ademads, una terapia secuencial o con un ITC no ade-
cuado puede producir la expansidon de células poli-
clonales (un clon con mdltiples mutaciones) y/o clo-
nes con mutaciones compuestas®,

Existen estudios que han demostrado que células
que expresan BCR-ABL1 con mutaciones compues-
tas requieren un valor IC,; del ITC mucho mas alto
para su inhibicidn que cuando la mutacién es sen-
cilla®. Por ejemplo, tanto BCR-ABL1 con la mutaciéon
V299L como F317L son sensibles a dasatinib, pero la
mutacién compuesta V299L/F317L es muy resistente.
Algunas mutaciones compuestas tienen incluso resis-
fencia a ponatinib. Dado que la presencia de muta-
ciones compuestas limita las opciones terapéuticas,
el estudio de mutaciones en el DC en los pacientes
con fracaso al tratamiento ITC es imprescindible para
seleccionar la terapia apropiada.

Los ensayos clinicos con asciminilo (ABLOOT), un inhi-
bidor alostérico que no compite por el sitio de unién
de ATP han demostrado que este inhibidor es efectivo
contra la mutacion T3151¥, Este mecanismo de inhibi-
cion diferente de BCR-ABL1 permite al fGrmaco tener
eficacia contra mutaciones resistentes a los demds
ITC salvo las producidas en el residuo F359 y plan-
tfea la posibilidad muy prometedora de una terapia
combinada de asciminib con otros ITC, incluyendo
ponatinib, para afrontar mutaciones compuestas que
actualmente no son fratables®. En fodo caso, el uso
de asciminib no esté aprobado actualmente por la
Agencia Espanola de Medicamentos y Productos Sa-
nitarios (AEMPS).

) Asociacion con progresion de la enfermedad

Los ITC son muy efectivos en la fase cronica (FC) pero
no es asi en la crisis blastica (CB). Ademds, las muta-
ciones del DC de BCR-ABLT son mucho mds frecuen-
tes en fases tardias, de tal manera que su prevalencia
se estima en un 70-80% de los pacientes en CB en
comparacién con un 25-30% en FC®, Se ha demostra-
do una asociacion clara entre el desarrollo de estas
mutaciones durante el fratamiento con un ITC y una
supervivencia libre de progresion mas corta®, por lo

que se ha sugerido que la defeccidén de mutaciones
en el DC podria identificar pacientes con alto riesgo
de progresiéon. En adicidn a la presencia de una mu-
taciéon del DC, el tipo de mutacién también puede
influir en la supervivencia del paciente. En este senti-
do, hay estudios que demuestran que los pacientes
que desarrollaron una mutacion del PJoop durante el
tratamiento con un ITC tenian mayor probabilidad de
progresidn y una supervivencia mds corfa en compa-
racién con los que fenian mutaciones en otras regio-
nes del DCU9, Asimismo, la presencia de mutaciones
compuestas se asocid con un peor prondstico que se
refleja en una supervivencia sin evento a los 4 anos
del 49% en pacientes con una mutacion versus 0% en
pacientes con mutaciones compuestas. Por tanto,
el estudio de mutaciones en el DC de BCR-ABLIT pue-
de tener valor pronédstico y contribuir al manejo 6pti-
mo del paciente en la clinica.

Finalmente, puesto que la transiciéon de la FC a la
CB también se ha asociado con el desarrollo de mu-
taciones en los genes TP53, TET2, ASXL1, RUNXT, IDH1/2,
GATA2 y CBL, entre otros(?, en un futuro el andlisis de
mutaciones fuera del DC podria tener también rele-
vancia.

> {Qué técnicas se deben emplear
para el estudio mutacional de BCR-ABL1?

El método est@ndar para el estudio de mutaciones del
DC de BCR-ABL1 ha sido hasta hace muy poco la se-
cuenciacién Sanger convencional. La sensibilidad de
la secuenciacion Sanger se sitGa entre el 15y el 25%,
por lo que pueden no detectarse mutaciones con
baja carga alélica (< 20%). En anos recientes, la se-
cuenciacion de nueva generacidn (next generation
sequencing -NGS-) ha entrado en la préctica clinica
habitual para el diagnéstico de pacientes en hema-
fologia y oncologia. Debido a su mayor sensibilidad
(1% o mayor), la NGS puede detectar mutaciones pre-
senfes en niveles que estan por debajo del limite de
detecciéon de la secuenciacion Sanger. Es importan-
te destacar que hay estudios empleando la técnica
de NGS gque han confirmado que estas mutaciones
de baja carga alélica también tienen relevancia cli-
nica®@™™, Por ejemplo, se ha comunicado que muta-
ciones responsables de la resistencia a una segunda
linea (hasta con una VAF baja) eran detectables por
NGS (hasta en un 43% de las muestras analizadas) en




niveles bajos al estudiar la missma muestra que habia
sido secuenciada por Sanger y habia sido negativa
en el momento del fallo a la primera linea de trata-
miento(¥, Por tanto, la NGS puede detectar clones mu-
tfados emergentes meses antes que la secuenciacion
Sanger y, como consecuencia, podria haber informa-
do sobre la eleccidn de ITC de segunda linea més
apropiado@1419),

Oftra ventaja del uso de la NGS para el estudio mu-
tacional es su capacidad para detectar mutaciones
compuestas, ya que la secuenciacién Sanger no pue-
de distinguir entre 2 mutaciones en 2 clones distintos
0 un clon con una mutacién compuesta.

Por todas las razones descritas, en las recomendao-
ciones actualizadas de la ELN se recomienda el uso
de la NGS para los estudios mutacionales en pacien-
tes que no responden bien al ITC en la préctica clinica
habitual®,

> {Cuando se deben estudiar
las mutaciones en el dominio cinasa?

Aumentos progresivos en los niveles del transcrito
BCR-ABL1 predicen el desarrollo de una mutacion en
BCR-ABL1. Por ello, la monitorizacidén molecular de los
franscritos BCR-ABL1 en infervalos regulares es de vital
importancia para el seguimiento de los pacientes con
LMC.

Segun los criterios de la ELN, se recomienda el and-
lisis de las mutaciones en el DC en todos los pacien-
tes con una respuesta subdptima al fratamiento con
el ITC o en pacientes con un ITC de larga duracién
que pierde en cualquier momento la respuesta mole-
cular mayor (RMM) (Tabla 1). Su estudio tfambién es
imprescindible cada vez que se considera un cambio
de terapia.

Aungue actualmente no hay recomendaciones
sobre la frecuencia con la que deben readlizarse es-
tos andlisis mutacionales, la repeticion del estudio
de mutaciones del DC podria estar indicada en los
siguientes casos: si hay resultado negativo y respuesta
subdptima, repetir como minimo a los 6 meses; si hay
resultfado positivo, debido a la aparicidén secuencial
de mutaciones clinicamente significativas a lo largo
del tiempo (incluyendo mutaciones de baja carga y
mutaciones compuestas)@?, se recomienda la reali-
zacion en mdés de una ocasion.

> ¢Son informativos los estudios
de otras mutaciones en pacientes con fracaso
al inhibidor de la tirosina cinasa?

Aparte de las mutaciones en el DC de BCR-ABLT (la
causa mas frecuente de resistencia) y la sobreexpre-
sion de BCR-ABL1 en algunos casos, existen otros me-
canismos de resistencia que son independientes de
BCR-ABL1. Estos incluyen la activacién de la via de se-
Aalizacién de cinasas de la familia Src y mecanismos
que afectan el metabolismo del ITC y a su concen-
fraciéon infracelular, como las enzimas del citocromo
P450 y proteinas fransportadoras. En ese sentido, se
han descrito, por ejemplo, mutaciones y polimorfismos
en los genes codificantes de fransportadores ABCBI
(MDRT), SLC22AT1 (OCTI) y ABCG2(1519),

Por tanto, en el caso de una resistencia sin la pre-
sencia de mutacioén puntual del DC, los estudios mu-
tacionales de estos genes podrian informar en cierta
manera sobre la eleccién del ITC de segunda (o pos-
ferior) linea. Por ejemplo, nilotinib y bosutinib no son
buenos sustratos para el transportador P-glicoproteina
(producto del gen ABCBT), mientras que dasatinib es
un inhibidor de cinasas de la familia Src, por lo que

Tabla 1. Criterios de alarma y fallo en la respuesta al tratamiento con inhibidores de la tirosina cinasa (ITC)

Alarma Fallo
. No RCH
- 0,
3 meses Ratio BCR-ABL1 > 10% > 10% si se confirma dentro de 1-3 meses
6 meses Ratio BCR-ABL1 > 1-10% Ratio BCR-ABL1 > 10%
12 meses Ratio BCR-ABL1 > 0,1-1% Ratio BCR-ABL1 > 1%

Ratio BCR-ABL1 > 0,1-1%

En cualquier momento Pérdida de RMM < 0,1%

Ratio BCR-ABLT > 1%, deteccion de mutaciones en dominio
cinasa y/o anormalidades cromosémicas

Adaptado de las recomendaciones de la European LeukemiaNet (ELN) (2020)"
RCH: respuesta completa hematoldgica; RMM: respuesta molecular mayor
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podria superar la resistencia debido a la activacion
de esta via.

Ademds de mutaciones en el dominio DC de ABL,
estudios recientes estén identificando otros genes
cuya mutacién puede impactar la resistencia a los ITC
independientemente de BCR-ABL1, entre ellos estdn
BIMT y PTCHI1071®_ Otros estudios gendmicos han su-
gerido una asociacién importante entre mutaciones
en un grupo de genes que codifican moduladores
epigenéticos y progresion de la LMC. Uno de ellos, por
ejemplo, identificd una relacion significativa entre las
mutaciones en ASXLT y la progresidn, y entre TP53 y
una peor respuesta al ITC?, Otro detectd variantes en
genes incluyendo ASXLI, IKZF1, DNMT3A y CREBBP en
el 30% de los pacientes en FC, la mayoria de ellos con
respuesta no éptima a imatinib (41%)@.

Por dltimo, las vias de mTOR/autofagia, PI3K y seha-
lizacién NF-kB también parecen estar implicadas en
la resistencia al ITC y hay numerosos ensayos clinicos
en marcha para determinar la eficacia de inhibidores
especificos contra moléculas implicadas en estas vias
para combatir la resistencia.

) Perspectivas futuras

En el futuro, el estudio mutacional de pacientes con
LMC no solo seré Util y sensible para elegir de forma
adecuada el ITC, sino que también podria ayudar a
predecir aquellos pacientes con mayor riesgo de pro-
gresion o incluso estratificar pacientes al diagndstico
segun su probabilidad de responder bien al ITC. El uso
de un panel de genes cuya mutacidén haya demos-
trado valor pronéstico en la LMC, de forma similar al
estudio mutacional realizado de manera rutinaria en
el diagnéstico de pacientes con leucemia mieloide
aguda, facilitaria el abordaje del paciente al diag-
noéstico y en el momento del fallo al ITC. El disefo de
semejante panel podria incluir genes cuya mutacion
haya sido descrita como mecanismo de resistencia a
los ITC, por ejemplo, mutaciones en los genes traspor-
tadores como ABCBT y SLC22A1, y genes cuya muta-
cién puede predecir respuesta a imatinib y/o progre-
siobn como BIM1, PTCHI, IKZF1, RUNXT1, BCORLI, IDH1 y
ASXL1. Sin embargo, estas aproximaciones en la LMC
estdn pendientes de validacién y se necesitaria un
proceso de estandarizacion.
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Nuevos enfoques en el tratamiento de la leucemia mieloide crénica (LMC).
Mas alla del tratamiento con inhibidores de la tirosina cinasa:
papel del asciminib (ABL001) en la LMC

Dr. Luis Felipe Casado Montero

Servicio de Hematologia y Hemoterapia. Complejo Hospitalario de Toledo
|

> Resumen

El asciminib es un nuevo inhibidor alostérico que se une
al sitio miristoilo de la proteina BCR-ABLT, bloqueando
su conformacién inactiva a través de un mecanismo
distinfo al de todos los demds inhibidores de la tirosina
cinasa (ITK). Asciminib se dirige contra BCR-ABL1 nati-
vo y mutado, incluyendo la mutacién T315l. Conoce-
mos Unicamente los resultados del estudio de fase 1
donde se incluyeron 141 pacientes con leucemia mie-
loide cronica (LMC) en fase cronica (FC) y 9 en fase
acelerada (FA) que tenian resistencia o intolerancia all
menos a 2 ITKs competitivos con ATP El objetivo princi-
pal era determinar la dosis méxima tolerada y la dosis
recomendada. Asciminib se administrdé 1 o 2 veces al
dia (a dosis entre 10 y 200 mg). La mediana de segui-
miento fue de 14 meses. El 70% (105 de 150 pacientes)
habia recibido al menos 3 ITKs. No se alcanzé la dosis
mdéxima tolerada de asciminib. Entre los pacientes con
LMC en FC, 34 (92%) tuvieron una respuesta hemato-
|6gica completa (RHC) y 31 (564%) sin una respuesta
citogenética completa (RCyC) al inicio del estudio la
alcanzaron. Se logré o mantuvo respuesta molecular
mayor (RMM) a los 12 meses en el 48% de los pacien-
fes, incluidos 8 de 14 (57%) con resistencia o intoleran-
cia a ponatinib. Se logrd o mantuvo una RMM a los
12 meses en 5 pacientes (28%) con la mutacion T315I.

Se mantuvo una RMM en 40 de 44 pacientes. Los
efectos toxicos limitantes de dosis fueron elevaciones
asinfomdticas de lipasa y pancredtitis clinica. Los efec-
fos adversos (EA) mds comunes fueron fatiga, cefalea,
artralgia, hipertensién y frombocitopenia. Por fanto,
asciminib es activo en pacientes con LMC muy pre-
tratados con resistencia o intolerancia a maltiples ITKs
incluyendo ponatinib y ofrece una nueva oportunidad

a este selecto grupo de pacientes, incluidos los que
presentan la mutacién T3151. El desarrollo futuro del
fdrmaco es muy prometedor fanto en situaciones més
fempranas como en combinacién con ofros ITKs.

> El ABL

El gen ABLT en mamiferos codifica la tirosina cinasa
ABL que se expresa ubicuamente®. En respuesta a fac-
tores de crecimiento, citocinas, adhesiéon celular, dafo
en el ADN o al estrés oxidativo, se activa para estimular
la proliferacién o la diferenciacién celular, la supervi-
vencia o la muerte, y la refraccion o la migracion. ABL
también regula funciones mds especializadas, como
la sefalizacién del receptor de antigeno en los linfoci-
tos, la formacién de sinapsis en las neuronas y la ad-
hesidn bacteriana a las células epiteliales intestinales.
Aungue se descubrid como el protooncogén del virus
de la leucemia de Abelson (oncogén Gag-v-Abl), los
estudios recientes lo relacionan con la degeneracion
neuronal. ABL se desplaza entre el nlcleo y el citoplas-
ma, donde se une al ADN y a la actina, modificando
funciones fundamentales en una gran variedad de
tejidos en casi fodos los procesos bioldgicos.

> Dominios funcionales

El gen ABL conserva en todos los metazoos los do-
minios N-terminal SH3, SH2, la cinasa y el dominio de
unién a actina C-terminal (ABD) y en los vertebrados
ademds un gen ABL (Abl1) o ARG (AbI2)™. El gen
ABL1 de mamifero codifica 2 variantes (la e Ib) con
diferentes secuencias N-ferminales que se franscriben
por 2 promotores distintos. La variante b contiene un
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sitio de miristoilacién N-terminal que no se encuentra
en la variante la. Al revisar la estructura cristalina de la
cinasa, se ve como SH3-SH2 se inserta en el sitio miris-
toilo del I6bulo C de la cinasa y esta interaccién SH2-C-
I6bulo produce su autoinhibicion. Esta autoinhibicién
se pierde en las oncoproteinas BCR-ABL, Gag-v-Abl y en
la variante la. Ninguna de las protfeinas o sustratos que
inferactlan con ABL muestran especificidad de varian-
fe, por lo que su diversidad funcional no se entiende.

) Tolerancia a los inhibidores
de ABL/ARG cinasa (ITK)

Aunqgue ABL y ARG son esenciales para el desarrollo em-
brionario, los ITK como imatinib (IMA), dasatinib (DASA) y
nilotinib (NILO) son bien tolerados durante muchos anos
en pacientes con LMC. Esta tolerancia puede explicar-
se por 3 alternativas no excluyentes: a) la funcion de la
cinasa es esencial solo en la embriogénesis y es pres-
cindible en la vida adulta; b) los ITKs no bloquean com-
pletamente la funcidon de la cinasa; y ¢) las profeinas
ABL/ARG, pero no su actividad cinasa, llevan a cabo las
funciones esenciales no bloqueadas por los ITKs.

> BCR-ABL

BCR-ABL es una proteina de fusién oncogénica cuya
expresion permite la tumorgénesis de la LMC. BCR-ABL
se activa continuamente porque la fusién de ABL con
BCR dificulta la inhibicién por la abrazadera SH3-SH2.
La pérdida del exdn 1 de ABL conlleva la pérdida del si-
fio para el miristato; sin embargo, el bolsillo no se pierde
en la translocacion. Por fanto, es atacable si se imita el
papel del péptido miristato con un fdrmaco que doble
y cierre la cinasa. Esta inferaccién es compatible con
ofros ITKs que bloquean el dominio catalitico del ATRP

> Asciminib (ABL001)
> Desarrollo de asciminib

Estudios preliminares mostraron cémo pequenas
moléculas se podian unir al bolsillo miristoilo de BCR-
ABL e inhibir la actividad de la cinasa a través de un
mecanismo alostérico. Desafortunadamente, estas
moléculas fenian una potencia limitada y carecian
de actividad contra la mutacién BCR-ABL T315l. Em-

pleando cristalografia y un estudio conformacional
basado en resonancia magnética nuclear (RMN), se
opftimizaron para mejorar la potencia, la selectividad
y la farmacocinética in vivo que permitié la identifica-
cion de ABLOO1®. ABLOO1 (asciminib) se une de forma
potente (KD = 0,5-0,8 nM) y selectivamente al bolsillo
miristoilo de ABL1 e induce la conformacién de la héli-
ce C-terminal requerida para la induccién del estado
inactivo. Por lo tanto, la unién de asciminib imita las
consecuencias estructurales de la unién del extremo
N miristoilado del ABL que proporciona la autoinhibi-
cién, perdida en la fusion BCR-ABL.

A diferencia de los sitios de unién a ATP casi ubi-
cuos, las bolsas de unién a miristoilo del ABL se han en-
contrado en muy pocas cinasas, como SRC. Por eso,
asciminib carece de actividad contra tfodas las cina-
sas a concentraciones de hasta 10 uM, incluida la SRC
cinasay es la razdn de su gran especificidad. Ademds,
no afectd la fosforilacion de CRKL como DASA o NILO.
El asciminib inhibe selectivamente la proliferacion de
las lineas celulares de LMC y de leucemia linfobldstica
aguda Filadelfia positiva (LLA-Ph') que expresan BCR-
ABL. En un modelo de xenoinjerto subcutédneo murino
(KCL-22), el asciminib consiguid regresion tumoral a
una dosis de 7.5 mg/kg/12 h y su eficacia se corre-
lacioné con la inhibicién completa del marcador far-
macodindmico STATS. Asciminib es un sustrato de los
transportadores ABCB1 y ABCG2. La sobreexpresion de
estos lleva a la resistencia al asciminib y su inhibicion
mejora la sensibilidad. El perfil de especificidad tan es-
frecho del asciminib (solo ABL1 y ABL2) es probable
que sea ventajoso para la eficacia selectiva en LMC y
la toxicidad limitada, pero la alta selectividad también
puede limitar su eficacia. Por ejempilo, la inhibicidén de
KIT mejora los efectos de IMA, lo que sugiere que el as-
ciminilb como agente Unico puede presentar mayores
mecanismos de resistencia. Las células madre CD34+
CD38- de LMC son insensibles a la inhibicién de la
actividad de la cinasa BCR-ABLT y dependen de ofras
vias auxiliares para su supervivencia.

La alta selectividad de asciminib fambién sugiere
gue solo o en combinacién con otros ITKs serd poco
eficaz en la eliminacién de las células madre leucé-
micas. No obstante, una combinacién de inhibidores
del sitio miristoilo y del sitio catalitico puede crear una
barrera genética para el desarrollo de resistencias
adquiridas al evitar la mutacién y plantean la posibili-
dad de que la inhibicién dual podria conducir a me-
jores respuestas profundas®. La combinacién in vifro
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con NILO fiene un fuerte efecto sinérgico. Ademdés, la
combinacién de asciminilbb con ponatinib puede erra-
dicar mutantes compuestos altamente resistentes®.,
Primero, aprovechando la sinergia entre diferentes me-
canismos de inhibicion (alostérica y catalitica) vy, en
segundo lugar, por la aditividad de 2 ITKs con perfiles
de resistencia parcialmente superpuestos pero que
combinados pueden inhibir cooperando los mutantes
compuestos BCR-ABLT mds resistentes.

) Propiedades farmacoldgicas®

Asciminib es un fédrmaco que se administra por via
oral. Es una fenilpiridina carboxamida que se une
alostéricamnete al bolsillo vacio de miristoilo de ABL1 y
ABL2. Los estudios farmacocinéticos preclinicos de as-
ciminilb en mamiferos mostraron un aclaramiento bajo
a moderado, un volumen de distribucion moderado y
una semivida terminal aparente corta, mientras que
la biodisponibilidad varid de una especie a ofra. Se
observd una alta unién a proteinas plasmaticas en fo-
das las especies analizadas. Se metaboliza por glucu-
ronidacién por varias enzimas UGT (UGTT1A3, UGT1A4,
UGT2B7 y UGT2B17), seguido de un metabolismo oxi-
dativo catalizado por varias enzimas del citocromo
P450 (CYP), siendo CYP3A4/5 la md&s potente, seguida
de CYP2C8, CYP4F12 y potencialmente CYP2D6.

Asciminib se distribuye ampliaomente a la mayoria
de los tejidos (a excepcion del sistema nervioso cen-
fral -SNC- y las gdnadas). Después de la administra-
cién, asciminib es la forma circulante predominante.
Existe un efecto negativo de los alimentos, ya que los
bajos en grasas disminuyen la biodisponibilidad en un
35% y los de alto contenido la disminuyen en un 65%.
Es absorbido con un Tméx de 3 h, independiente de
la dosis. La Cmax y el area bajo la curva (AUC) au-
mentaron casi proporcionalmente a la dosis. El estado
estable se alcanzd el dia 15. Muestra eficacia in vitro
contra todas las mutaciones cataliticas, incluidas las
del bucle Py laT315l, en el rango de 1-12 nM.

> Resultados clinicos iniciales con asciminib
en leucemia mieloide crénica®

La informacién clinica del asciminib provienen del en-
sayo clinico fase | que se ha comunicado de forma
provisional en varios congresos internacionales y que
ha culminado con la publicacion reciente de los resul-
tados globales en el New England Journal of Medicine.

> Comunicacion en el American Society of Hematology
(ASH) Annual Meeting and Exposition de 20157

Son los primeros resultados del ensayo fase 1 abierfo y
multicéntrico para pacientes con LMC en FC o FA con
fallo a > 2 ITKs debido a resistencia o intolerancia. Los
35 primeros pacientes muy fratados previamente -20
(57%) habian recibido > 3 [TKs- recibieron asciminib a
dosis de entre 10 y 150 mg sin alcanzar la maxima do-
sis folerada (MDT). Unicamente 5 de 35 interrumpieron:
por progresion (1), efectos adversos (EA; 3) y frasplan-
fe de médula 6sea (TMO:; 1). Los EA de grado (G) 3/4
mds comunes fueron anemia (9%), trombocitopenia
(6%). neutropenia (6%) y aumento de la lipasa (6%). Se
vieron importantes tfasas de respuesta, ya que fodos los
pacientes con RHC, RCyC o RMM all inicio del estudio la
mantuvieron. Ademds, mejoraron las respuestas: 5 de 5
lograron RHC en 3 meses, 9 de 11 lograron una RCyM
a los 3 meses, incluidos 6 que lograron RCyC. Ademas,
5 de 17 lograron una RMM a los 5 meses. Se observd
actividad clinica en mutaciones resistentes a otros ITKs,
incluidas Y253H y V299L. Solo un paciente en FA habia
recaido con una mutacién en la bolsa de miristoilo.

> Comunicacion el ASH Annual Meeting
and Exposition de 2016®

Se ampliaron los resultados del ensayo anterior con
101 pacientes, 67 con LMC y 6 LLA Ph' con diferentes
dosisde 100200 mg/12h (19 con 80a 200 mg/24 hy
9 con combinaciones), sin alcanzar MDT. Se recomen-
dd una dosis de 40 mg/12 h para pacientes con LMC
en FC. Eran pacientes muy tratados, 65 (65%) habian
recibido > 2 ITKs anteriores y 70 fueron resistentes al dl-
timo. Solo discontinuaron 17 -por progresion (6), EA (7)
y retirada de consentimiento (4)-, con una exposicion
media de 34 semanas. Hubo 5 foxicidades limitantes
de dosis (DLT): 2 elevaciones de lipasa G2 ,1 artralgia
G2, 1 sindrome coronario agudo y 1 broncoespasmo
G3. Se produjeron 3 casos de pancreatitis aguda G2
a dosis >80 mg/12 h.

Los EA de G3/4 mdas comunes se mantuvieron: au-
mento de lipasa (8%), frombocitopenia (7%), anemia
(5%) y neutropenia (4%).Se mantuvieron los niveles de
respuesta previos: 7/9 alcanzaron RCyC a los 6 meses
y los 7 la mantuvieron a los 12 meses; 13 de 55 (23,6%).
16 de 37 (43.2%) y 20 de 55 (57,1%) lograron 6 man-
fuvieron RMM a 3, 6 y 12 meses, respectivamente. De
47 con BCR-ABL basal > 0,1% IS, 6 de 47 (12,8%), 9 de
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30 (30%) y 13 de 28 (46,4%) lograron RMM a los 3, 6 y
12 meses, respectivamente. De los 32 con BCR-ABL ba-
sal < 10% 1S, 4 (12,5%),9 (28%) y 11 (34%) lograron una
reduccién > 1 log del BCR-ABL% IS a los 3,6y 9 meses,
respectivamente, y mantenidas a los 12 meses. Se ob-
servd actividad clinica en multiples mutaciones resis-
fentes a ofros ITKs. De 7 pacientes con T31511, 3 logra-
ron RCyC y 1 RMM, con una mediana de seguimiento
de 8 meses. Solo 1 de 6 tenia mutaciones detectables
del bolsillo miristoilo (V468F, 1502L).

Y Pacientes con mutacion T3 151, comunicacion del ASH
Annual Meeting and Exposition de 2018%

Se comunican los resultados especificos de los 24 pa-
cientes del ensayo fase 1 con la mutacién T315I1. Eran
elegibles después de > 1 [TK, sin enfermedades cardio-
vasculares (CV) y fratados con asciminib 200 mg/12 h.
En el momento del andlisis, 23 de 24 (95,8%) se man-
fenian en tratamiento y solo uno (4,2%) discontinud,
con una mediana de seguimiento de 28,5 semanas.
Ponatinib fue el dltimo tratamiento en la mitad (12/24;
50%) y los pacientes naive para ponatinib tenian fac-
tores de riesgo CV. Los resultados fueron esperanzado-
res para este grupo, ya que lograron RMM en 24 sema-
nas 8/24; uno logré RMM después de 24 semanas. De
los pacientes con BCR-ABLT < 10% y > 1%, 6/10 (60%)
lograron una reduccién > 1-log en 24 semanas. Tanfo
los pacientes naive como los resistentes a ponatinib
lograron RMM en 24 semanas (5/11 y 3/13). Los EA
mas frecuentes de cualquier G fueron artralgia, fatiga,
aumento de lipasa y nduseas, similares a los comu-
nicados previamente. Los autores consideraron que
asciminib podria ser una nueva opcién para los pa-
cientes con LMC con la mutacién T3151 que no son
elegibles o son resistentes a ponatinib.

) Pacientes con BCR-ABL1<1%"Y

Recientemente, se ha comunicado este grupo especifi-
co de pacientes del ensayo fase 1. Se incluyeron 48 pao-
cientes en 9 cohortes de dosis. La duracién media del fra-
famiento fue de 161 semanas, con 42 pacientes (87,5%)
fodavia en trafamiento y 36 (75,0%) en RMM o mejor.

) Publicacion del ensayo fase 1©

Se trata de un ensayo realizado para determinar la
seguridad, la DMT, la dosis recomendada, la farmaco-

cinética y la actividad antileucémica de asciminib en
pacientes con LMC después del fracaso a multiples
ITKs. Partficiparon 150 pacientes, de los cuales el 70%
habia recibido > 3 ITKs y el 31% tenia al menos una
mutacién, la més comdn T315l.

) Efectos adversos. Perfil de sequridad

Se investigaron 7 niveles de dosis cada 12h: 10mg (1 po-
ciente), 20 mg (14 pacientes), 40 mg (35 pacientes),
80 mg (12 pacientes), 150 mg (13 pacientes), 160 mg
(7 pacientes) y 200 mg (16 pacientes) con 5 TLD: eleva-
ciones de lipasa en 2 pacientes con 40 mg, mialgia y
artralgia en 1 paciente con 80 mg, sindrome coronario
agudo G3 en uno con 150 mg y broncoespasmo G3 en
ofro con 200 mg. En los tratados una vez al dia, habia
3 niveles de dosis: 80 mg (18 pacientes), 120 mg (22 po-
cientes) y 200 mg (12 pacientes) con 3 TLD en pacientes
gue recibieron 200 mg: una pancredatitis clinica G3, una
elevacion asinfomdtica de lipasa G3 y dolor abdominal
G3. Los EA no hematolégicos mds comunes fueron ele-
vaciones asinfomdticas en el nivel de lipasa o amilasa,
rash cut@neo y sinfomas constitucionales (por ejemplo,
fatiga, nduseas, cefalea y artralgia), de los cuales el 92%
eran G1-2. La hipertension (19% de los pacientes) fue
el evento adverso CV mds frecuente. La pancreatitis cli-
nica, marcada por dolor abdominal y elevaciéon en el
nivel de lipasa, ocurrié en 5 pacientes.

> Farmacocinética

Existe una relacién entre la dosis y la concentracion
sanguinea maxima o el AUC para cada nivel de dosis
enlos dias 1y 29.La semivida fue de aproximadamen-
te 8 horas, lo que sugiere una estabilidad en el dia 3.
Tanto para la dosis de 40 mg/12 h como para la de
80 mg/24 h,las concentraciones sanguineas minimas
superaron la concentracion inhibitoria preclinica del
90% en un modelo animal de xenoinjerto (medido por
inhibicion de pPSTASTS).

> Actividad antileucémica

) Pacientes con leucemia mieloide cronica
en fase cronica sin una mutaciéon T315I

De los 113 con LMC en FC sin la mutacion T3151 que
recibieron asciminib, 34 de 37 (92%) sin RHC al inicio del
estudio la consiguieron. De 57 sin una RCyC, 31 (564%)
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la alcanzaron en un tiempo medio de 24 semanas. Se
logré o se mantuvo una RMM a los 6 meses en 37 de
99 (37%) y a los 12 meses en 44 de 91 (48%). De los
91 pacientes, 30 de 40 (75%) con una ratio BCR-ABL1IS
basal < 1% alcanzaron una RMM a los 12 meses, mien-
fras que 14 de 51 (27%) con una ratio de mas del 1%
fuvieron una RMM a los 12 meses. De los 85 pacien-
fes sin una respuesta molecular profunda (RMP; BCR-
ABLTIS £0,01%) alinicio del estudio, 17 (20%) la tuvieron
alos 12 meses. A los 12 meses, 57 de 91 (63%) tuvieron
una mejora en su categoria de respuesta molecular. Se
observaron respuestas hematolégicas, citogenéticas y
moleculares en todas las dosis.

) Pacientes con leucemia mieloide crénica
en fase cronica con una mutacién T315l

Entre los 28 pacientes con una mutaciéon T3151, 14 de
16 (88%) sin una RHC al inicio del estudio la alcanza-
ron. De los 22 sin una RCyC, 9 (41%) la obtuvieron en
un tiempo medio de 8 semanas. Se logrd una RMM
en 4 de 17 pacientes (24%) y se mantuvo en 1 a los
12 meses, con 9 de 18 (60%) mostrando una mejora
en su categoria de respuesta molecular (RM) a los 12.
De 5 pacientes con una mutacién 13151 con resisten-
cia al ponatinib, uno (20%) tuvo una RMM a los 12 me-
ses.Tres de 4 pacientes (75%) con RMM recibieron una
dosis de mds de 150 mg 2 veces al dia. Los 5 pacien-
tes con la mutacion T3151 en los que se logré o man-
tfuvo una RMM continuaron recibiendo tratamiento y
mantenian la respuesta en el momento del andlisis.

) Pacientes con leucemia mieloide crénica
en fase acelerada

Entre los 9 pacientes en FA, 7 de 8 (88%) tuvieron RHC
y 1 de 9 (11%) tuvo una RMM, mantenida durante mas
de 11 semanas.

Y Desarrollo de mutaciones de bolsillo de miristoilo

Se detectaron nuevas mutaciones de bolsillo de miris-
toilo en 2 de 20 pacientes que progresaron durante el
fratfamiento con asciminib y en 2 de 66 sin evidencia
de progresion fras 12 meses de fratamiento (1502L y
V468F). En 4 con progresion antes de los 12 meses no
se realizd el andlisis por no disponibilidad de la mues-
fra. Un paciente en FC con una ratio de 8,1% y una
mutaciéon E255K al inicio recibié asciminilb 40 mg/12 h

y obtuvo una RMM a los 6 meses, pero progresd con
una nueva mutacién G463S en el bolsillo de miristoilo
en la semana 50 de tratamiento.

> Conclusiones

Asciminib obtuvo importantes tasas de respuestas du-
raderas en una poblacion altamente tratada de pa-
cienfes con LMC en FC o FA en quienes el fratamien-
to con ITKs competitivos con el ATP habia fallado. Los
efectos secundarios principales fueron elevaciones
asinfomdaticas en el nivel de lipasa o amilasa, rash y
sinfomas constitucionales. No se alcanzd la DMT. Se
observd pancreatitis clinica en el 3% con dosis de
asciminib de mds de 40 mg 2 veces al dia, pero fue
manejable con modificaciones de dosis. En los pa-
cientes con LMC en FC sin la mutaciéon T315l, las ta-
sas de RCyC y RMM a los 12 meses fueron del 70 y el
48%, respectivamente. Se logré o se mantuvo una RMP
durante el estudio en el 60% de los pacientes que co-
menzaron con un BCR-ABLITIS < 0,1%. Se logrd RCyC y
RMM en pacientes con una mutacién T315l, con dosis
de asciminib de mas de 150 mg/12 h, mayor que las
dosis requeridas para lograrlo en pacientes sin una
mutacién T315I. Este hallazgo sustenta las observacio-
nes in vifro de que las concentraciones de asciminib
necesarias para alcanzar la concentraciéon inhibitoria
mdéxima fueron de 5 a 10 veces superiores en lineas
celulares con mutacién T3151 que sin ella. Esto ofrece
una nueva opcién en pacientes que no toleran o tie-
nen resistencia a ponatinib como alternativa al TMO.

> Resultados iniciales de las combinaciones
> Con imatinib®©'"

Solo 25 pacientes recibieron fratamiento con dosis de
asciminib (40, 60 u 80 mg/24 h o0 40 mg/12 h) combi-
nados con IMA 400 mg/24 h.De ellos, 8 interrumpieron
el tratamiento por decision del médico/paciente (4),
EA (2), embarazo (1) y progresion (1). Los EA ma&s fre-
cuentes de cualquier G fueron nduseas (32%), aumen-
fo de la lipasa (20%), dolor albdominal, edema perifé-
rico y vémitos (16% cada uno). Se observd inferaccion
entre asciminib e IMA: el AUC y la Cméx de asciminib
aumentaron en presencia de IMA, mientfras que la PK
de IMA no se vio afectada por asciminib. Se consiguie-
ron mejoras de la RM < 1% en 9/15 (60%), RMM en 8/19
(42%) y RM 4,5 en 3/20 (15%). Revisando la eficacia ge-
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neral, la seguridad y los datos de PK de este estudio, se
seleccionaron 2 dosis de asciminib de 40y 60 mg/24 h
para un ensayo en fase 2 actualmente en curso.

> Con nilotinib o dasatinib‘?

Se comunicaron los resultados de las combinacio-
nes con NILO (17 pacientes) y DASA (17 pacientes)
asignados segln la infolerancia previa. Para NILO
300 mg/12 h, recibieron asciminib 20 o 40 mg/12 h.
Para DASA 100 mg/24 h los pacientes recibieron as-
ciminib 40 mg/12 h u 80 mg/24 h. Mantuvieron la
combinacion 9 (563%) con NILO y 14 (82%) con DASA.
Las inferrupciones fueron por decisién del médico/
paciente (6), progresion (3) y EA (2). Para NILO, los EA
mas comunes fueron mialgia (35%), aumento de lipa-
sa (29%) y aumento de amilasa, fatiga y prurito (24%
cada uno). Para DASA, aumento de la lipasa (35%) y
diarrea, dolor de cabeza y nduseas (18% cada uno).
Se observé interacciéon farmaco-farmaco (DDI) para
NILO: el AUC vy la Cmdx de asciminib aumentaron
~2 veces cuando se combind con NILO, mientras que
la PK de NILO no se vio afectada por el asciminib. No
se observd DDI entre asciminib y DASA. Se encontra-
ron mejoras de la RM en ambas cohortes: NILO 6/14
(43%) y DASA 5/9 (56%). Se consiguieron RMM: NILO
4/13 (31%) y DASA 5/14 (36%). Estos resultados permi-
fen seguir con los estudios de combinaciones.

> Nuevos ensayos

Un estudio de fase 3 en curso (NCT03106779) esta
evaluando asciminib frente a bosutinib en pacientes
infolerantes, previamente tratados con > 2 ITKs catali-
ficos(®,

Un estudio de fase 2 evalla la eficacia de agregar
asciminib a IMA en pacientes con LMC en FC que
no han logrado RMP (ratfio de < 1% a > 0,01%) con
IMA de primera linea a largo plazo (CABLOOTE2201;
NCT03578367)(". EI estudio evalia 4 brazos
(ASC4MORE) (asciminib 40 o 60 mg/24 h con IMA
400 mg/24 h, continuar con IMA 400 mg/24 h o cam-
bio a NILO 300 mg/12 h).
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~_ ¢Esladiscontinuacion del tratamiento el objetivo
principal a medio plazo en la leucemia mieloide cronica?
De los resultados de ensayos clinicos a la vida real

Raul Pérez Lopez

Servicio de Hematologia y Hemoterapia. Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca. Murcia
|

> Introduccion

La leucemia mieloide cronica (LMC) puede ser el ejem-
plo de la enfermedad neopldsica que en unos pPocos
afos ha pasado de fener una evolucién nefasta don-
de solo el interferdn y el frasplante hematopoyético po-
dian cambiar el prondstico de la enfermedad, aunque
solo efectivo en menos del 20% de los pacientes, a la
aparicion del primer inhibidor de la tirosina cinasa (ITK),
imatinib, dando un giro radical al prondstico; ast, los pa-
cientes presentan hoy en dia una esperanza de vida
casi similar a la de la poblacién general®.

Mds alin, desde hace unos anos nos planteamos la
posibilidad de suspender el frafamiento sin que rec-
parezca la enfermedad.

Antes de contestar a la pregunfa que nos plantea-
mos en el fitulo, hay que plantearse otras para poder
dar una respuesta adecuada:

- ¢Por qué la discontinuacion?

- ¢(Es segura para el paciente la discontinuaciéon?

- ¢Es efectiva la discontinuaciéon?

> ¢Por qué la discontinuacion?@

Si ya con imatinib la esperanza de vida de los pacientes
se acercaba a la de la poblacién general, unos pocos
afos después aparecieron nuevos tratamientos de se-
gunda (dasatinib, nilotinib, bosutinib) y de tercera gene-
racion (ponatinib) que rescataban a aquellos pacientes
gue no respondian a imatinib (resistencia primaria o por
mutaciones) o que presentaban efectos secundarios No
controlables, dejando una pequena proporcién de pa-
cientes en los que la enfermedad no esté controlada®.

Entonces, si tomando 1 o 2 comprimidos al dia po-
demos frenar la enfermedad, ¢para qué infentar sus-
pender el tratamiento?

La calidad de vida de los pacientes con LMC y fac-
tores farmacoldgicos/econdmicos constituyen 2 pro-
blemas que pueden responder a esta pregunta.

) Calidad de vida/Efectos secundarios®“?

Es importante destacar que mejorar la calidad de
vida puede proporcionar una justificaciéon suficiente
para la consideracién de la discontinuacion. Los pa-
cientes mas jévenes pueden ser impulsados por un
deseo de disminuir el potencial de eventos adversos
futuros o por objetivos personales/familiares, como
puede ser en mujeres en edad fértil el deseo de ser
madres, mientras que los pacientes mayores pueden
fratar de mitigar los eventos adversos que experimen-
tan actualmente con la terapia ITK.

Los eventos adversos con ITK han sido bien docu-
mentados y la posibilidad de mitigarlos puede per-
suadir a algunos pacientes a buscar la remisién libre
de tratamiento (RLT). Asi, imatinib presenta como
reacciones adversas mads frecuentes la astenia y la
retencién de liquidos, mientras los efectos adversos
mds destacables de nilotinib son del tipo cardiovas-
cular (que comparte con ponatinib), asi como hiper-
glucemias, alteraciones pancredticas...; dasatinib
sobre todo pulmonares (derrame pleural, hiperten-
sion pulmonar...) y, aunque bosutinib pareciese te-
ner menor aparicibn de complicaciones, tampoco
estd libre y puede provocar diarrea, hipertensiéon pul-
monar...

Los pacientes con LMC presentan una peor calidad
de vida en comparacién con individuos sanos, parti-
cularmente si los pacientes son mads jovenes y sobre
todo en mujeres. Esto se ha visto en diferentes ensayos
y estudios donde se hicieron cuestionarios de calidad
de vida.
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) Coste econdémico®

Aungue en nuestro pais el tfratamiento de la LMC no
provoca un gasto econédmico directo en el paciente,
el costo de los pacientes es muy alto, a pesar de la
aparicion en los Ultimos afos del imatinib genérico;
y este puede ser otro punto importante para la valo-
racién de la RLT. Aqui conviene resehar que, aunque
las recomendaciones de los expertos no diferencian
entre los ITK a la hora de poder discontinuar o no el
fratamiento (Gnicamente pueden diferenciarse en los
anos de fratamiento antes de la RLT), en ficha técnica
solo nilotinib fiene esta indicacion.

Cabe senalar que muchos pacientes no estédn dis-
puestos a detener el tratamiento. En una encuesta,
solo el 42% de los encuestados estaban dispuestos a
suspender el fratamiento con ITK debido al tfemor a
la recurrencia de la enfermedad y al aumento de la
mortalidad. Los pacientes que actualmente toman ITK
y que cumplen los criterios para RLT pueden no estar
dispuestos a considerar la interrupcién del tratamien-
fo debido a que hasta hace pocos anos los profesio-
nales sanitarios incidiamos en que la duracién del tra-
tamiento probablemente seria para toda la vida del
paciente y se hacia hincapié en el impacto negativo
que cualquier dosis omitida fendria en el resultado cli-
nico a largo plazo, lo que puede estar profundamente
enraizado en los femores actuales del paciente.

> ¢Es segura para el paciente la discontinuacion?

Este punto puede que sea el mds importante, ya que
es la primera pregunta que suele hacer el paciente
ante el planteamiento de la discontinuacion. Para una
persona a la que se le suspende el ITK y en quien re-
aparece la enfermedad, es importante saber la res-
puesta que tendrd a la reintroducciéon del ITK.

La respuesta nos la han dado multitud de estudios
donde se ha visto: en los registros mundiales de [TK en
mds de 4.000 pacientes en los que, tras RLT, progresd la
enfermedad y se precisd reintroducir el farmaco, solo
hay 2 informes de progresion de LMC a fase aguda
y. sorprendentemente, ambas progresiones ocurrieron
cuando los pacientes (después de fallar la RLT) ho-
bian reiniciado el fratamiento con ITK durante algunos
meses y habian recuperado la respuesta molecular
mayor (RMM) en ambos casos y en un caso fambién
una respuesta molecular profunda (RMP)®.

) ¢Es efectiva la discontinuacion?

Aqui estd la clave para poder llegar a contestar la
pregunta que plantea este articulo. Debemos saber
qué probabilidad de éxito tendremos cuando sus-
pendemos un fratamiento y qué condiciones debe
presentar el paciente para ser candidato a la discon-
finuacion.

Asi, existen numerosos ensayos clinicos que nos pue-
den llevar a la respuesta, pero no solo eso, debemos
saber también qué ocurre fuera de los ensayos, para
lo cual es importante conocer la recogida de datos de
series nacionales y hasta las experiencias a nivel local.

La European Leukemia Net (ELN) en 2020 ha publi-
cado en las Ultimas guias las recomendaciones de
discontfinuacién del ITK, donde se incide sobre todo
en la presencia de una LMC en fase crénica con
transcrito tipico, con una duracién del tratamiento
minima de 4-5 afos y una RMP minima de 2-3 anos®
(Tabla 1)®.

Y Ensayos clinicos®'0-13

Si imatinib aparecié en escena en 2001, ya en 2004
comenzaron a aparecer algunos informes anecdoti-
cos de personas con LMC que interrumpian la terapia
con ITK por diversas razones, pero sin recurrencia de
la leucemia. A partir de aqui comenzaron los estudios
clinicos. Los 2 primeros fueron STIMy TWISTER, que infor-
maron de que la RLT era posible. En estos estudios, el
40-50% de las personas con LMC con una respuesta
molecular completa estable durante al menos 2 anos
estaban sin recurrencia de la enfermedad después
de detener imatinib; la duracién mediana actual de
la RLT es > 7-8 anos. Se ha observado que la mayoria
de las personas en RLT tienen células residuales de
leucemia que provocan concentraciones fluctuantes
de transcritos de BCRABL1 sin pérdida de la RMM y en
estas situaciones no es necesario reiniciar la ferapia
con ITK de inmediato. En la mayoria de los estudios, la
terapia con ITK se reinicia solo cuando la concentra-
cién de transcripciéon de BCRABLT es > 0,1%-,

Hay mds de 50 estudios de inferrupciéon de ITK. Como
imatinib es el ITK con mds experiencia, la mayoria de los
estudios incluyen pacientes fratados con imatinib, pero
van apareciendo cada vez mds otros donde se inclu-
yen pacientes que reciben ITK de segunda generacion.
El ensayo actual EUROSKI de la ELN se considera el més
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Tabla 1. Requerimientos para la discontinuacion de
inhibidores de la tirosina cinasa (ITK) segun la European

Leukemia Net (ELN)(9)

Obligatorio

o LMC en primera fase crdnica tnicamente (faltan datos en otras
situaciones)

e Paciente motivado y con buena comunicacion médico-paciente

® Acceso a PCR cuantitativa

e Poder realizar la PCR mensual frecuente tras la suspension:
mensual los primeros 6 meses, bimensual 6-12 meses y después
cada 3 meses

Minimo (permitida la suspensidn)

e Tratamiento en primera linea o en segunda si es por intolerancia
o Transcrito BCRABL1 tipico: e12a2 o e14a2

 Duracion minima de tratamiento previo con ITK de 5 afios para
imatinib y 4 para ITK de segunda generacion

e RMP (RM4,0 o mejor) un minimo de 2 afios

o Sin fracaso a tratamiento previo

Optimo (suspension recomendada)

e Duracion de tratamiento ITK previo > 5 afios
e Duracién de RMP4,0 > 3 afios

® Duracion de RM4,5 > 2 afos

LMC: leucemia mieloide crénica; RM: respuesta molecular; RMP: respuesta
molecular profunda

informativo. La suma de estos datos es que el 30-70% de
los pacientes con una respuesta buena y sostenida a
la terapia con ITK logran RLT y son la base para las reco-
mendaciones con respecto a la interrupcion de [TK.

En la Tabla 2 se puede observan un resumen de los
principales ensayos clinicos llevados a cabo.

Ahora bien, un punto que aldn no ha sido aclarado
es saber qué pacientes son los mejores candidatos a
la RLT. Se habla de la duracién del tratamiento, de la
profundidad de la respuesta, del tiempo de esta pro-
fundidad o de la rapidez en alcanzarla.

En lo que parece que la mayoria de los expertos es-
tén de acuerdo es en la duracién recomendada de la
RMP antes de planearnos la retirada del fdrmaco. En
los articulos publicados se concluye que el paciente
debe estar un minimo de 2 anos en el caso de RM4,5y
mds de 3 en RM4,0 para la discontinuacion. Pero este
punto solo nos indica la recomendacion para suspen-
der el tratamiento, pero no parece haber correlacion
entre la profundidad de la respuesta molecular y la
probabilidad de RLT. Por lo tanto, la profundidad de la
respuesta molecular es un requisito, pero no parece

representar el Unico elemento determinante para una
RLT exitosa. Asi, los estudios que se estan llevando a
cabo en la actualidad con este objetivo nos lo dirdn
en un futuro.

También sabemos que, cuanto mds répida sea la
respuesta inicial, mayor seré la probabilidad de lograr
y mantener la RMP.

) Series nacionales('419)

Hay varias series nacionales que han realizado estu-
dios observacionales de la interrupcion de ITK. Todas
obtienen mejores resultados que los presentados por
los ensayos clinicos, posiblemente porque en las series
nacionales se seleccionan a conciencia los pacien-
tes para suspender el TK.

El grupo italiano® recoge su experiencia de sus-
pension de ITK en 293 pacientes con los siguientes
resultados: después de una mediana de seguimiento
de 34 meses (rango: 12-161), la RLT global estimada
fue del 62% (intervalo de confianza -IC- del 95%: 56-
68). A'los 12 meses, la RLT fue del 68% (IC 95%: 62-74)
para imatinib y del 73% (IC 95%: 64-83) para ITK de se-
gunda generacion. El fiempo promedio general para
reiniciar el tratomiento fue de 6 meses (rango inter-
cuartilico -IQR-:4-11). No se produjeron progresiones.

Resultados similares o un poco peores se obtienen en
un registro chino( pero donde el nimero pacientes es
reducido: se suspendid el ITK a 45 pacientes, de los cua-
les en 20 (44%) se produjo recaida molecular después
de una mediana de seguimiento de 18 meses (rango:
1-54 meses) y la RLT estimada a los 24 meses fue del 40%.

En la misma linea estéd el estudio espanol liderado
por Herndndez Boluda®®, que presentd la experien-
cia nacional de suspension de ITK. Asi, en los 236 po-
cientes registrados a quienes se interrumpié el ITK, la
probabilidad de RLT a los 4 afos fue del 64% (IC 95%:
55-72%). La incidencia acumulada de recurrencia mo-
lecular fue del 33% (IC 95%: 26-38%) a los 3 anos. Cua-
renfa y nueve recaidas (75% del total) ocurrieron en
los primeros 6 meses. Ningln paciente progreséd a las
fases avanzadas de LMC.

> Experiencia local

Presentamos los datos de nuestro centro. En el Hospital
Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca (HCUVA) de
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Tabla 2. Resumen de los principales ensayos clinicos de discontinuacion de inhibidores de la tirosina cinasa (ITK)®*3

Numero .. RLT % —tiempo % RMM tras
Ensayo ITK . Requisitos . . ..
pacientes evaluacion- reintroduccion ITK
STIM Imatinib 100 BCRIABL '"dzemftab'e’ RMA5> 1 399 —77 meses— 96%
afos
A-STIM Imatinib 80 BCR/ABL indetectable/RM4,5 > | g1, 56 meses- 100%
2 afios
STIM2 Imatinib 218 | BCR/BLindetectable/RM4,5 > 2 1 550 ) ogee 100%
afios/no tratados con interferon
TWISTER Imatinib 40 RM4,5 > 2 afios 47% -2 anos— 100%
KIDS Imatinib 90 RM4,5 > 2 afios 41% —12 meses— 100%
JALSG-STIM213 Imatinib 68 RM4 > 2 a"°‘°‘ﬂ¥152’r'4'5 al discon- | ga0 12 meses- 100%
ISAV Imatinib 108 RM4,0 > 18 meses 52% —22 meses— 100%
HOVON Imatinib 15 RM4,5 > 2 afios 33% —36 meses— 100%
EUROSKI Imatinib/Dasatinib/Nilotinib 755 RM4,5 > 12 meses 50% —24 meses— 86%
0,
DESTINITY Imatinib/Dasatinib/Nilotinib 174 RMM > 12 meses 72% en grupo RM4, 100%
36% en grupo RMM
STOP-2G-TKI Dasatinib/Nilotinib 100 RM4,5 > 2 afos 63% —12 meses— 100%
LAST Imatinib/Dasatinib/Nilotinib/ |, RM4 > 2 afios 62% —2 afios— No recogido
Bosutinib
DADI Dasatinib 63 RM4 > 12 meses 48% —20 meses— 100%
D-STOP Dasatinib 54 RM4 > 2 afios 63% —16 meses— 100%
MR4,5 > 12 meses/reduccion > 1
DASFREE Dasatinib 63 log de BCR/ABL a los 3-6,5 meses 49% —12 meses— 98%
del inicio de dasatinib
TRAD Dasatinib 67 RM4,5 > 2 afios 65% —6 meses— 100%
ENESTFreedom Nilotinib 190 RM4,5 > 3 anos 49% —96 meses— 98.8%
ENESTop Nilotinib (2.7 linea) 126 RM4,5 > 3 afos 48% —144 semanas— 97,1%
RM4,5 mantenida 2 afios en
STAT2 Nilotinib 78 la fase de consolidacion con 68% —12 meses— 86% RM4,5
nilotinib
ENESTGoal Nilotinib 59 RM4,5 > 2 anos 41% —no indicado— 33% RM4,5
NILSt Nilotinib 112 RM4,5 > 2 afios 61% —3 anos— 100% RM4,5

RLT: respuesta libre de tratamiento; RM: respuesta molecular; RMM: respuesta molecular mayor

Murcia tenemos registrados hasta el momento un total
de 71 pacientes diagnosticados de LMC.

De fodos ellos, se han sometido a discontinuacion
un fotal de 18 pacientes. En la mayoria de los casos el
ITK discontinuado fue imatinib (14 de 18; 78%), mien-
fras que dasatinib fue discontinuado en 2 pacientes
(11%) y nilotinib y bosutinib 1 en cada caso (6,5%). La
media de fratamiento con el ITK fue de 10 anos (3-18)
y el tiempo en alcanzar una RMP de 18 meses (3-36).

La causa de la discontinuacion fue:

+ En 9 de ellos por RMP mantfenida.

+ En ofros 9 por efectos secundarios.

De ellos, 13 pacientes (72%) permanecen en RMP des-
de el inicio de la suspensidn, mientras que 5 pacientes
(28%) precisaron reintroduccion del fratamiento, 4 (21%)
por pérdida de RMP y 1 (6%) por aparicidon de efectos
secundarios (cefalea). Ademads, en 1 de los 5 pacientes
a los que se reintrodujo (10%) se infenté una segunda
discontinuacion, siendo exitosa hasta el momento. Estos
5 pacientes que perdieron la RMP la volvieron a alcan-
zar en los primeros 3 meses de su reintroduccion. Todos
estos datos se presentan en la Tabla 3.

La media de aparicién de la progresion fue de
3 meses (1-7). De los pacientes que en la actualidad
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Tabla 3. Datos de los pacientes sometidos a discontinuacion en el Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca

Edad . . .. Meses en Afios en | Respuesta Meses en Causa
Sexo L ITK Causa discontinuacion | alcanzar . . .. L
diagnéstico RMP tto. ITK actual discontinuacion reinicio
1 Mujer 39 Imatinib Consenso médico- 38 13 RM5 4
paciente
2 Mujer 49 Bosutinib Efectos secundarios 36 10 RM5 38
3| Mujer 49 Imatinib Consenso médico- 12 10 RM5 8
paciente
4 | Mujer 63 Imatinib Consenso médico- 12 9 RM4,5 1 Cefalea
paciente
5 Mujer 61 Dasatinib Consenso médico- 12 10 RM4,5 24
paciente
6 | Mujer 24 Imatinib Consenso médico- 9 8 RM5 7
paciente
7 | Hombre 34 Nilotinip | Consenso médico- 3 3 RM4 13
paciente
8 Mujer 65 Imatinib Efectos secundarios 24 13 RM4,5 60
9 Hombre 52 Imatinib Efectos secundarios 36 " RMM 8
10 | Hombre 40 Dasatinib Consenso médico- 20 10 RM4,5 8
paciente
1" Mujer 66 Imatinib Efectos secundarios 36 5 RM5 3 Pérdida RMP
12| Hombre 50 Imatinp | Consenso medico- 24 14 RM4 8
paciente
13 Mujer 63 Imatinib Efectos secundarios 18 7 RM4,5 1 P;'r\;lilﬂa
. Decision del paciente por
14 | Hombre 34 Imatinib pérdida de calidad de vida 18 10 RM4,5 40
15 | Hombre 39 Imatinib Efectos secundarios 24 14 RM4 79
. - Decision del paciente por -
16 Mujer 39 Imatinib pérdida de calidad de vida 24 6 RMP 6 Pérdida RMP
17 | Hombre 64 Imatinib Efectos secundarios 24 18 RM4 7 Pérdida RMP
18 | Mujer 24 Imatinib Consenso médico- 12 6 RM4,5 50
paciente

*: La paciente 13 se someti6 a una segunda discontinuacion en septiembre de 2019 que mantiene en la actualidad
ITK: Inhibidor de tirosin quinasa; RM: respuesta molecular; RMP: respuesta molecular profunda

estdn sin fratamiento, solo 1 lleva 3 meses sin el mis-
mo, mientras que para el resto su tiempo es > 7 me-
ses.

Por tanto, podemos concluir que el 77% (14 pacien-
fes) de los pacientes que se sometieron a una discon-
finuacion (1.9 o 2.9 intencién) permanecen actual-
mente sin tratamiento ni pérdida de RMP,

Estos datos distan de los resultados de los ensayos
clinicos posiblemente debido a que, al estar fuera de
ensayo, se suele realizar en pacientes que han estado
md&s afos fanto en tratamiento (punto clave) como
en RMP,

> Conclusiones

Podemos concluir que:

» En cada paciente se debe realizar un tratamiento
y un seguimiento individualizados, en funcidén de sus
comorbilidades, tratamientos concomitantes, calidad
de vida...

+ Se debe elegir el ITK que aporte el mayor beneficio
posible con menores efectos secundarios.

+ Por tanto, uno de los objetivos principales a me-
dio plazo de la LMC debe ser la discontinuaciéon del
tratamiento por diferentes razones: evitar efectos se-
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cundarios, mejorar la calidad de vida y evitar pautar
fratfamientos que puede que no sean imprescindibles.
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