SIMPOSIOS



AVANCES EN LA BIOLOGIA Y EL TRATAMIENTO
DEL LINFOMA FOLICULAR

COORDINADOR: E. MONTSERRAT. Departamento de Hematologia, Instituto de Hematologia
y Oncologia, Hospital Clinic, Universidad de Barcelona, Barcelona

Resumen del simposio

Los linfomas foliculares constituyen, después de los linfomas difusos de células grandes, la variedad mas
frecuente de linfoma. Durante afios, han sido pocos los progresos operados en el conocimiento de la bio-
logfa, historia natural y prondstico de este tipo de tumores. Asimismo, la esperanza de vida de los pacientes
con este tipo de linfomas apenas se ha modificado. Aunque lentamente, parece innegable que “algo se mue-
ve” en el campo de los linfomas foliculares y que, de forma paulatina, vamos adquiriendo mas conocimien-
tos sobre la biologfa de estos linfomas, su pronéstico y estrategias terapéuticas.

En este simposio, M.A. Piris (Madrid) revisa la moderna clasificacién de estos linfomas, desde su vertien-
te puramente morfoldgica hasta los aspectos moleculares y genéticos, y la repercusién que ello puede tener
en el manejo de los enfermos.

S. Montoto y A. Lépez-Guillermo (Londres y Barcelona) hacen un andlisis de los factores prondsticos en
los linfomas foliculares, incluyendo el denominado Folicullar Lymphoma International Prognostic Index (FLIPI),
asi como diversos marcadores bioldgicos. La disponibilidad de un indice prondstico especifico para los lin-
fomas foliculares debiera de permitir adaptar el tratamiento al riesgo de cada paciente, y disefiar estudios
basados en series de enfermos comparables con respecto a su prondstico.

R. Marcus (Cambridge, Reino Unido) revisa el tratamiento de los pacientes con linfoma folicular, inclu-
yendo estrategias cldsicas como la de “esperary ver” hasta la inmunoterapia y la altamente prometedora
quimioinmunoterapia. Aqui, al igual de lo ya observado en los linfomas difusos de células grandes, es pro-
bable que la combinacién de quimioterapia con anticuerpos monoclonales depare mejores resultados que
la quimioterapia sola.

Finalmente, E. Conde (Santander) hace un analisis critico del papel del trasplante de progenitores hema-
topoyéticos, en sus distintas modalidades, en el tratamiento del linfoma folicular; qué enfermos son candi-
datos plausibles para recibir trasplantes, las ventajas e inconvenientes de las distintas modalidades, toxici-
dad y futuras perspectivas.
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LINFOMA FOLICULAR

M.A. Pris
Patologia Molecular. CNIO. Madrid.

Diagnéstico

Tumor de patrén folicular, derivado de linfocitos
del centro germinal, caracterizado por sobreexpre-
sién de la proteina bcl2 secundaria a t14;18.

Rasgos clinicos

La edad media es superior a los 30 afios, si bien hay
formas infantiles. Frecuentemente se trata de una en-
fermedad diseminada al diagnéstico, con afectacién
ganglionar y de médula ésea y/o bazo. Es un tumor
indolente, considerado como no curable, aunque
cuando es diagnosticado en estadios iniciales, puede
haber remisiones completas muy prolongadas. La
probabilidad de supervivencia depende del estadio
clinico y grado histolégico. Un porcentaje que varia
entre el 20 y el 60 % de los casos llegan a mostrar
transformacién a linfoma de células grandes, que sue-
le estar asociada a inactivacién de los genes p53y p16.

Morfologia

Practicamente todos lo casos muestran de forma
mds o menos patente un patrén folicular, que puede
afectar a tan sélo una fraccién del ganglio biopsiado.
Ocasionalmente, la demostracion del patrén folicular
puede requerir inmunotincién para células dendriticas.

La citologia muestra siempre una mezcla de cen-
trocitos y centroblastos, si bien en proporcién varia-
ble. Ademds hay abundantes células dendriticas fo-
liculares y linfocitos T entremezclados con el tumor.

Los linfomas foliculares se graddan histolégica-
mente de acuerdo a la proporcién relativa de cen-
troblastos, como:

- Grado 1: predominio de centrocitos

- Grado 2: con proporcién de centroblastos
(< 15/campo)

- Grado 3: predominio de centroblastos (> 15 por
campo de alto aumento).

Estudios de correlacién clinica muestran que el gra-
do 3 se correlaciona con una conducta clinica més
agresiva, si bien su reconocimiento tiene una baja re-
producibilidad. Especificamente se ha encontrado que
el tiempo libre de fallo es mas corto en estos linfomas
foliculares grado 3, aunque la supervivencia global no
parecer diferir significativamente. Es digno de mencién
el que regimenes terapéuticos conteniendo adriamici-
na borran esta diferencia en el curso clinico.

Los grado 3 se subdividen en 3Ay 3B, de acuerdo
al porcentaje de centroblastos.

Inmunofenotipo y genotipo
Los linfomas foliculares comparten el fenotipo del
centro germinal normal, CD10+, Bcl6+, CD23-,

CD43-, CD5-, IgD-. El 85% de los casos muestra
alta expresién de bcl2, en contraste con la imagen
usual de los centros germinales reactivos. Esta ex-
presién de bcl2 se ha convertido en un dtil rasgo
diagndstico, que permite identificar fases precoces
de linfoma folicular. La inmunotincién para marca-
dores de células dendriticas revela la presencia de
una malla densa de células dendriticas foliculares
entremezcladas con las células tumorales. La mayo-
ria de los casos de linfoma folicular tiene una trans-
locacién 14;18 que conduce a una sobreexpresién
de bcl2. Un pequefio porcentaje tiene amplifica-
cién de bcl2. Es caracteristico de estos tumores la
presencia de abundantes mutaciones somdticas y,
en curso, del gen IgH.

El andlisis de perfiles de expresién en linfoma foli-
cular ha revelado parcialmente la patogenia de esta
enfermedad.

Variantes clinicas

1. Linfoma folicular cutdneo. Desde un punto de
vista de presentacién clinica y evolucién se trata
de un tumor similar a linfomas cutdneos de la zona
marginal, si bien la morfologia y fenotipo de los mis-
mos muestra que estos tumores derivan de células
del centro germinal. Es importante excluir la presen-
cia de t14;18, ya que suele estar asociada con enfer-
medad diseminada.

2. Linfoma folicular extraganglionar. De forma
similar a los linfomas foliculares cutdneos, existen
linfomas foliculares, carentes de t14;18, en otros 6r-
ganos, tal y como tiroides, duodeno, bazo.

3. Linfoma folicular testicular infantil. Variante de
buen prondstico, no asociada a t14;18.

4. Linfoma folicular infantil. Usualmente diagnos-
ticado en estadios iniciales, con respuesta favorable
a tratamiento.

Variantes morfolégicas

1. La presencia de células monocitoides no es
rara en estos tumores, y no justifica por si misma un
diagnéstico de linfoma B de la zona marginal. Tam-
bién puede verse diferenciacién plasmocitoide y cé-
lulas en anillo de sello.

2. Casos con un patrén difuso son excepciona-
les, y probablemente representan otro tipo de linfo-
ma, a menos que muestren un feno- y genotipo ca-
racteristico, con expresién de bcl6, CD10 y bcl2.

Factores prondsticos

Estudios de Tissue Micro-Arrays y arrays de cDNA
han identificado una serie de marcadores predicti-
vos de supervivencia en estos tumores.
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HISTORIA NATURAL
Y PRONOSTICO DEL LINFOMA
FOLICULAR
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Londres. UK. *Servicio de Hematologia. Hospital Clinic.
Barcelona.

Introduccién

El linfoma folicular (LF) constituye el segundo
subtipo més frecuente de linfoma no hodgkiniano
en nuestro medio, tras el linfoma difuso de células
grandes (LDCQ). Pese a que se considera un linfoma
indolente por la superV|venC|a relativamente pro-
longada de sus pacientes, sigue siendo una enferme-
dad incurable cuando se diagnostica en estadio
avanzado, esto es, en la mayoria de los casos. En los
dltimos 20 afios se han llevado a cabo multiples in-
tentos para modificar la historia natural de los pa-
cientes con LF sin que, por el momento, se haya ob-
servado una mejoria sustancial en el pronéstico de
estos pacientes.

Historia natural

Los LF de grado | o I, que constituyen el 70-90 %
de todos ellos, se consideran linfomas indolentes.
Por el contrario, el LF de grado Ill tiene un compor-
tamiento clinicamente més agresivo, semejando el de
los linfomas de células grandes, por lo que habitual-
mente se incluye entre los linfomas agresivos. La ma-
yoria de LF tiene, por tanto, unas caracteristicas cli-
nicas y una historia natural indolente. Desde el punto
de vista clinico, el LF se caracteriza por aparecer en
individuos de edad media o avanzada®?, con una dis-
tribucién segtin el sexo bastante equilibrada. Es ca-
racteristica la existencia de enfermedad avanzada al
diagnéstico, habitualmente por infiltracién medular,
hecho que se Ilega a observar hasta en un 80 % de
los casos®?. Pese al estadio avanzado, los pacientes
conservan el estado general. Del mismo modo, sélo
se observa sintomatologia B en un pequefio porcen-
taje de ellos®. En la mayorfa de casos, los pacientes

consultan por la presencia de adenopatias periféricas
sin otra sintomatologia acompafiante. Las adeno-
patias pueden ser fluctuantes, apareciendo y desapa-
reciendo durante afios antes del diagndstico. Es ca-
racteristica de la historia natural de los linfomas
indolentes la existencia de remisiones espontdneas.
Efectivamente, en aproximadamente un tercio de pa-
cientes no tratados al diagnéstico se puede observar
una remisién espontanea que, aunque transitoria, en
ocasiones puede ser de una duracién considerable
(mediana superior al afio)’.

La historia natural de los pacientes con LF se ca-
racteriza por presentar un curso clinico indolente con
una alta tasa de respuestas globales con cualquiera
de los tratamientos y una supervivencia relativamen-
te prolongada. En efecto, un elevado porcentaje de
pacientes, hasta el 80-90 %, alcanza una respuesta
con el tratamiento de primera linea; es mds, con la
introduccién de nuevos agentes tales como los ana-
logos de las purinas o los anticuerpos monoclonales
esta respuesta es completa (RC) en el 80 % de pa-
cientes. Asi mismo, se ha descrito la existencia de RC
moleculares en un alto porcentaje de pacientes trata-
dos con estos farmacos, aunque el significado clinico
de este hecho no estd completamente aclarado. La
mediana de supervivencia (SG) en la mayorfa de las
series se sitUa alrededor de los 10 afios’. Sin embar-
go, pese a la respuesta inicial y a la larga superviven-
cia, la mayoria de pacientes, especialmente aquellos
diagnosticados en estadio avanzado, acaban reca-
yendo. Tras la progresién, un elevado porcentaje de
pacientes aun responde al tratamiento de rescate®.
Sin embargo, la duracién de la respuesta y la supervi-
vencia desde la progresién se van acortando tras las
sucesivas recafdas*, de manera que la mayoria de los
pacientes acaba falleciendo por causas relacionadas
con el linfoma tras experimentar varias recaidas.

Otro aspecto caracteristico de la evolucién de los
linfomas indolentes es la transformacién a un linfo-
ma de grado alto, habitualmente a un LDCG. La
progresién histoldégica se produce en un porcentaje
variable de pacientes con LF, que alcanza el 70% en
estudios necroscépicos®. La progresién histoldgica
implica un mal pronéstico y en muchas ocasiones
representa el suceso final en la historia natural de los
pacientes con LF (la SG tras la transformacién no
suele superar el afio®).

Factores prondsticos

Son innumerables los estudios publicados anali-
zando los factores prondsticos que influyen en el
porvenir de los pacientes con LF. Algunos de estos
factores tienen relacién con particularidades del pa-
ciente, mientras que otros estan relacionados con
las caracteristicas del tumor, ya sean histoldgicas o
moleculares. Por otra parte, existen una serie de va-
riables con valor prondstico que tienen que ver con
la respuesta del tumor al tratamiento. Ante la proli-
feracién de mdltiples factores pronésticos se han lle-
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Figura 1. Supervivencia global segtin el estadio en 201 pacientes
diagnosticados de linfoma folicular en el Hospital Clinic entre
1976y 1998.

vado a cabo diversos intentos de disefiar un indice
prondstico equivalente al International Prognostic Index
(IP1) para linfomas agresivos, con un éxito limitado
hasta el momento.

Variables clinicas

Un primer grupo de factores con valor predictivo
en los pacientes con LF estd constituido por variables
que dependen de caracteristicas del paciente. Asf, la
edad aparece como uno de los factores que influ-
ye mds notablemente en el prondstico en la mayoria
de las series®”8. Por el contrario, el sexo masculino se
asocia a una supervivencia acortada en algunas se-
ries>”?, pero no en otras®'’. Otra variable que influye
en el prondstico de estos pacientes es su estado
general o performance status, de manera que los pa-
cientes con mal estado general al diagnéstico, ya sea
atribuible al linfoma o a otras enfermedades conco-
mitantes, presentan un peor prondstico que el res-
to”®. Asf mismo, el pequefio porcentaje de pacientes
que presentan sintomas B tienen un prondstico peor
que los pacientes asintomadticos>®'°. El estadio, eva-
luado segtin la clasificacién de Ann Arbor, es la prin-
cipal variable que cuantifica la extensién de la enfer-
medad y uno de los factores con mayor importancia
prondstica en los pacientes con LF, cuando en el ana-
lisis se incluyen pacientes diagnosticados tanto en es-
tadio localizado (I o II) como en estadio avanzado
(Il 0 IV)78. De hecho, la clasificacién de los pacientes
seglin se diagnostiquen en estadio |-l o lll-1V discri-
mina 2 grupos con un curso clinico y unas posibili-
dades de curacién absolutamente diferentes, lo que
determina una actitud terapéutica que difiere sustan-
cialmente en uno y otro grupo de individuos (fig. 1).
Otras variables reflejan la extensién tumoral y se
acompafian de valor predictivo en algunos estudios.
La infiltracién de la médula dsea estd intimamente li-

gada con el estadio por lo que habitualmente pierde
su valor significativo en los analisis multivariados, sin
embargo el grado de infiltracién medular aparece
como un importante factor pronéstico en el estudio
de Romaguera et al®, que incluye Ginicamente pacien-
tes en estadio IV. Por el contrario, la leucemizacién
no ha mostrado valor predictivo en las escasas series
en que se ha analizado®. Otros parametros indicati-
vos de la masa tumoral del LF tales como el nimero
de dreas ganglionares o extraganglionares se han re-
lacionado con el pronéstico de la enfermedad™®. Asi
mismo, la existencia de grandes adenopatias conlleva
una evolucién adversa en algunas series’, si bien la
heterogeneidad en la definicién de masa voluminosa
en diferentes estudios, que oscila entre 5y 10 cm,
dificulta las comparaciones entre ellos. En este senti-
do el grupo GELF (Group d’Etude des Lymphomes Folli-
culaires) ha definido unos criterios de alta carga tu-
moral. La presencia de cualquiera de las siguientes
circunstancias: sintomas B, signos o sintomas de
compresion, una masa voluminosa de mas de 7 cm,
la existencia de un derrame seroso, 3 o mds 4reas
ganglionares de mds de 3 cm, esplenomegalia, y la
presencia de células linfomatosas en sangre periféri-
ca, es considerado un indicador de carga tumoral
elevada. Por otra parte, existen una serie de datos de
laboratorio que también reflejan la extensién tumo-
ral: asi la disminucién de la hemoglobina, secundaria
a infiltracién medular, se asocia a una supervivencia
acortada en varios estudios”'%; el nivel sérico de LDH
constituye una medida indirecta de la masa tumoral
de importante valor pronéstico®; por dltimo la B2M,
un marcador de masa y proliferacién celular, tam-
bién ha mostrado importancia como factor predic-
tivo para la supervivencia en pacientes con LF'".

De forma andloga a lo sucedido con el IPI para lin-
fomas agresivos, convertido en el principal factor
prondstico en estos linfomas, se ha intentado dise-
fiar un indice prondstico para los pacientes con LF.
Asi pues, se han publicado varias propuestas de in-
dice pronéstico®’?, en las que destacan unas pocas
variables comunes a varios de los indices (tabla 1),
sin que ninguna de estas propuestas haya sido am-
pliamente aceptada. Romaguera et al® describieron
en 1991 un indice para pacientes con LF en esta-
dio IV que incluye el nimero de 4reas extraganglio-
nares afectadas, el tamafio ganglionary el grado de
infiltracién medular. Estas variables permiten clasi-
ficar a los pacientes en 3 grupos de riesgo segun la
carga tumoral sea baja, intermedia o alta, que pre-
sentan una supervivencia “relacionada con el linfo-
ma” (cause-specific survival) a los 10 afios del 73, 40 y
24%, respectivamente. Pese a que mediante este in-
dice se distinguen claramente 3 grupos de pacientes
con un pronéstico muy diferente, la relativa comple-
jidad en el célculo del indice dificulta su aplicacién®.
Los fndices propuestos por Leonard et al” y Came-
ron et al® para linfomas indolentes y LF’, respectiva-
mente, se hallan con el mismo inconveniente pues-
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Tabla 1. Variables incluidas en diferentes indices pronésticos aplicados al LF

Leonard” Romaguera Cameron Pl Federico FLIPI
(1991) (1991) (71993) (1994) (2000) (2004)
Edad X X X X X
ECOG X X X
Estadio X X X X
Sexo ' X X
Hb X X
N2 dreas extraganglionares X X X
Tamarfio ganglionar X
Infiltracién de médula ésea X
Sintomas B X X
Infiltracién TGl X
LDH elevada X X X
VSG elevada X
Numero areas ganglionares X

? Para linfomas indolentes; * para linfomas agresivos.

LF: linfoma folicular; IPI: International Prognostic Index; FLIPI: Follicular Lymphoma International Prognostic Index; ECOG: 22222: ': vardn; TGl: tracto
gastrointestinal; LDH: lactato deshidrogenasa; VSG: velocidad de sedimentacion globular.

to que no se pueden deducir de forma inmediata
sino que se han de calcular mediante férmulas ma-
tematicas. Mds recientemente, el ILI (Italian Lympho-
ma Intergroup) ha publicado un modelo predictivo
basado en el andlisis de los factores pronésticos en
987 pacientes con LF. Las seis variables incluidas en
este modelo permiten clasificar a los pacientes en un
grupo de bajo riesgo (0-1 factores adversos), de ries-
go intermedio? o alto (> 3 factores), que presentan
una SG a los 10 afnos del 65, 54y 11 %, respectiva-
mente. Los grupos de bajo, intermedio y alto riesgo
engloban el 64, 23 y 13 % de los pacientes, respecti-
vamente. Precisamente el hecho de que pocos pa-
cientes con LF queden incluidos en los grupos de
alto riesgo es el principal inconveniente que presen-
ta el International Index for Aggressive Lymphomas (IP1).
Este indice fue disefiado para pacientes con linfo-
mas agresivos pero se ha demostrado su aplicabili-
dad en pacientes con linfomas indolentes en varios
estudios'?, aunque su principal inconveniente en es-
tos pacientes es que pocos de ellos quedan incluidos
en los grupos de alto riesgo. La comparacién entre el
ILI'y el IPI muestra que alrededor del 70% de los pa-
cientes se incluye en el mismo grupo de riesgo con
ambos indices si se considera el nimero de factores
adversos (0-1, 2 0 = 3)®y que esta concordancia es
mayor en el grupo de bajo riesgo. Por otra parte, al
incluir en la comparacién pacientes con LF de gra-
do Ill, se demuestra que el ILI es mejor para discri-
minar pacientes con LF de grado | o Il, mientras que
el prondstico de los pacientes con LF de grado Il
queda mejor definido segun el IPI.

Recientemente se ha disefiado un nuevo indice di-
rigido especificamente a pacientes con LF'>. Las va-
riables incluidas en el Follicular Lymphoma International
Prognostic Index (FLIPI) permiten clasificar a los pa-
cientes en 3 grupos de prondstico bueno, intermedio
o malo, bien equilibrados en cuanto al porcentaje de

pacientes incluido en cada uno (36, 37 y 27 %, res-
pectivamente) y con un prondstico claramente dife-
renciado (SG a los 10 afios del 71, 51y 35 %, res-
pectivamente) (tabla 2).

Contrariamente a lo que sucede con los factores
prondsticos iniciales, son escasas las series que ana-
lizan las variables predictivas en la recaida o progre-
sién. En estos estudios se incluyen variables evoluti-
vas no disponibles en el momento del diagnéstico
tales como el niimero de lineas de tratamiento pre-
vias, el tipo de respuesta alcanzado, la duracién de
la mismay, en algunos casos, el tratamiento admi-
nistrado con anterioridad. La cantidad de quimiote-
rapia recibida es un importante factor pronéstico.
Asi pues, el haber precisado mds de una linea de tra-
tamiento para alcanzar una primera respuesta se
acompafia de una supervivencia desde la progre-
sién acortada en la serie de Johnson et al*. De forma
parecida, el nimero de fracasos, indicativo del nd-
mero de lineas de tratamiento administradas, se
muestra como un importante factor prondstico en

Tabla 2. Indice pronéstico internacional para linfomas
foliculares

Variables desfavorables

Edad > 60 afios

Estadio de Ann Arbor avanzado (llI-IV)
Afeccién ganglionar > 4 territorios
Hemoglobina < 12 g/dI

LDH sérica aumentada

N2 variables desfavorables ~ Grupo de riesgo  Supervivencia a 10 arios

0o1 Bajo 71%
2 Intermedio 51%
=3 Alto 36%

LDH: lactato deshidrogenasa.
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la recaida™. La respuesta al tratamiento inicial apa-
rece como un importante factor predictivo en dife-
rentes estudios, de manera que los pacientes que
obtienen una buena respuesta presentan una super-
vivencia més prolongada que el resto'. Por otra par-
te, los pacientes que alcanzan una RC tienen una
menor probabilidad de recaida que los que alcanzan
una RP en la serie de Johnson et al*, aunque, una vez
se ha producido la progresién, la RC previa no im-
plica una supervivencia prolongada'. Finalmente, la
duracién de la respuesta aparece en varias series'®
como uno de los factores fundamentales para pre-
decir la supervivencia tras la progresién, aunque este
dato no se confirma en otras®.

Factores bioldgicos

Diversas caracteristicas referentes a la histologia
del tumor se han asociado a un prondstico adverso
en los pacientes con LF. El subtipo histolégico, defi-
nido por el porcentaje de centroblastos, es la princi-
pal de ellas. El LF se muestra como una enfermedad
con un espectro continuo de presentaciones desde el
punto de vista citolégico, desde un extremo en el
que practicamente sélo hay células pequefias hasta
el extremo contrario con una infiltracién practica-
mente absoluta por células grandes. El porcentaje
de centroblastos influye en el prondstico de los pa-
cientes con LF, de manera que el comportamiento
clinico del linfoma se asemeja mas al de los linfomas
agresivos de células grandes al aumentar la propor-
cién de este tipo de células. Ello hace que se hayan
descrito diferentes métodos para clasificar los LF en
varios subtipos segtin el porcentaje de células gran-
des, lo que en ocasiones ha dificultado el estudio del
valor pronéstico del subtipo histolégico por la hete-
rogeneidad en las definiciones utilizadas. En la dlti-
ma clasificacién de la OMS se recomienda mantener
3 subtipos de LF utilizando los criterios de Mann-Be-
rard, aunque se reconoce que es posible agrupar los
pacientes con LF de grado | y Il en un dnico grupo
con un prondstico diferente de los pacientes con LF
de grado Ill. Asi, se observan diferencias tanto en la
SG como en la supervivencia libre de progresién
(SLP) entre los pacientes con LF de grado l o Il y

Tabla 3. Valor pronéstico del reordenamiento BCL-2/JH

aquellos con LF de grado I11'®. Estas diferencias, ade-
mas, se mantienen alin empleando varios de los mé-
todos descritos para subclasificar los LF. Por el con-
trario no se detectan diferencias significativas en el
prondstico de los pacientes con LF de grado | o II°.
Otra de las caracteristicas histoldgicas de los LF a la
que se ha asociado un valor pronéstico es la pre-
sencia de dreas difusas, con una supervivencia més
prolongada entre los pacientes con LF y un patrén
puramente nodular que entre los pacientes con una
arquitectura nodular-difusa. No obstante, estos da-
tos no se han confirmado en posteriores estudios.
La translocacién t(14;18) es el marcador citoge-
nético caracteristico del LF presente en el 70-85 % de
los pacientes. El valor pronéstico de esta transloca-
cién y, especialmente, del reordenamiento BCL-2/JH
resultante es controvertido, puesto que su deteccién
varfa ampliamente segtin la técnica utilizada. La exis-
tencia de la translocacién t(14;18) detectada por
citogenética convencional no se asocia a una evo-
lucién diferente de la observada en pacientes sin
t(14;18)". Por el contrario, se han descrito otras
anomalias citogenéticas que implican un prondstico
peyorativo en los paciente con LF, tales como dupli-
caciones del cromosoma 2 (dup 2p), deleciones del
13 (del 13q), presencia de regiones de tincién ho-
mogénea o double minutes, alteraciones del cro-
mosoma 17, alteraciones en 6q -estas dos ultimas
asociadas a progresion histolégica- o la presencia
de mas de 20 % de metafases normales'”. Los resul-
tados referentes al valor pronéstico del reordena-
miento BCL-2/JH cuando se analiza mediante técni-
cas diferentes de la citogenética son sumamente
variables. La deteccién del reordenamiento de BCL-2
por Southern blot (SB) o PCR se acompafa de una
mayor tasa de RC'®, mayor SLP'® y mayor SG'® en al-
gunas series, mientras que Yunis et al?® hallan una
ventaja prondstica en cuanto a la tasa de RCyala
SG en los pacientes en que no se detecta el reorde-
namiento. Por ultimo, dicho reordenamiento no se
acompafia de valor prondstico para la RC, SLP o
SG en diversas series’?"?? (tabla 3). La heterogenei-
dad de estos resultados es debida, entre otros facto-
res como aspectos técnicos, a la variabilidad de pa-

Serie N Técnica Reordenamiento (%) RC SLP SG
Yunis, 19892 20 SB(MBR, mer, 5') 65 TenBCL2- NA T en BCL-2-
Pezella, 19922 70 SB(MBR, mcr, 5")/ 69 NA NA =
PCR (MBR, micr)
Johnson, 1995 102 PCR (MBR, mcr)/ 41 = = T en BCL-2 +
CG
Bertoni, 1997%2 59 PCR(MBR) 59 NA = =
Lépez-Guillermo, 19998 247 PCR (MBR, mcr) 82 TenBCL2+ TenBCL2+ NA

RC: respuesta completa; SPL: supervivencia libre de progresion, SG: mediana de supervivencia; SB: southern blot; MBR: 222; NA: no analizado; PCR: reaccidn

en cadena de la polimerasa; CG: citogenética.
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cientes incluidos, ya que mientras que en algunas se-
ries se incluyen basicamente pacientes con LF de
bajo grado en otras hay un elevado porcentaje de
LF de alto grado. Al analizar por separado estos dos
grupos se demuestra que el valor pronéstico del re-
ordenamiento de BCL-2 se produce a expensas de
un alargamiento de la SG en los pacientes con LF
de grado bajo y reordenamiento del oncogén, mien-
tras que en los pacientes con LF de alto grado la
existencia del reordenamiento no presenta valor pro-
néstico'. Menos estudiado ha sido el posible efecto
del punto de rotura en el cromosoma 18 sobre el
prondstico de los pacientes con LF. Lépez-Guillermo
et al'® demostraron que los pacientes con el punto
de rotura en mcr presentan unas caracteristicas clini-
cas menos agresivas que los pacientes MBR+ o que
aquellos sin reordenamiento que se traduce en una
mayor tasa de RC y en una SLP mds prolongada en
los pacientes mcr+ que en el resto.

La sencillez del estudio inmunohistoquimico pa-
ra detectar la consecuencia del reordenamiento
BCL-2/JH, esto es, la sobreexpresién de BCL-2, ha
llevado al analisis del valor prondstico de la expre-
sién proteica como sustituto del estudio del reorde-
namiento. Sin embargo, no existe una correlacién
directa entre reordenamiento y expresién de BCL-2.
En realidad, los pacientes en que no se encuentra
t(14;18) con frecuencia también sobreexpresan
BCL-2. A diferencia de lo que ocurre con el LDCG
en que la sobreexpresién de BCL-2 implica un mal
prondstico, en los pacientes con LF no se observan
diferencias estadisticamente significativas en la SG
segun la expresién de BCL-2%". Cabe destacar que en
los pacientes con LDCG la sobreexpresién de BCL-2 se
asocia a caracteristicas clinicas tipicas de los pacien-
tes con linfoma indolente, como una elevada pro-
porcién de pacientes en estadio avanzado o una ma-
yor frecuencia de infiltracién medular, y que el mal
prondstico viene dado basicamente por una mayor
tendencia a recaer. Por otra parte, en el subgrupo de
pacientes con LF de grado Ill la sobreexpresién
de BCL-2 se acompafia de un prondstico adverso en
cuanto a la SLP.

La persistencia de enfermedad residual no detec-
table clinicamente mediante estudios rutinarios se
considera responsable de las recaidas en pacientes
con LF en respuesta clinica tras el tratamiento, de lo
que se deriva la importancia del estudio de la enfer-
medad minima residual (EMR) como factor predic-
tivo de recaida. La demostracién de que la persis-
tencia de EMR se asocia a un mayor riego de recaida
permitiria, por una parte, identificar pacientes de
alto riesgo que pudieran ser candidatos a recibir tra-
tamientos de intensificacién de la respuesta y, por
otra parte, podria servir para valorar la eficacia de
nuevas modalidades terapéuticas, como equivalente
de la recaida sin tener que esperar a la misma. La
sensibilidad de la PCR, capaz de detectar una célula
con el reordenamiento BCL-2/IgH entre 1 x 10°-10°

células sin el mismo, se ha mostrado como una
herramienta fundamental para el estudio de la EMR
en LF. Sin embargo, el papel pronéstico de la persis-
tencia de EMR como predictor de recaida no estd
completamente aclarado, ya que los resultados pu-
blicados son, con frecuencia, contradictorios. Una
de las principales causas de estas discrepancias es
la variabilidad en la sensibilidad de las diferentes
técnicas de PCR empleadas, como se demuestra en
el estudio de Johnson et al?® en el que 20 laborato-
rios internacionales analizan la misma muestra con
diferentes concentraciones de células portadoras del
reordenamiento BCL-2/IgH, obteniéndose resulta-
dos que varian considerablemente. Por otra parte, la
existencia de individuos sanos portadores del reor-
denamiento BCL-2/JH?** constituye otro inconve-
niente para la aplicacién de la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) como técnica de estudio de la
EMRy obliga a descartar la existencia de una clona
no maligna adicional portadora de la translocacién.
Ademds de las dificultades relacionadas con aspec-
tos técnicos, la interpretacién del valor de la persis-
tencia de EMR ofrece problemas afiadidos. La de-
mostracién de que los pacientes que alcanzan una
respuesta molecular tras el tratamiento presentan
una menor tendencia a la recaida’®, se ve contrarres-
tada por la evidencia de la existencia de pacientes
con una RC prolongada pese a la persistencia del re-
ordenamiento BCL-2/JH?*. Asi mismo es posible de-
tectar el reordenamiento en sangre periférica en un
porcentaje considerable de pacientes diagnostica-
dos en estadio | o Il y que se mantienen en respues-
ta tras el tratamiento. Por otra parte, no existe una
correlacién absoluta entre la respuesta clinica y la
molecular, de manera que no es inusual la ausencia
de reordenamiento en pacientes con enfermedad cli-
nicamente detectable’.

Conclusiones

Pese al avance alcanzado en los udltimos afios en
el conocimiento de la biologia del LF ello no se ha
traducido en una prolongacién de la supervivencia
de los pacientes con LF, sino que, en la mayoria de
los casos, ésta continda siendo una enfermedad in-
curable. Los resultados obtenidos con el trasplante
de progenitores hematopoyéticos son prometedo-
res, sin embargo su potencial toxicidad a largo plazo
limita su empleo en una enfermedad, por otra parte,
indolente. Se han publicado numerosos estudios
con el objetivo de analizar los factores clinicos o bio-
|6gicos que se acompafian de un prondstico adverso
y que permiten identificar los pacientes que merecen
el riesgo de ser sometidos a un procedimiento agre-
sivo. Por lo que hace referencia a los estudios mo-
leculares, si bien el alcanzar una respuesta molecular
parece un objetivo deseable, la presencia del reor-
denamiento BCL-2/JH tras el tratamiento no permi-
te, en el momento actual, la toma de decisiones te-
rapéuticas, puesto que no se ha demostrado que se
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asocie invariablemente a la recaida clinica. Es de es-
perar que la profundizacién en el conocimiento ac-
tual de la biologfa de esta enfermedad y la estanda-
rizacién en las técnicas empleadas permitan en el
futuro el empleo del estudio de la EMR como herra-
mienta prondstica en el tratamiento de los pacientes
con LF. En cuanto al estudio de las variables clinicas,
la reciente publicacién de un indice prondstico espe-
cificamente disefiado para pacientes con LF (FLIPI)
es de gran interés, aunque, dada su aln corta histo-
ria, ha de demostrar su facil aplicabilidad y su valor
para detectar pacientes con LF con un pronéstico
especialmente desfavorable que los haga merecedo-
res de ser sometidos a procedimientos intensivos po-
tencialmente téxicos.
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FOLLICULAR LYMPHOMA

R.E. MARcuUSs
Addenbrookes Hospital. Cambridge UK.

Introduction

Follicular lymphoma (FL) is the commonest type
of indolent Non Hodgkin’s Lymphoma (NHL) FL is
twice as common in whites as in blacks, but occurs
almost equally between genders, and most patients
are over the age of 50 at diagnosis.

FL is a malignancy of follicle centre B cells that
have at least a partially follicular pattern. Over the
past two decades a variety of classifications have
been used, and as a consequence many of the re-
ported series of indolent lymphomas are not strictly
comparable FL is sub-classified into grades 1-3 de-
pending on the number of centroblasts per high-
power field. There is general consensus that FL gra-
des 1-2 share similar clinical features. The WHO
classification recommends that FL grade 3 be subdi-
vided into 3A and 3B according to the presence of
solid sheets of centroblasts. The standard approach
is to consider FL grade 3B as an aggressive NHL, and
to treat it in a similar manner.

The majority of patients with FL present with wide-
spread disease. Although nodal and splenic involve-
ment is common and is accompanied by bone mar-
row involvement in 40 %, patients are frequently
asymptomatic at diagnosis. The median survival
ranges from 8-12 years and since there is no plateau
in the cause specific survival curve, FL is frequently
designated as both an “indolent” and an “incurable”
disease. FL is characterized by a relentless respond-
ing/relapsing course, with spontaneous regressions
occurring in 15-20 % of cases. After the initial re-
lapse, both the response rate and relapse-free sur-
vival after subsequent therapy steadily decrease, re-
sulting in a median survival of 4-5 years after first
relapse Transformation to an aggressive histologi-
cal subtype results in a more aggressive clinical be-
haviour.
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The international prognostic index (IPl), used for
aggressive NHL, is also useful in separating FL pa-
tients into different prognostic categories and pro-
vides uniformity in clinical trials.

tes (GELA) group has proposed the FLIPI score,
based on multivariate analysis on prognostic vari-
ables in over 4000 patients in the USA and Europe
The five factors shown to be the most informative
are age = 60 years, haemaglobin < 12g/dl, lactate
dehydrogenase (LDH) above the normal range, stage
I11/1V disease and the presence of > 3 nodal sites,
which allow sub-division into good (0-1), intermedi-
ate (2) and poor (= 3) groups. The t(14;18) translo-
cation provides a relatively easily accessible marker
for the molecular monitoring of response to treat-
ment. A correlation between molecular response to
therapy and clinical outcome has been observed.

Early stage disease

In the region of one third of patients present with
early stage disease (Ann Arbor stage I/1l E). Within
this cohort, there is a subset of patients that have
the possibility of cure, and for this reason expectant
therapy is contraindicated for localized disease. The
mainstay of treatment has been with involved field
radiotherapy radiation of known diseased nodes, in-
cluding a suitable margin with or without inclusion
of nearby uninvolved nodal sites.

Deferred therapy

Prior to commencing either initial therapy or treat-
ment for relapsed disease, the clinician must con-
sider the long natural history of advanced FL, and be
clear as to what the therapeutic goals are. Although
not always addressed in trials, the use of chemother-
apy will inevitably impair quality of life and also con-
tains the potential for myelosuppression, chronic fa-
tigue and a risk of secondary leukaemia. Cumulative
courses of chemotherapy (particularly with purine
analogues) may prevent the collection of adequate
numbers of stem cells for subsequent autologous
haematopoietic stem cell transplantation (autoSCT)
Several authors have prospectively compared an ini-
tial no-treatment policy versus an interventional ap-
proach, without any observed benefit in overall sur-
vival Recently, the BNLI reported a prospective
randomized study of 309 patients with advanced
stage low-grade NHL (including 65 % with FL), with
a median follow-up of 16 years, which showed no
difference in either overall or cause-specific survival
between initial therapy with single-agent chlorambu-
cil versus expectant management.

Conventional therapy

The most commonly used regimens for advanced FL
requiring therapy, have been alkylator based such as
chlorambucil (as monotherapy or with prednisolone),
single-agent cyclophosphamide and CVP (cyclophos-
phamide, vincristine and prednisolone). These re-

gimens are well tolerated and effective. Anthracycline
containing regimens such as CHOP (cyclophos-
phamide, doxorubicin, vincristine, prednisolone) and
ProMACE-CytaBOM (cyclophosphamide, doxoru-
bicin, etoposide, cytarabine, bleomycin, vincristine,
methotrexate with leucovorin, and prednisolone) have
improved response rates but not time to progression
(TTP) or survival.

The combination of purine analogues with an-
thracyclines or alkylator agents has intrinsic appeal,
and been the subject of a number of investigations:
A randomized study compared FND (fludarabine,
mitoxantrone, dexamethasone) with alternating
triple therapy (whlch contains a variety of agents in-
cluding anthracyclines, alkylators and platinum
compounds), followed by maintenance alpha-inter-
feron (o-IFN) and dexamethasone in both treatment
arms Response rates were high (97 % seen in both
schedules), and 5 year survival rates almost identical
(median follow-up of nearly 6 years). Thus, despite
the higher overall response rates generated by a va-
riety of intensive approaches, no clear survival ad-
vantage over alkylator based therapy has been ob-
served. The exception to this is the GELA group’s
CHVP (cyclophosphamide, doxorubicin, teniposide,
and prednisone, 12 cycles over 18 months) plus
a-IFN maintenance regime.

Rituximab: Scientific background

CD20 is a transmembrane phosphoprotein in-
volved in regulating calcium homeostasis. Rituximab
(mabthera/rituxan) (Hoffmann-La Roche and Ge-
netech) is a chimeric anti-CD20 antibody consisting
of the human IgG; Kappa constant region, with a
murine |gG; monoclonal heavy and light chain va-
riable region. /n vivo studies have shown that the
mouse component of the humanized antibody binds
to CD20 with similar affinity to the native mouse
anti-CD20. The human portion is then responsible
for invoking effector mechanisms including com-
plement-mediated cytotoxicity, antibody mediated
cytotoxicity (ADCC), and possibly induction oFapop-
tosis and induction of cellular immunity via cross-
priming.

Rituximab is generally well-tolerated, the princi-
pal toxicity being infusion-related features such as
fevers, rigors, nausea, asthenia, headache and pru-
ritis in about 85 % of patients. Despite the rapid
clearance of CD20 positive circulating B cells (last-
ing more than six months) and a degree of myelo-
suppression associated with the use of rituximab,
infectious complications tend not to be severe and
polyclonal immunoglobulin levels are not signifi-
cantly diminished, which is unsurprising given that
plasma cells do not express CD20.

Rituximab: Clinical Trial Data
Initial data for rituximab in FL patients was gener-
ated in the relapsed setting. In a pivotal multi-cen-
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tre phase Il study for the use of rituximab mo-
notherapy for relapsed indolent NHL, 166 patients
received the standard 4-weekly regimen schedule.
Intention to treat analysis revealed a median TTP
of 13 months. The patients had received a median of
2 prior regimens (range 1-7) and the response rate
of 48 % appeared independent of response to pre-
ceding therapy.

Arguments in favour of first-line use include ritux-
imab’s lack of stem cell toxicity, its sparing of fertili-
ty, likely low rate of secondary malignancy and excel-
lent safety profile. Colombat et a/ administered
50 previously untreated FL patients with the “classi-
cal” 4 x one-weekly schedule. An initial overall re-
sponse rate of 73 % and 20 % CR rate (40 % CR at
one year) were seen. 60 % of evaluable patients had
molecular responses in the peripheral blood, a pro-
portion maintained at the 1 year analysis. Although
impressive, these results should be interpreted in
the light that it involved the treatment of asympto-
matic low-tumour burden patients.

A recently reported phase Il trial of front-line ther-
apy in the setting of advanced FL compared the ad-
dition of rituximab to CVP chemotherapy to CVP
alone for 8 cycles in the therapy of 322 previously
untreated patients with stage IllI/IV CD20 positive
follicular NHL By the FLIPI index 49 % of patients
had poor and 41 % intermediate prognosis disease.
The overall response rate (ORR) and complete re-
sponse rate (CR + CRu) were 81 % and 40 % in the
R-CVP arm vs 57 % and 10 % in the CVP arm res-
pectively (p < 0.0001). With a median follow-up of
18 months, R-CVP patients had a highly significant-
ly median prolonged time to treatment failure (TTF:
defined as relapse, progression, stable disease after
cycle 4, new anti-lymphoma treatment or death), of
27 months versus 7 months for CVP (p < 0.0001).
At present, the median TTP has not yet been reached
in patients receiving R-CVP compared to 13 months
in those receiving CVP (p < 0.0001). Confirmation
of these data has been recently provided by the Ger-
man Low grade Study Group (GLSG), by comparing
R-CHOP to CHOP alone, followed by a second ran-
domization to a-IFN maintenance or AUTOSCT in
responding patients. Although this study showed
that the addition of rituximab produced only a mo-
derate improvement in response rates (which may
reflect the stringent assessment of bone marrow re-
sponse), it translated into a substantial increase in
response duration (TTF 2.6 years for CHOP, and not
yet reached for R-CHOP These well-conducted, mul-
ti-centre prospective studies represent a major ad-
vance and suggest that R-chemotherapy combi-
nations may become a new standard of care for
the first-line therapy of advanced stage FL. Pro-
longed follow-up will determine the effect of ritux-
imab on survival.

Issues regarding dose, scheduling and duration of
rituximab therapy have still to be resolved. A phase Il

study by the Minnie Pearl Cancer Research Network
of first-line rituximab monotherapy with scheduled
maintenance (in chemo-responders) at 6-month in-
tervals (total of 4 courses) produced high overall
and complete response rates and suggested a longer
progression-free survival (34 months) than has been
reported with the “classical” 4-week treatment The
benefit of maintenance therapy has since been
demonstrated in a randomized study by the SAKK
group in which 185 evaluable FL patients with rit-
uximab responsive disease were randomized to re-
ceive no further therapy or prolonged rituximab ad-
ministration (375 mg/m?) every 2 months for
4 time. At a median follow-up of 35 months, the
median EFS was 12 months in the no further treat-
ment arm versus 23 months in the prolonged treat-
ment arm (p = 0.02). The optimal maintenance
schedule (6 monthly x 4 weekly versus once every
8 weeks) remains to be determined.

Radioimmunotherapy

FL is by nature exquisitely radio-sensitive, but is
frequently too widespread at diagnosis for external
beam radiotherapy to be of value in its manage-
ment. Targeted radioimmunotherapy (RIT), admin-
istered via radiolabelled anti-CD20 antibodies has
the cytotoxic actions of antibody therapy combined
with the additional benefits of delivering radiother-
apy to CD20 positive tumour cells Advantages of
such an approach include efficacy even in cases
where host-defence mechanisms are defective, of de-
livering localized radiotherapy by cross-fire to neigh-
bouring tumour cells that are CD20 negative, and
of penetrating bulky or poorly vascularized tumours.

The two most studied radiolabelled anti-CD20
antibodies (both U.S. Food and Drug Administra-
tion approved) are Bexxar (iodine 131 tositumo-
mab, Corixa Corp, Seattle, WA) and Zevalin (yttrium
90 ibritumomab tiuxetan, Biogen Idec Inc, Cam-
bridge, MA). Tositumomab and ibritumomab are
murine anti-CD20 antibodies; the latter is covalently
bound to tiuxetan which securely chelates the ra-
dionuclide Myelosuppression, occurring between
1 and 2 months and lasting 2-4 weeks after RIT is
the dose-limiting toxicity for both agents. In the or-
der of 30 % of patients treated with zevalin will de-
velop neutropenia below 0.5 x 109/L and 50%
thrombocytopenia below 50 x 109/L, compared to
17 % and 35 % respectively for bexxar. It is generally
recommended that patients with neutrophil counts
less than 1.5 X 109/L, platelets below 100 x 109/L
or more than 25% lymphoma marrow involvement
should not receive these agents Concerns also re-
main over longer-term toxicities such as myelodys-
plasia and secondary malignancies.

The theoretical advantages of RIT have translated
into favourable outcomes in clinical trials. A multi-
centre trial of bexxar in 60 patients with relapsed or
transformed low grade NHL produced response
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rates of 65%, compared to 28 % to the preceding
chemotherapy regime (p < 0.001). Response dura-
tions were also significantly longer. A phase Il study
by SWOG of six cycles of CHOP followed by bexxar
in previously untreated advanced FL patients pro-
duced promising results compared to historical ex-
perience with CHOP alone A phase Ill randomized
study in 143 patients comparing a single-dose of ze-
valin (pre-treated with two doses of rituximab) to
4 x one-weekly rituximab, in follicular, other in-
dolent NHL or transformed lymphoma, found re-
sponse rates of 80 % (CR 30%) and 56 % (CR 16 %)
to zevalin and rituximab respectively (p = 0.002).
However, there was no significant difference in dura-
tion of response or time to progression.

Press and co-workers in Seattle have conducted a
series of investigations to determine the role of RIT
as a replacement for total body irradiation in the
preparative regimen for autoSCT for relapsed lym-
phoma As compared to results with conventional
high dose chemoradiotherapy, survival and PFS
rates appear superior to historical controls. The Ne-
braska group is currently conducting a phase Il study
of Bexxar at 75cGy followed by BEAM (BCNU,
etoposide, cytarabine, melphalan) conditioning.

Stem cell transplantation

The clinical impact of autoSCT remains to be fully
established. Two recent prospective clinical trials have
tested the efficacy of autoSCT in the initial therapy
of high-tumour burden FL. A GELA study randomized
401 evaluable patients (median age 49 years) to CHVP
and maintenance a-IFN, or to 4 cycles of CHOP and
an autograft. When patients with a persistent re-
sponse of 6 months or more were analyzed, both EFS
and overall survival were significantly longer in au-
toSCT recipients. The incidence of secondary malig-
nancies was not higher in the transplant arm. The
Groupe Ouest Est d’Etude des Leucemies Aigues et
Maladies du Sang (GOELAMS) group report a si-
milarly designed study of 169 evaluable patients, with
a median age of 50 years After a median follow-up
of 56 months, the 5 year EFS was significantly im-
proved in the transplant arm, but the overall survival
remained the same.

To address the value of autoSCT in the relapsed set-
ting, the European Bone Marrow Transplant (EBMT)
CUP trial randomized 89 chemo-responders to a fur-
ther 3 cycles of chemotherapy, or to receive an in vitro
purged or unpurged autograft. With a median 5 year
follow-up, autoSCT significantly improved PFS and
overall survival relative to conventional chemothera-
py. This was a land-mark study, which showed for the
first-time in a prospective randomized fashion, that
high dose therapy appears to alter the clinical course
of patients at time of first relapse.

AlloSCT offers the twin advantages of a graft ver-
sus lymphoma (GvL) effect and a stem cell graft free
of occult disease. Recurrence rates are low and tend

to occur within the first year following alloSCT (in
marked contrast to the pattern seen following au-
toSCT), suggesting a curative potential. Whether
cure results from eradication of disease from the
myeloablative preparative regimen, or due to a GvL
effect (or both) remains unclear. Non-myeloabla-
tive alloSCT involves reduced TRM and morbidity
due to the use of a less intense preparative regi-
men to achieve engraftment. The primary therapy
to eradicate malignancy is immune mediated via a
GvL effect. Results to date, which have been in small
series of selected patients or from Registry data, sug-
gest a role for this type of therapy within a subset of
FL patient, some of whom may be successfully sal-
vaged by donor lymphocyte infusions

Conclusion

Except in the subset of patients with localized dis-
ease, FL should still be regarded as an incurable ma-
lignancy. However, the provocative new data covered
by this review, provides much cause for excitement
and guarded optimism. Rituximab represents a novel
treatment approach for a variety of disease settings,
with a proven excellent efficacy and toxicity profile.
Long-term data is required to establish whether its
use translates into survival benefit. As the clinical ac-
tivity of rituximab and other new therapeutic ap-
proaches becomes established, it will be important to
determine how best to integrate these results into the
standard care of patients with follicular lymphoma.
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Introduccién

El linfoma folicular (LF) es una neoplasia que se
caracteriza porque el curso clinico de los pacientes es
muy prolongado y la supervivencia sin tratamiento
que se mide en afios. En la clasificacién REAL/OMS
se reconocen tres subtipos de LF, el de linfocitos
pequefios con nicleo hendido (tipo 1), el mixto
(tipo I1) y el de linfocitos grandes (tipo I11)". En el
80 % de los pacientes con LF la enfermedad esta di-
seminada en el momento del diagnéstico y muy
frecuentemente esta afectada la médula ésea®. Por
otro lado, el 85-90 % de los pacientes presentan una
alteracién molecular, la t(14;18), que permite hacer
un seguimiento de la enfermedad residual para eva-
luar la respuesta terapéutica.

La mediana de edad de los pacientes al diagnésti-
co es superior a los 55 afios y tienen una mediana
de supervivencia (SG) de 8-10 afios por lo que los
tratamientos agresivos no se justifican en primera |i-
nea’. Sin embargo, son neoplasias incurables con
el tratamiento convencional como se demuestra
porque los pacientes tienen una tasa anual cons-
tante de muertes del 5-8 % y una ausencia de mese-
ta en las curvas de supervivencia®. Ademds, se sabe
que después de cada recaida disminuye la tasa de
respuesta y se acorta significativamente la supervi-
vencia libre de progresién®, lo que explica que se ha-
yan realizado tratamientos intensivos en pacientes
con enfermedad diseminada que, o no han respon-
dido, o han recaido después del tratamiento de
primera linea.
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La justificacién para el empleo de dosis altas de
quimioterapia sola o asociada a radioterapia y resca-
te con células progenitoras hematopoyéticas (CPH)
se basa en el patrén de respuesta al tratamiento, que
es escalonado y estd directamente relacionado con la
dosis, de tal manera que un aumento de la dosis va
seguido de una mayor respuesta, pero, también, de
una mayor toxicidad®*. En la actualidad, los cuida-
dos de soporte del trasplante han mejorado nota-
blemente y desde que se utilizan CPH obtenidas de
sangre periférica para el rescate, la mediana de recu-
peracién de las cifras periféricas es de 12 diasy la
mortalidad relacionada con el trasplante es inferior
al 5%?°. El trasplante autélogo de CPH (TACPH) es
el tratamiento estdndar en los pacientes con linfo-
ma de células grandes en recaida con enfermedad
quimiosensible. Por el contrario, la experiencia del
TACPH en los pacientes con LF es mucho menor.
Estudios retrospectivos o en fase-ll han mostrado
mejores tasas de remisién completa (RC) en los pa-
cientes trasplantados, pero no se acomparfia de un
aumento de la supervivenciay en las curvas de super-
vivencia sigue sin observarse meseta®.

Ademas de la quimioterapia y radioterapia tradi-
cionales utilizadas en el tratamiento de los LF, en la
tltima década se han incorporado nuevas opciones
terapéuticas muy eficaces como son los anédlogos
de las purinas, los anticuerpos monoclonales no
conjugados o conjugados con un isétopo radiacti-
vo, el interferén alfa y las vacunas antiidiotipo®. En
este contexto, la indicacién del autotrasplante de
CPH es mds controvertida. Sin embargo, cada vez
hay mads evidencia de la importancia que tiene el
efecto “injerto contra linfoma” en el control del lin-
foma®y, por esta razén, los alotrasplantes de CPH
tienen ahora su lugar en el tratamiento de los LF,
especialmente aquellos en los que se utiliza un trata-
miento de acondicionamiento no mieloablativo’.

Cuestiones que se plantean
en el autotrasplante en los linfomas
indolentes

Uno de los principales obstdculos para realizar un
autotrasplante de médula ésea o de sangre periféri-
ca en pacientes con un linfoma indolente es la afec-
tacion de la médula ésea, que puede llegar a ser del
80% en el momento del diagnéstico®. En los LF los
estudios fenotipicos y moleculares han demostrado
que con frecuencia hay enfermedad oculta, en pre-
sencia de una médula dsea histolégicamente nor-
mal, que puede favorecer la recidiva del linfoma.
Con la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se
puede detectar una célula tumoral entre 10° células
normales. Gribben et al® han demostrado que todos
los pacientes con LF que recayeron tenfan una mé-
dula 6sea positiva en el momento de la recoleccién
de las CPH. Debido a esto, el ideal es reinfundir in-
jertos libre de tumor o alternativamente, si es posi-
ble, injertos alogénicos aunque, en este caso, el be-

neficio terapéutico puede estar contrarrestado por
la mayor mortalidad relacionada con el trasplante®.

La mayoria de las recaidas después del trasplante
ocurren en lugares previos de enfermedad, lo que su-
giere que el trasplante no es capaz de erradicar la en-
fermedad residual en el paciente. Sin embargo, estu-
dios usando células del inéculo marcadas indican
que las células del tumor reinfundidas también con-
tribuyen a la recaida. Una hipdtesis alternativa po-
dria ser que las células reinfundidas tienden a anidar
y proliferar en lugares previamente afectados debido
a un microambiente éptimo.

Debido a la larga historial natural de estos linfo-
masy a las multiples opciones terapéuticas disponi-
bles en la actualidad, la indicacién de un TACPH es
controvertida y son numerosas las cuestiones que
deben analizarse antes de realizar el trasplante.

Pacientes candidatos al trasplante

Los objetivos que debemos perseguir con el tras-
plante en los pacientes con LF son mejorar la super-
vivencia libre de progresién y la supervivencia global
con una toxicidad aceptable. La valoracién de los
factores prondsticos y la consecucién de una res-
puesta molecular pueden ayudarnos a identificar
grupos de pacientes que pueden beneficiarse del
trasplante®'?.

Factores prondsticos. El modelo pronéstico interna-
cional para pacientes con LF (Follicular Lymphoma
International Prognostic Index, FLIPI)"" valora cinco
variables que influyen negativamente en la super-
vivencia global (edad = 60 afios, estadios IlI-1V,
lactato deshidrogenasa [LDH] sérica elevada, he-
moglobina < 12 g/dl y afectacién de mds de cuatro
areas ganglionares). Con estas cinco variables se
establecen 3 grupos de riego con bueno, interme-
dio y mal prondstico. La supervivencia global a los
10 afios para cada grupo es del 70,7, 51y 35,5 %,
respectivamente’®. De acuerdo con estos datos, los
pacientes jévenes de los grupos intermedio y malo
podrian ser unos candidatos adecuados para el
trasplante.

Remision molecular. El grupo del Dana Farber Can-
cer Institute ha demostrado que la supervivencia li-
bre de progresién es significativamente mayor en
los pacientes que se trasplantan con un inéculo en
RC molecular, después de realizar un “purging” con
anticuerpos monoclonales, comparados con el gru-
po de pacientes en los que se detectaba enferme-
dad residual por PCRE. Los resultados actualizados
de este estudio’? y los datos conocidos del trata-
miento quimioterdpico intensivo convencional sin
trasplante sugieren que la negativizacién mantenida
de la PCR durante el seguimiento es un factor fuer-
temente predictivo de prolongacién de la RC'*"3. Se-
guin esto, la deteccién de la enfermedad residual por
PCR puede ser un objetivo util para evaluar el im-
pacto del trasplante en estos pacientes. Por tanto,
los mejores resultados del trasplante se conseguirdn
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Tabla 1. Supervivencia estimada en pacientes
autotrasplantados por LF en recaida/progresion

SLP(a)  SG (a)
Referencia N Fuente Purging ICT (%) (%)

Freedman 153 MO + + 42(8) 66(8)
Apostolidis 99 MO + + 63(5,5) 69(5,5)
Schouten 89 MO +/-  +/- 52(5) 50(5)
Brice 83 MO/SP - +/- 42(5) 58(5)
Bierman 100 MO/SP - +/- 44 (4) 65(4)
Rohatiner 121 MO + + 55(4) 70(4)
Weaver 59 SP - - 32(3,5) 57(3,5)
Bastion 60 SP - 4/~ 53(2) 66(2)
Van Besien 131 MO/SP  + +/- 39(5) 62(5)
Van Besien 579 MO/SP - +/- 31(5) 55(5)
Gopal 98 MO/SP  +  +/- 29(5) 53(5)
GELTAMO 243 MO/SP -  +/- 29(13) 35(13)

LF: linfoma folicular; ICT: irradiacién corporal total; SLP: supervivencia
libre de progresion; SG: mediana de supervivencia; MO: médula dsea; SP:
sangre periférica.

cuando el injerto estd libre de enfermedad o cuan-
do la PCR se hace negativa después del trasplan-
te®'2. Sin embargo, hasta ahora nunca se han con-
siderado los hallazgos moleculares a la hora de
planificar un trasplante. La incorporacién del anti-
cuerpo monoclonal anti-CD20 al tratamiento in vivo
puede ayudar a conseguir la eliminacién de la en-
fermedad minima residual y un inéculo sin enfer-
medad'®. El European Bone Marrow Transplant
(EBMT) estd realizando un estudio para conocer el
impacto del rituximab antes y después del trasplan-
te en los pacientes con LF.

Cuando debe realizarse el trasplante
Independientemente de otras variables, la res-
puesta al tratamiento de primera linea es uno de los
indicadores prondsticos mas importantes. Cuando
un paciente no responde al tratamiento inicial se
considera que tiene un linfoma resistente primario y
la supervivencia en estos casos es muy corta. Igual-
mente, los pacientes que no alcanzan RC o en los
que sdlo se logra una remisién parcial después del
tratamiento inicial también tienen una superviven-
cia muy corta®. Estos pacientes podrian beneficiar-
se con las nuevas estrategias de tratamiento y son
unos buenos candidatos para el trasplante. Des-
pués del tratamiento de primera linea, los pacientes
pueden presentar episodios sucesivos de recidiva o
progresién tumoral y aqui también se puede probar
el beneficio potencial del trasplante para prevenir
nuevas recidivas y la muerte. Por otro lado los pa-
cientes con LF tienen una alta frecuencia de trans-
formacién histoldgica a linfomas més agresivos,
que puede llegar al 70 % con el paso de los afos,
por lo que deben considerarse candidatos para el
trasplante, por el mal pronéstico que conlleva's.
Actualmente no se dispone de datos que apoyen es-
perar a que tenga lugar la transformacién histolé-

gica para considerar el trasplante o realizarlo en pri-
mera o segunda linea. Sin embargo, sabemos que
cuando el paciente tiene un mal ECOG y alterada
de la funcién de algin 6rgano, el trasplante puede
resultar excesivamente téxico.

Primera o posterior recaidas

Después de la recaida, los LF contintian siendo
sensibles a la quimioterapia, pero la SG libre de pro-
gresién disminuye con cada recafda posterior®. Esta
situacién sugiere que la curacién de los pacientes con
un LF avanzado se conseguiria probablemente mejor
si se instaurara el tratamiento de rescate en el curso
precoz de la enfermedad?. Sin embargo, un obstécu-
lo mayor es la dificultad para identificar la progresion
de la enfermedad asintomdtica. En ausencia de ma-
nifestaciones clinicas, los nuevos métodos biolégicos
y de imagen pueden guiarnos en la toma de decisién
pero su uso no estd todavia estandarizado.

No hay pruebas aleatorizadas disponibles que
comparen los regimenes intensivos con los estdndar
en pacientes con LF en recaida. Esto significa que la
contribucién del trasplante ha sido sélo investigada
en ensayos fase |l y estudios retrospectivos que in-
cluyen a més de 500 pacientes. La SG y la supervi-
vencia libre de enfermedad (SLE) estimadas en los
pacientes trasplantados en recaida se muestran en
la tabla 1. Las caracteristicas de los pacientes inclui-
dos y la duracién del seguimiento son heterogéne-
as, pero las curvas de supervivencia a largo plazo no
muestran meseta.

En resumen, los datos publicados hasta la fecha
estdn a favor del trasplante en pacientes con LF en
recaida. Sin embargo, estos estudios se realizaron en
pacientes con enfermedad quimiosensible y su utili-
dad puede ser puesta en duda por la seleccién de
pacientes y por la heterogeneidad de los criterios
de evaluacién utilizados.

Transformacidn histoldgica

La transformacién histolégica a un linfoma no
hodgkiniano (LNH) mds agresivo es un aconteci-
miento frecuente que puede llagar hasta el 70% con
el paso de los afios. La transformacién histolégica
estd asociada con una peor evolucién (SG de 7 me-
ses)'S. Los factores predictivos de mala respuesta fue-
ron la no obtencién de una RC, los niveles bajos de
albimina sérica (< 35 g/l) y una beta-2 microglobu-
lina elevada (>3 mg/I)". El riesgo de transformacién
histolégica aumenta con el niimero de recaidas, de
24% en la primera recaida al 48 % en las siguientes.

El resumen, los datos recogidos en la literatura
especializada indican que el trasplante de células
progenitoras hematopoyéticas (TCPH) en pacientes
con LF transformado, con enfermedad quimiosensi-
ble, puede proporcionar largas supervivencias. En
ausencia de otras opciones terapéuticas, el tras-
plante debe ser ofrecido como consolidacién en es-
tos pacientes.
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Trasplante como tratamiento inicial

En la dltima década se han conseguido avances
importantes en los cuidados de soporte y en el tra-
tamiento de la aplasia lo que ha supuesto una re-
duccién de la mortalidad relacionada con el trata-
miento al 3,5%"”. Debido a esta baja mortalidad,
algunos autores han incluido al trasplante en los
tratamientos de primera linea. Después de la recai-
da, los pacientes con menos de 60 afios con una RC
inicial tienen una tasa de supervivencia mejor que
aquellos que sélo alcanzaron una remisién parcial
con el tratamiento de primera linea. Esta observa-
cién incita a la investigacién del trasplante como
tratamiento inicial para los buenos respondedores
con el objetivo de obtener porcentajes de RC mas
elevados y asi mejorar la supervivencia. La informa-
cién disponible se basa en estudios retrospectivos o
en estudios fase 1I"®" (tabla 2).

Freedman et al?® publicaron los resultados de un
estudio en 83 pacientes previamente no tratados
con LF en estadio avanzado que fueron trata dos
con una quimioterapia de induccién uniforme con
CHOP (ciclofosfamida, adriamicina, vincristina,
prednisona) seguido por un trasplante autélogo con
una médula 6sea purgada con anticuerpos mono-
clonales anti-B. Después de la induccién con CHOP,
aunque sélo el 36 % alcanzaron RC, 77 de los que
respondieron fueron sometidos al trasplante. Con
una mediana de seguimiento de 45 meses, la SLEy la
SG a los 3 afios después del trasplante, fueron del
63 y 89 %, respectivamente.

En resumen, los estudios no controlados sugieren
que el trasplante en primera linea prolonga la su-
pervivencia libre de progresién pero no tiene ningtin
beneficio documentado hasta la fecha en la super-
vivencia. El grupo GELA estd realizando una prueba
aleatorizada como consolidacién para comparar el
trasplante frente a quimioterapia estandar.

Como debe realizarse el autotrasplante

Acondicionamiento

Los regimenes de preparacién intentan obtener la
maxima respuesta tumoral con una minima toxici-
dad no hematoldégica. Los LF son muy sensibles a la
radioterapia, por lo que se ha preconizado la ICT a
la dosis de 12 Gy con CF o CF + etopésido para el
acondicionamiento. Alternativamente, se ha demos-
trado que la mayoria de regimenes de quimioterapia
son eficaces. Los regimenes quimioterapicos actual-
mente mas utilizados son el BEAM (BCNU, etop6si-
do, ara-C y melfaldn), BEAC (BCNU, etopésido,
ara-Cy CF) CBV (BCNU, etopésido y CF) y el ICE
(ifosfamida, carboplatino y etopésido). En general
se considera que todos proporcionan unos resulta-
dos similares con una morbilidad relacionada con el
trasplante baja; sin embargo, debido a que las com-
paraciones se han realizado sobre datos de registro
o estudios retrospectivos de varias instituciones y

Tabla 2. Supervivencia estimada en pacientes
autotrasplantados en primera linea por LF

SLP(a)  SG (a)

Referencia N Fuente Purging ICT (%) (%)
Voso 70 SP +  + 78(3,6) 86(3,6)
Seyfarth 33 Sp - +/- 76(4) 92(4)
Tarella 29 SP +/- - 59(9) 79(9)
Morel 18 MO - - 79(3) 86(3)
Horning 37 SP + + 60(10) 86(10)
Freedman 77 MO + + 63(3) 89(3)
Colombat 27 SP + + 55(6) 64(6)
Gonzalez-
Barca 15 SP + + 83(4,7) NP

Ladetto 98 SP - - 58(2,5) 92(2,5)
GELTAMO 143 MO/SP -  +/- 65(15) 81(15)

LF: linfoma folicular; ICT: irradiacién corporal total; SLP: supervivencia
libre de progresion; SG: mediana de supervivencia; SP: sangre periférica;

que no existen estudios aleatorizados, no hay datos
definitivos para afirmar que todos los regimenes de
acondicionamiento son similares.

Fuentes de células progenitoras hematopoyéticas

Se sabe que la mayorfa de los pacientes sin eviden-
cia morfolégica de afectacién en la médula dsea o
sangre periférica tienen una contaminacién de célu-
las linfomatosas cuando estas muestras son estudia-
das con métodos mads sensibles. Se ha demostrado
que el TCPH realizado con CPH obtenidas de sangre
periférica acorta significativamente los dias de neu-
tropenia, los dias de fiebre y el tiempo de hospitali-
zacién de los pacientes, por lo que en la actualidad
se ha cambiado la fuente de progenitores de la mé-
dula ésea a la sangre periférica.

Evaluacidn del purging

El purging ex vivo se ha realizado con el objetivo
de eliminar las células malignas que contaminan el
inéculo. Varios investigadores han evaluado el im-
pacto del purging ex vivo en la evolucién clinica?'. El
procedimiento no deteriora el injerto, pero su efica-
cia es muy controvertida. Hasta la fecha no hay nin-
gun estudio aleatorizado disponible que confirme su
eficacia debido, principalmente, al gran ndmero de
pacientes requeridos para demostrar pequerfias di-
ferencias en la supervivencia.

La filosoffa del purging ha cambiado como conse-
cuencia de la inclusién de los anticuerpos monoclo-
nales (AcMo) anti-CD20 en el tratamiento de los
pacientes. Varios grupos han propuesto el purging in
vivo pretrasplante con rituximab con resultados es-
peranzadores y otros han usado el rituximab como
consolidacién postrasplante™. Las conclusiones que
se pueden sacar son: a) la eficacia del purging con Ri-
tuximab parece que es superior a la que se consigue
con los procedimientos de deplecién ex vivo, proba-
do por PCR; b) la administracién de rituximab pre-
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trasplante no compromete la colecta de CPH, aun-
que el paciente haya sido muy tratado, y ¢) las CPH
recolectadas después del tratamiento con rituximab
funcionan normalmente y no hay retrasos en el pren-
dimiento del injerto. La eficacia del tratamiento con
rituximab antes y después del trasplante estd siendo
evaluada por el EBMT.

Estado actual del trasplante alogénico
en los linfomas foliculares

En general, ha habido poco interés para realizar un
tratamiento potencialmente letal en una enfermedad
con una historia natural larga y que es mas frecuen-
te en personas mayores. Sin embargo, cada vez es
mads evidente que, en los pacientes jévenes con un LF
de mal prondstico, los nuevos tratamientos (anélo-
gos de las purinas y AcMo) se utilizan con maés fre-
cuencia. En este grupo de pacientes, el autotrasplan-
te ha sido considerado el tratamiento de eleccién.
Como consecuencia, el alotrasplante sélo se ha reali-
zado en pacientes muy tratados, incluso después de
un autotrasplante, en malas condiciones clinicas y
con factores prondsticos adversos®?. La razén para
dejar al alotrasplante como un tratamiento de “ulti-
mo recurso” es debido a la elevada morbimortalidad
relacionada con el tratamiento. Sin embargo, una
ventaja potencial mayor del alo sobre el auto es el
reconocimiento inmunolégico de las células del lin-
foma por las células alogénicas del donante que ori-
gina el efecto injerto contra linfoma (ICL).

Los primeros estudios publicados de que el alo es
un tratamiento eficaz en pacientes con LNH indolen-
te refractario, se basaron en un nimero limitado de
pacientes. En un estudio del IBMTR realizado entre
los afios 1984 y 1995, se incluyeron a 113 pacientes
de 50 centros®. Los pacientes alotrasplantados eran
jévenes (mediana de edad 38 afios, extremos 15-61)
y tenian una enfermedad avanzada. La mediana de
tratamientos previos recibidos fue de 2 (extremos
0-5). Treinta y ocho pacientes tenian una enferme-
dad refractaria y un tercio de los mismos tenfa una si-
tuacién clinica mala (Karnofsky < 80 %) al trasplan-
te. En todos los casos, el donante era un hermano
HLA (antigeno de histocompatibilidad) idéntico. El
acondicionamiento se realizé con ICT en el 82%
de los pacientes y se utilizé la ciclosporina como
profilaxis de la enfermedad injerto contra huésped
(EICH) en el 74 % de los pacientes. La SGylaSLE a
los 3 afios llego casi al 50 %. La tasa de recaida era
baja (16 %), pero la mortalidad relacionada con el
trasplante era bastante alta (40 %). La tasa de su-
pervivencia era mds alta en los pacientes con un es-
tado clinico mejor (Karnofsky pretrasplante = 90 %)
y en los mds jévenes (< 40 afios). Unos resultados
similares han sido publicados por el EBMT?. La
mortalidad relacionada con el trasplante estd direc-
tamente relacionada con la EICH y con la inmunode-
ficiencia que favorece las infecciones. Para reducir es-
tas complicaciones se han realizado alotrasplantes

con deplecién de células T, pero parece ser, como su-
cede en el caso de las leucemias, que se aumenta el
riesgo de recaida.

Se han hecho intentos para comparar la evolucién
del auto y el alo con resultados conflictivos. Ver-
donck et al*® compararon la evolucién de 18 pacien-
tes que recibieron un autélogo no purgado con
10 pacientes alotrasplantados; la supervivencia libre
de progresién a los 2 afos para los alotrasplante fue
del 68y del 22 % para los autotrasplantes (p = 0,049).
En un reciente estudio del IBMTR se compararon
176 pacientes alotrasplantados con 131 que recibie-
ron un autotrasplante purgado y con 579 pacientes
que fueron autotrasplantados con un injerto no ma-
nipulado?®. La SG a los 5 afios para el trasplante
alogénico, el autotrasplante purgado y el auto no
purgado fue del 51, 62 y 55%, respectivamente. Las
variables que influyeron negativamente en la super-
vivencia fueron la edad avanzada, el tiempo prolon-
gado entre el diagndstico y el trasplante, la LDH sé-
rica elevada, la enfermedad quimiorresistente, la
infiltraciéon de la médula dsea, la mala situacién cli-
nicay el haber realizado el trasplante entre los afios
1990y 1993. La ICT estaba relacionada con una
mortalidad téxica mayor y con una menor recaida.
La probabilidad de recaida para los 3 grupos de
trasplante fue del 21,43y 58 % (p < 0,001) y la mor-
talidad relacionada con el trasplante, para los mis-
mos tres grupos, fue del 30, 14 y 8 %, respectiva-
mente (p < 0,001)2.

En resumen, el alotrasplante convencional puede
proporcionar una tasa de supervivencia a largo pla-
zo en torno al 50% en pacientes con LNH indolen-
te avanzado. El bajo riesgo de recaida en los super-
vivientes a largo plazo es debido, probablemente, al
efecto ICL asociado con el alotrasplante. Sin em-
bargo, la mortalidad relacionada con el trasplante
es mas alta en los alotrasplantes convencionales, lo
que contrarresta la ventaja del beneficio mediado
inmunolégicamente. Este aumento de la mortali-
dad relacionada con el trasplante es especialmente
alto en los pacientes mayores, por lo que se necesi-
tan nuevos protocolos de trasplante alogénico, ya
que la mediana de edad de estos pacientes es de
unos 60 afios.

Trasplante con acondicionamiento no mieloablativo
Basados en los estudios preclinicos en un modelo
canino y en los estudios clinicos previos de Slavin et
al*” y Giralt et al?®, un nuevo procedimiento de alo-
trasplante estd emergiendo. Consiste en reducir la
elevada toxicidad del acondicionamiento utilizando
un tratamiento de preparacién inmunosupresor y
no mieloablativo y en aprovechar el efecto ICL pro-
pio de los alotrasplantes®. El objetivo es lograr el
prendimiento del injerto y conseguir un estado tran-
sitorio de quimerismo mixto que vaya seguido por
la induccién de una hematopoyesis completa del
donante facilitada por la inmunosupresién del pa-
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Tabla 3. Minialotrasplante en pacientes con neoplasias linfoides

EICHA EICHC  MRT SLE SG
Referencia N SLP (LF) Acondicionamiento-profilaxis EICH (%) (grado) (%) (%) (%) (a) (%)
Nagler 23 LNH-EH (-) Fluda-BU-ATG-CSA 34 (2-4) 17 30 40 (3) 40
Dreger 7 LNH(1) Fluda-CY-CSA-MTX 28 (3-4) 35 28 71(1) 71
Khouri 9 LLC(6) Fluda-CY-CSA-Tacro 26 (2-4) 13 40 33(1) 50
Khouri 20 LNH (18) Fluda-BU + R-CSA 20 (2-4) 64 10 84(2) 84
Mohty 11 LNH (3) Fluda-BU * ATG-CSA 54 (2-4) - 36 9(1) 27
Hou 14 LNH (4) Fluda-CY-CSA 71 (2-4) - 7 69(100d.) 76
Carella 15 LNH (5) Fluda-CY-CSA-MTX 46 (2-4) 15 6 33 66
Van Besien 113 L bajo grado Varios 27 66 40 49 (3) 9(3)
Branson 38 SLP Fluda-MF-CSA-MTX 21(1-2) 15 16 50 (1) 53 (1)
Van Besien 176 LF Varios 24 45(5) 51(5)
Caballero 38 LNH Fluda-MF-CSA-MTX 42 (2-4) 75 36 44(164d) 50

SLP: supervivencia libre de progresion; LF: linfoma folicular; EICH: enfermedad injerto contra huésped; EICHA: enfermedad injerto contra huésped aguda;
EICHC: enfermedad injerto contra huésped cronica; MRT: mortalidad relacionada con el trasplante; SLE: supervivencia libre de enfermedad; SG: mediana
de supervivencia; LNH: linfoma no hodgkiniano; LLC: leucemia linfocitica crénica; SLP: supervivencia libre de progresion.

ciente o por la infusién posterior de linfocitos del
donante (ILD)%.

Los datos de los alotrasplantes con acondiciona-
mientos no mieloablativos se muestran en la tabla 3.
La primera prueba publicada por Khouri et al*® in-
clufan a pacientes con neoplasias linfoides diferentes
en distintos estadios, pero claramente mostraron
que la toxicidad precoz era menor que en los alo-
trasplantes convencionales y que se podia obtener
una respuesta con una mortalidad téxica del 10 %.
El grupo espafiol ha tratado a 38 pacientes con LNH
de mal pronéstico con un régimen de preparacién
basado en la fludarabina y el melfaldn. La incidencia
de EICH aguda grados lI-IV fue del 42 %y la de EICH
crénica fue del 75%, la mayoria de las veces era ex-
tensa. Con una mediana de seguimiento muy corta
(164 dias) la SG y SLE fueron del 50 y 44 %, con una
mortalidad téxica del 35%*".

En una revisién de unas 40 publicaciones se consi-
guid reunir a 368 pacientes con diferentes subtipos
de neoplasias linfoides, la mayoria eran LNH, alo-
trasplantados con un régimen de preparacién no
mieloablativo, muchos de los cuales tenian un linfo-
ma refractario y se inclufan a pacientes que habian
recaido después de un autotrasplante. Se consiguié
una respuesta en el 66,3 % de los casos, que en la
mayoria de las ocasiones fue completa. En muchos
de los estudios no se pudo valorar la respuesta por-
que los perfodos de seguimiento eran cortos; sin em-
bargo, se han descrito remisiones prolongadas, in-
cluso moleculares, lo que hace pensar que el efecto
ICL podrfa ser necesario para la curacién de algunos
linfomas. La mortalidad téxica fue del 15,5% y la
EICH fue la complicacién mayor observada’.

Los criterios mas aceptados para realizar un mi-
nialotrasplante en pacientes con un LF son: disponer
de un donante hermano, tener una edad inferior
a 65 anos y tener una enfermedad refractaria prima-
ria o una primera recaida después de una respuesta
inicial inferior al afio, o una primera recaida con fa-

llo del tratamiento de rescate, o una recaida después
de un autotrasplante, o una segunda o posteriores
recaidas. Pero debemos tener presente que el mini-
trasplante es también un alotrasplante y que, conse-
cuentemente, existe EICH (o primariamente o como
consecuencia del ILD) en hasta el 40 % de los pa-
cientes.

Efectos secundarios de las altas dosis
de quimioterapia

La toxicidad mds importante a largo plazo de los
autotrasplante son las segundas neoplasias y los sin-
dromes mielodispldsicos/leucemia mielobléstica
aguda (SMD/LMA)*2. La incidencia de SMD fue ini-
cialmente estimada en un 5%y no parece ser mas
alta de la esperada después de un QT convencional
en un estudio caso-control*2. Sin embargo, en un
estudio posterior de 552 pacientes autotrasplan-
tados por un LNH, la tasa actuarial era del 15% a
los 5 afios utilizando un régimen mieloablativo de
CF + ICT y un injerto medular purgado con AcMo**
La incidencia de SMD fue del 7,4% y la tasa actua-
rial a los 10 afios fue del 19,8 %. Los pacientes que
desarrollaron SMD habian recibido un ndimero de
CPH mas bajo (p = 0,0003). La SG de los pacientes
diagnosticados de SMD fue de 9,4 meses**. El pro-
ndstico de estos pacientes es muy malo.

Sin embargo, para estimar la probabilidad de un
hecho particular en presencia de otros aconteci-
mientos competitivos, la metodologia actuarial fa-
lla, ya que la incidencia de las curvas resultantes
puede ser interpretada como probabilidad, en la si-
tuacién hipotética de que los riesgos competitivos
pudieran ser eliminados®. Si el evento es SMD/LMA,
el método de Kaplan-Meier produciria una proba-
bilidad sobreestimada de SMD/LMA en la situacién
hipotética de que el riesgo de muerte hubiera sido
completamente eliminado. La tasa cruda es también
estadisticamente errénea desde que no hay aconte-
cimientos para los censurados dentro de los afios
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de seguimiento y asf lleva a una subestimacién. Para
permitir que existan los censurados, la tasa de
SMD/LMA tiene que ser evaluada con la SG que lle-
va a una mejor estimacién de la tasa de incidencia
acumuladas. Ademds, para evaluar los factores pro-
nésticos de los LF al diagndstico, los investigadores
deben también concentrarse en los factores que
ocasionan toxicidad a largo plazo. La probabilidad
de desarrollar un SMD aumenta con las dosis QT
y RT acumuladas®®. Se sabe que los regimenes de
acondicionamiento que incluyen ICT aumenta el
riesgo del SMD, por lo que los investigadores nece-
sitaran desarrollar regimenes menos téxicos, pero la
cuestién que permanece es si los SMD resultan
como consecuencia del dafio previo ocasionado en
las células reinfundidas o es debido directamente al
régimen de acondicionamiento.

Conclusiones

El tratamiento de los LF es una de las cuestiones
mds controvertidas en el tratamiento de las neopla-
sias hematoldgicas. El uso racional de las altas dosis
de quimioterapia (ADQ) en el tratamiento de los lin-
fomas se basa en el hecho de que los pacientes que
recaen contintian respondiendo a otros tratamien-
tos de rescate. Las ADQ seguidas de un autotras-
plante han sido eficaces para el tratamiento de los
LNH agresivos en recaida. Cuando el mismo enfo-
que terapéutico se aplica a los LF, la respuesta no es
concluyente y se requerirdn controles del seguimien-
to muy largos y estudios aleatorizados para conocer
el impacto del trasplante en estos pacientes.

Otras cuestiones que se deben tener presentes y
que puede ayudarnos a sentar la indicacién de un
trasplante son, por un lado el hecho bien conocido
de que cuanto mayor sea el nimero de recaidas,
menor serd la respuesta y mds corta su duraciény,
por otro, que con el paso del tiempo aumenta el
riesgo de transformacién histolégica. Los resulta-
dos del trasplante en estas diferentes categorias en
estudios no aleatorizados proporcionan alguna evi-
dencia de mejoria de la supervivencia. En los pa-
cientes quimiosensibles que tienen una médula ésea
o sangre periférica normal en el momento de la co-
lecta de CPH, se pueden conseguir remisiones cli-
nicas y moleculares. La respuesta molecular repre-
senta la mejor forma de valorar la eficacia de un
tratamiento, por lo que la monitorizacién molecu-
lar de la enfermedad debe formar parte de los con-
troles estandar.

A pesar de los progresos logrados, las recaidas tar-
dias muestran claramente que el autotrasplante no
es una opcidn curativa en estos pacientes. Por esta
razén y apoydndose en el efecto ICL, se ha incre-
mentado el nimero de los alotrasplantes en estos
pacientes. Para reducir la mortalidad y poder reali-
zar estos trasplantes en pacientes por encima de los
50 afios se utilizan, cada vez més, los acondiciona-
mientos no mieloablativos como forma de prepa-

racién para el alotrasplante. Los minitrasplantes
constituyen una forma de tratamiento experimental
sobre el que hay depositadas muchas esperanzas.

Por dltimo, un problema mayor descrito después
de los autotrasplantes es el desarrollo de segundas
neoplasias, principalmente en los pacientes con una
larga supervivencia. No se conoce con certeza el pa-
pel que desempefian los tratamientos recibidos por
el paciente antes del trasplante pero se sabe que la
ICT es un factor predisponente para el desarrollo de
los sindromes mielodisplasicos.
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APOSTOSIS: MECANISMOS CELULARES
E IMPLICACIONES CLINICAS

CooRDINADORA: N. VILLAMOR. Unidad de Hematopatologia, Hospital Clinic, Barcelona

Resumen del simposio

La muerte celular programada es un proceso biolégico imprescindible para el correcto desarrollo y fun-
cionamiento del organismo. Apoptosis es el término que describe la forma mas frecuente de muerte celular
programada y deriva de las caracteristicas morfoldgicas de este tipo de muerte por suicidio celular. La apop-
tosis estd altamente controlada para mantener la homeostasis en el organismo, ya que los desajustes, tan-
to por incremento de la apoptosis como por su defecto, conllevan diferentes tipos de enfermedades. En los
dltimos afios se ha avanzado en el conocimiento de las rutas que inician, transmiten, regulan y ejecutan la
apoptosis. El primer ponente, el Dr. Javier Naval, revisard el conocimiento actual de las rutas celulares y me-
canismos que desencadenan la apoptosis, las vias de transmisidn intracelulares y los componentes celula-
res que regulan la accién de los principales elementos proapoptdticos y antiapoptéticos, cuyo balance final
determinard el devenir de la célula. En el sistema hematopoyético, especialmente en la linfopoyesis, la
apoptosis tiene un papel muy importante. Los linfocitos Ty B son seleccionados en momentos clave de su
diferenciacién y maduracién para evitar fenémenos de autorreactividad inmunolégica. El Dr. Oscar de la Ca-
lle analizard los mecanismos de apoptosis durante la linfopoyesis. Ademds, expondra las caracteristicas cli-
nicobiolégicas de los denominados sindromes linfoproliferativos autoinmunes, que son el resultado de
mutaciones en genes claves de la apoptosis.

En la segunda parte del simposio se pretende revisar el conocimiento actual de las anormalidades en las
rutas de apoptosis en los sindromes linfoproliferativos crénicos y en las leucemias agudas. Los avances pro-
ducidos en los dltimos afios han puesto de manifiesto que dichas enfermedades presentan alteraciones en la
regulacién de las rutas de apoptosis. Este hecho adquiere mayor relevancia si se tiene en cuenta que la ma-
yorfa de estrategias terapéuticas actualmente en uso se basan en la induccién de apoptosis. Por todo ello,
el conocimiento de cudl es el estado funcional de las rutas de apoptosis en estas enfermedades y cémo in-
fluyen tales rutas en la respuesta terapéutica es un campo de enorme interés. Quizas es en los sindromes
linfoproliferativos crénicos donde se ha implicado mas directamente las alteraciones en la apoptosis con el
desarrollo de las mismas. La Dra. Colomer revisard las vias de induccién de apoptosis y las caracteristicas ce-
lulares que modifican la respuesta a los farmacos en los sindromes linfoproliferativos crénicos, especial-
mente en la leucemia linfatica crénica y en el linfoma de células del manto. También hablara de los andlisis
de citotoxicidad in vitro a los agentes terapéuticos, un tipo de estudio que abre perspectivas para la bisque-
da de nuevos farmacos activos en dichas enfermedades que permitan un tratamiento ajustado a cada pa-
ciente. Finalmente, el Dr. Ludwig expondra las anomalias en la apoptosis observadas en enfermos con leu-
cemias agudas, asi como el valor pronéstico de los diferentes componentes que regulan la apoptosis en el
momento del diagndstico. Asi mismo, comentara el valor de los estudios funcionales para predecir la resis-
tencia al tratamiento y el empleo de nuevos farmacos antileucémicos dirigidos contra elementos regulado-
res de la apoptosis.
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MECANISMOS CELULARES
DE MUERTE CELULAR
PROGRAMADA

J. NAavAL, I. MARzO Y A. ANEL

Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular y Celular.
Universidad de Zaragoza. Zaragoza.

Muerte celular programada o apoptosis

La muerte celular programada es un proceso bio-
|6gico fundamental por el que las células que han fi-
nalizado su funcién o no son necesarias para el orga-
nismo, se suicidan. Esta muerte en el lugary tiempo
adecuado es esencial para mantener constante el nd-
mero de células de un tejido, actuando como contra-
punto imprescindible a los procesos proliferativos.
La muerte celular programada es un proceso univer-
salmente conservado en todos los eucariotas multice-
lulares y tiene lugar tanto durante el desarrollo como
a lo largo de la vida adulta, controlando en todo mo-
mento la correcta homeostasis tisular. El desajuste de
este proceso al alza estd asociado con patologias gra-
ves, como las enfermedades neurodegenerativas (Al-
zheimer), cardiovasculares (muerte celular tras isque-
mia) o inmunodeficiencias (sida). Por otro lado, un
déficit de apoptosis supone la supervivencia anéma-
la de células con diferenciacién incompleta o defec-
tuosas. Este es el caso de las enfermedades autoin-
munes y diversos tipos de leucemias. La muerte
celular programada tiene lugar en la inmensa mayorfa
de los casos por apoptosis. Este término fue acufia-
do' para describir las peculiares caracteristicas de las
células que morian espontdneamente durante el de-
sarrollo tales como la generacién de burbujas celula-
res (blebbing), la condensacién de la cromatinay la
translocacién de fosfatidilserina a la cara externa de
la membrana plasmdtica. Esto ultimo convierte a las
células apoptdticas en apetitosas para los macréfa-
gos que las ingieren rdpidamente. Por ello, el nimero
de células apoptdticas detectables en un tejido en un
momento dado es muy reducido, aunque hayan
muerto en gran cantidad. Ademads, al no producirse
liberacién al exterior del contenido celular, no se pro-
duce respuesta inflamatoria y todo ello ha contribui-
do a que la apoptosis pasara desapercibida hasta
hace pocos afios. A principios de la década de
1990 se identificaron los genes que controlaban la
ejecucion (ced-3, ced-4) y la induccién (ced-9, egl-1)
de la apoptosis en el gusano Caenorhabditis e/egans En
1993 se descubrié que el oncogén bel-2, activado por
la translocacién cromosémica t(14;18) en el linfoma
folicular®, era el homdlogo de ced-9, el inhibidor de la
apoptosis en C. elegans. En 1995 se cloné el homélogo
humano del ced-3, conocido actualmente como cas-
pasa 3%y a partir de entonces se ha producido un
avance vertiginoso en el estudio de la apoptosis. Re-
cientemente los estudios bdsicos sobre la apoptosis
han merecido la concesién del Premio Nobel.

Rutas y mecanismos de apoptosis
En los mamiferos existen dos vias principales de
induccidén de apoptosis:

1. La ruta apoptdética mitocondrial, también de-
nominada via intrinseca.

2. La apoptosis inducida por receptores mortales,
también denominada via extrinseca.

Ruta intrinseca o mitocondrial

En esta via, la mdas conservada evolutivamente, de-
sempefia un papel clave la mitocondria. Distintos
agentes fisicos o quimicos que causan dafio celular
como farmacos qwmloteraplcos radiaciones ioni-
zantes, neurotoxinas, estrés térmico u oxidativo, etc.,
tras alterar vias de sefializacién particulares produ-
cen la activacién de proteinas de la superfamilia
Bcl-2 que inducen la apoptosis actuando sobre las
mitocondrias. En dltima instancia, dos de estas pro-
tefnas, Bax y/o Bak provocan la pérdida del poten-
cial mitocondrial (AW ), y la ejecucién de la apop-
tosis, que conlleva la salida de varias proteinas
(citocromo ¢, Smac/Diablo, AlF, Endo G) de las mi-
tocondrias y la activacién citosélica de proteasas

(caspasas) (fig. 1).

Proteinas de la superfamilia Bcl-2

El primer miembro identificado fue la proteina an-
tiapoptética Bcl-2. Se conocen actualmente unas
20 proteinas de esta superfamilia, unas con funcién
antiapoptdtica y otras proapoptdtica. Todas ellas
poseen al menos uno de los cuatro dominios que
aparecen en Bcl-2, denominados BH1-BH4 (Bcl-2

Proteinas
"s6lo-BH3"
Bim
Drogas citotoxicas ——» E;Jcli\ll A

Radiacion ionizante ) Bik Ceramida
Neurotoxinas— | . p53
Bid
- Bax Bak
Bcl-2, BcI =X
Mol dATP
I's
Apoptosoma
caspasas

\/

Apoptosis

Figura 1. Ruta de apoptosis intrinseca o mitocondrial.
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Figura 2. Estructura y tipos de la superfamilia de proteinas Bcl-2.

Homology) (fig. 2). Los miembros de esta familia se
pueden subdividir en tres grupos de acuerdo con su
estructura y funcién: a) proteinas antiapoptdticas:
Bcl-2 y sus homdlogos, Bel-x., y Mcl-1 inhiben la
apoptosis inducida por muchos estimulos citotéxi-
cos y esta capacidad parece residir en el dominio
BH4. Su dominio hidrofébico C-terminal facilita su
insercién en la membrana externa mitocondrial®. La
cavidad hidrofébica formada por residuos de los do-
minios BH1, BH2 y BH3 puede interaccionar con la
hélice o del dominio BH3 de una proteina “sélo-
BH3”¢. Las células hematopoyéticas y tejidos linfoi-
des suelen expresar niveles elevados de Mcl-1, que se
considera un factor importante de supervivencia en
células de leucemia’ y mieloma®. b) Proteinas pro-
apoptdticas multidominio: los miembros de esta
subfamilia (Bax, Bak, Mtd) poseen los dominios
BH1, BH2 y BH3, pero no el BH4. Bax y Bak estdn
presentes en la mayorfa de tejidos y durante la apop-
tosis forman un canal por el que sale de la mitocon-
dria el citocromo c. La inactivacién simultdnea de los
genes de Bax y Bak, pero no la de uno de ellos, blo-
quea la apoptosis®. En células viables, Bax es un mo-
némero localizado preferentemente en el citosol,
mientras que Bak es una proteina de la membrana
externa mitocondrial®. ¢) Proteinas “sélo-BH3”: se
han identificado unas 10 proteinas de esta subfa-
milia (Bim, Bad, Bid, Bik, Hrk, PUMA, Noxa, etc.)
(fig. 3) que se caracterizan por poseer sélo el do-
minio BH3, de 9 aminoacidos, que es necesario y
suficiente para inducir apoptosis. Las protefnas
“s6lo-BH3” no pueden ejercer su accién apoptdtica
en ausencia de Baxy Bak®, lo que sugiere que su dia-
na principal son estas proteinas. Recientemente® se

ha propuesto un mecanismo para explicar la actua-
cién de las proteinas “s6lo-BH3” en la apoptosis. Es-
tas proteinas funcionarian como sensores del dafio
celulary su activacién constituiria la primera etapa
de la apoptosis mitocondrial. Dependiendo de ca-
racteristicas moleculares peculiares de sus respecti-
vos dominios BH3, éstas proteinas se pueden clasifi-
car en dos subgrupos. Uno de ellos, las llamadas de
“tipo Bad” (Bad, Bik) no se unirian a Bax y/o Bak
sino que interaccionarfan e inactivarfan a las protei-
nas antiapoptdticas Mcl-1, Bcl-2, Bel-x.. El otro gru-
po, denominado “tipo Bid” (tBid, Bim), podria inte-
raccionar tanto con Mcl-1, Bcl-2 o Bcl-x., con lo que
inactivarian su accién protectora, como con Baxy
Bak, induciendo en este dltimo caso su oligomeriza-
ciény la formacién de poros en la membrana externa
mitocondrial. Segiin este modelo, la unién de pro-
tefnas “tipo Bad” a Bcl-2/Bcl-x,/Mcl-1 liberarfa a las
proteinas “tipo Bid” que quedarian disponibles para
unirse a Bax/Bak, lo que causarfa su oligomerizacién
y la subsiguiente caida del potencial mitocondrial y la
liberacién de citocromo c y otras proteinas apopto-
génicas del espacio intermembrana mitocondrial.
Cada una de las proteinas “sélo-BH3” estaria impli-
cada en la transduccién de sefiales mortales especi-
ficas y/o en el control de la homeostasis en determi-
nados tejidos. Por ejemplo, Bim participa en la
apoptosis inducida en linfocitos por la deprivacién
de citoquinas®. La actividad de Puma y Noxa® es in-
ducida por p53 por lo que parecen estar implicadas
en la respuesta al dafo al ADN. Bid participa en la
apoptosis inducida por receptores mortales, como se
describe mas adelante. Bad y Hrk estan implicados
en la apoptosis inducida por deprivacién de factores
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Figura 3. Estructura de los miembros de la familia de las caspasas en mamiferos.

de crecimiento® y Bik participa en la apoptosis indu-
cida por ligacién de IgM en células B™.

Ejecucion de la apoptosis: caspasas

Como consecuencia de la accién secuencial de las
proteinas sélo-BH3 y de Bax/Bak se produce la libe-
racion al citosol de citocromo ¢ desde el espacio in-
termembranas mitocondrial. El citocromo c se une
entonces a la proteina adaptadora Apaf-1 que oligo-
meriza formando un gran complejo heptamérico
(1,4 MDa) llamado apoptosoma'’ que recluta, a tra-
vés de sus dominios CARD, a una cistein-proteasa lla-
mada caspasa 9. Su unién al apoptosoma causa un
cambio conformacional en la caspasa 9 lo que pro-
voca su activacion y el inicio una serie de reacciones
proteoliticas conocidas como la “cascada de las cas-

pasas” (fig. 3). Las caspasas activas ocasionan la ro-
tura controlada de proteinas y estructuras celulares,
desmontando ordenadamente la célulay dando lugar
al fenotipo apoptético. Las caspasas (cistein-protea-
sa con especificidad de corte en aspdrtico) son por
tanto, las principales ejecutoras de la apoptosis. Se
han identificado once caspasas en la especie humana
(Casp1-10, 14) (fig. 3), de las cuales al menos ocho
se han implicado en la apoptosis''. Todas las caspa-
sas comparten similitudes en su secuencia de amino-
acidos, estructura y especificidad por el sustrato. Las
caspasas reconocen secuencias de al menos cuatro
aminodcidos y cortan siempre en el extremo carboxi-
lo de un residuo de Asp. Las caspasas son sintetizadas
como zimdégenos inactivos que contienen tres domi-
nios: el prodominio N-terminal y las subunidades en-
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Tabla 1. Principales ligandos y receptores mortales

Ligando Receptores
TNF TNFR1(55kDa), TNFR2(75kDa)
FasL/Apo-1L/CD95L  Fas/APO-1/CD95
DcR3
Apo2L/TRAIL DR4, DR5
DcR1/DcR2
TL1A DR3/Apo3
DcR3
? DR6

TNF: factor de necrosis tumoral; DR: Death Receptor (receptor mortal
con “dominio mortal” DD); DcR: Decoy Receptor, receptor no funcional
(receptor sefiuelo o de despiste).

zimdticas grande y pequefia. Con excepcién de la cas-
pasa 9, que parece activarse por cambio conforma-
cional, las caspasas se activan por protedlisis en dos
fases: la primera divide la cadena en las subunidades
grande (=20 kDa) y pequefia (=10 kDa), y en el se-
gundo corte se elimina el prodominio N-terminal
(fig. 3). La caspasa activa consiste en un heterotetra-
mero formado por dos subunidades grandes y dos
pequefias, conteniendo por tanto dos sitios activos
de catdlisis'". Las caspasas apoptdticas que poseen
un prodominio grande se denominan iniciadoras
(caspasas 2, 4, 8, 9y 10). Las caspasas iniciadoras
poseen prodominios CARD (Caspase Activation Re-
cruitment Domain), como las caspasas 2y 9, o pro-
dominios DED (Death Efector Domain) como las
caspasas 8 y 10. Este prodominio les permite interac-
cionar con proteinas adaptadoras con dominios ho-
mélogos lo cual causa generalmente su activacién
por autoprotedlisis. Los principales sustratos de las
caspasas iniciadoras suelen ser las caspasas con pro-
dominio pequefio, conocidas como caspasas ejecuto-
ras (caspasas 3, 6 y 7). Estas dltimas son las que des-
montan las estructuras celulares, hacen apetitosa a
la célula para los macréfagos y dan lugar al fenotipo
apoptdtico. Por ejemplo, la caspasa 3 rompe a la pro-
teina inhibidora de CAD (DNasa Activada por Cas-
pasas) con lo que CAD realiza la degradacién oligo-
nucleosomal del ADN (patrén en “escalera”) tipica de
la apoptosis. La mayoria de las caspasas se localizan
en el citoplasma, excepto la caspasa 2'? que se en-
cuentra en el nicleo y la caspasa 4 que se localiza en
el reticulo endoplasmico™.

Ademds de citocromo c, las mitocondrias de las
células en apoptosis liberan la proteina Smac/Dia-
blo. Smac/Diablo se une a unas proteinas citosdlicas
llamadas IAP (Inhibitors of Apoptosis) que son inhi-
bidores endégenos de las caspasas. Smac/Diablo
anula asi la posible accién inhibidora de los IAP so-
bre las caspasas, permitiendo su activacién y activi-
dad". Por otro lado, la despolarizacién de la mito-
condria produce también la liberacién del Factor
Inductor de Apoptosis (AIF) y de la endonucleasa
Endo G. La proteina AIF se transloca al ndcleo don-

de induce la condensacién periférica de la cromatina
y la hidrélisis del ADN en fragmentos de alto peso
molecular (~ 50 Kpb)™. El mecanismo de accién de
AIF es atin desconocido, aunque se sabe que su ac-
cién es independiente de caspasas y que podria cola-
borar con Endo G'°. Aunque AIF actia en la mayor
parte de los procesos apoptéticos regulados por la
mitocondria, lo hace al mismo tiempo que las cas-
pasas y en la mayorfa de los casos su accién sélo se
pone de manifiesto cuando éstas estan inhibidas'.

Apoptosis mediada por receptores (via extrinseca)

En esta via la apoptosis se induce tras la unién de
una proteina extracelular (mensajero mortal) a su re-
ceptor (receptor mortal). Los receptores mortales po-
seen en su regién intracelular el denominado dominio
mortal (DD), necesario para la transmisién de la se-
fial de muerte. Los receptores mortales pertenecen a
la superfamilia del receptor del TNF (tabla 1). La ruta
mejor conocida es la iniciada por el ligando de Fas
(FasL), una proteina de membrana de unos 40 kDa
que induce apoptosis tras su unién a su receptor, Fas.
En los linfocitos citotéxicos de ratén, FasL se expresa
de forma transitoria en la membrana plasmatica'®.
Sin embargo, en los linfocitos y otras células huma-
nas, FasL es acumulado en el citoplasma en cuerpos
multivesiculares y secretado al exterior celular inser-
tado en microvesiculas'’. Tras su ligacién y oligome-
rizacién, Fas se une a la proteina adaptadora FADD
a través de su dominio mortal. FADD a su vez, a tra-
vés de su dominio DED, se une a la caspasa 8 (fig. 4).
La unién de varias moléculas de caspasa 8 a éste
complejo de proteinas asociado a Fas ocasiona su au-
toactivacién proteolitica. Una vez activa, la caspa-
sa 8 activa a la caspasa 3, que ejecuta la apoptosis
cortando diversas protefnas celulares. En ciertos tipos
celulares, y debido posiblemente a deficiencias fun-
cionales en la activacién de la caspasa 8, tiene lugar
una ruta indirecta a través de la protedlisis de la pro-
teina “sélo-BH3” Bid por la caspasa 8. La forma trun-
cada de Bid (tBid) conecta entonces con la via mito-
condrial que produce la liberacién de citocromo cy la
activacién de caspasas ejecutoras (fig. 4).

Apoptosis inducida por los linfocitos
citot6xicos

Los linfocitos citotéxicos (CTL y NK) constituyen
la defensa primordial del organismo contra las in-
fecciones virales y el desarrollo tumoral. Estos linfo-
citos, a través de receptores de superficie, reconocen
a las células infectadas o transformadas, lo cual ini-
cia su proceso de activacién, que culmina con la eli-
minacién de la célula “diana”, normalmente por
apoptosis'®. La citotoxicidad depende de dos meca-
nismos que conectan con las dos principales vias de
apoptosis celular. Un mecanismo se basa en la exo-
citosis de grdnulos preformados que contienen pro-
teinas téxicas (perforina, granzimas Ay B, granulisi-
na)y el otro depende de la expresién de FasL en el
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linfocito y de Fas en la célula diana. Este ultimo me-
canismo se ha descrito en la seccién anterior. En el

caspasa 8

Fas
I | caso de la via dependiente de exocitosis granular, la
FADD FADD Death proteina formadora de poros perforina (Perf) per-
domain (DD) mite el acceso al citosol de la célula diana de las
Procaspasa-8 l Procaspasa-8 Death effector granzimas, proteasas que inducen apoptosis. La
Células domain (DD) granzima B (GzmB) es capaz de procesar y activar a
tipo | (i caspasa-8 activa la caspasa 3. Ademas, se ha descrito recientemen-
cifp'g'f‘ls l . JAD te que la GzmB puede inducir apoptosis a través de
Bid la via mitocondrial. No obstante, existe una contro-
versia acerca de si esta via se inicia mediante el pro-
Bol-2 Ay cesamiento por la GzmB de car?tidades |imitadas de
v _’“>@ caspasa 3?° o de la proteina Bid?'. También se dis-
ﬁm &Bcl » cute si la contribucién de la via mitocondrial consis-

te en la amplificacién de la cascada de caspasas a
través de la activacién de la caspasa 9%° o la rever-
sién de la inhibicién de la caspasa 3 por parte de
las proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAP) a tra-
vés de la liberacién de Smac/DIABLO de la mitocon-
dria??. Datos muy recientes de nuestro laboratorio

indican que la apoptosis inducida por el sistema
J Perf/GzmB se inicia mediante el procesamiento de

Citoplasma Ncleo cantidades limitadas de caspasa 3, la cual produce
\ z una cafida transitoria del potencial mitocondrial
(AW ), salida de citocromo ¢ y activacién de la cas-

APOPTOSIS pasa 9. La caspasa 9 corta y activa a su veza mas

caspasa 3, lo que provoca la fragmentacién del
ADN, la pérdida irreversible del AW, y amplifica
la sefial apoptdtica. La apoptosis inducida por la

GzmA es independiente de caspasa523. Esta gran-

Figura 4. Ruta de apoptosis intrinseca o de los mensajeros

mortales.

zima procesa a diversas proteinas de un complejo
localizado en el reticulo endoplasmico (comple-

Figura 5. Apoptosis inducida
por el sistema
perforina/granzimas en
células CTLy NK.
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Figura 6. Apoptosis inducida por la granulisina.

jo SET). Este complejo incluye una DNasa, llamada
NM23-H1, la cual se transloca al nucleo tras la ac-
cién de la GzmA, induciendo roturas de cadena sen-
cilla en el ADN?*. Uno de los sustratos de la GzmA
en el complejo SET es la enzima ApelT, la cual tiene
actividad de reparacién del ADN, contrarrestando la
accién de NM23-H1% (fig. 5).

Otra proteina contenida en los granulos de los
CTLy NK humanos es la granulisina que causa cité-
lisis en células tumorales, aunque su funcién mas re-
levante parece ser la lisis directa de bacterias in-
tracelulares como Mycobacterium tuberculosis®®. La
granulisina interacciona con los fosfolipidos de la
membrana plasmaética y forma un oligémero?’. Esta
interaccién activa a una esfingomielinasa que gene-
ra el mediador apoptético ceramida. Sin embargo,
ésta no es la principal via activada por la granulisina,
ya que ésta sigue siendo téxica en células carentes de

esfingomielina®®. La granulisina también induce la
produccién de radicales superéxido en la mitocon-
dria y el compuesto MnTBAP, que posee actividad
superéxido dismutasa, inhibe la apoptosis inducida
por la granulisina. Esta apoptosis se inhibe tam-
bién por la sobreexpresién de Bcl-2 y esta asociada
con una pérdida rdpida del AW,,, independiente de
caspasas. Tras la caida del AW, AIF se transloca
de las mitocondrias al ndcleo y éste parece ser el
principal mecanismo ejecutor de la apoptosis indu-
cida por la granulisina® (fig. 6).

Consideraciones finales

Las mitocondrias parecen ser en la mayoria de los
casos el orgdnulo clave en la induccién de apoptosis
y controlan el lamado “punto de no retorno” en la
muerte celular. En esta induccién desempefian un pa-
pel determinante las proteinas proapoptdticas de la
superfamilia Bcl-2 conocidas como “sélo-BH3”. La
elucidacién precisa de su mecanismo de activacién y
actuacidn y la identificacién de las proteinas “sélo-
BH3” implicadas en la induccién de apoptosis, en
cada uno de los tipos de particulares de neoplasias
hematoldgicas, permitira: a) refinar los criterios de
pronéstico, y b) sentar las bases para el disefio racio-
nal de un tratamiento quimioterdpico basado en da-
tos moleculares precisos de cada tumor en particular.
Asimismo, la identificacién de las proteinas clave im-
plicadas en las rutas de apoptosis de tipos celulares
concretos, permitird formular estrategias para dise-
fiar tratamientos alternativos en células que muestren
resistencia a un cierto tipo de farmacos, mediante
agentes que activen las rutas atin operativas.
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APOPTOSIS DURANTE
LA LINFOPOYESISBY T
Y SUS ANOMALIAS

O. DE LA CALLE MARTIN
Servicio de Inmunologia. Hospital de Sant Pau. Barcelona.

Introduccién

La muerte de la célula es una parte vital en la vida
de los organismos multicelulares, desempefiando
importantes papeles en el desarrollo, la defensa y
la homeostasis. En los animales, la mayoria de los
fenémenos de muerte celular se llevan a cabo a tra-
vés del proceso denominado apoptosis, especial-
mente cuando la muerte de la célula obedece a la
fisiologfa normal.

Apoptosis se define por las caracteristicas morfolé-
gicas de la célula que muere'; en detalle, por la con-
densacién de la cromatina, acompafiada a menudo
por la fragmentacién del niicleo. La membrana del
plasma queda deformada con la frecuente aparicién
de invaginaciones y extravasaciones (blebs), y la célu-
la termina rompiéndose en pequefios fragmentos
(cuerpos apoptdticos). La célula apoptdtica y los cuer-
pos apoptdticos son rdpidamente engullidos por las
células fagocitarias, y el proceso de la muerte celular
por apoptosis no desencadena una respuesta infla-
matoria. Por lo tanto, la apoptosis existe como un
mecanismo para hacer desaparecer células. Dichas
células son eliminadas porque estdn dafiadas o in-
fectadas, porque se encuentran en exceso, porque no
han pasado un test en su programa de desarrollo o
incluso, porque su presencia ya no es necesaria para
un determinado proceso fisiolégico. En el sistema in-
mune, la apoptosis aparece en mdltiples situaciones:
en células sometidas a estrés o a las que se priva de
factores del crecimiento, en linfocitos en desarrollo
que no reordenan adecuadamente su receptor anti-
génico (receptor de la célula T [TCR] o inmunoglo-
bulina, segtin el caso) o en aquellos linfocitos que ex-
presan un receptor que no pasa los mecanismos de
seleccién positiva o negativa, y también, en las célu-
las que se habian expandido en respuesta a un es-
timulo antigénico y que se encuentran en exceso, por
nombrar solamente algunos ejemplos?.

La importancia de la apoptosis en el sistema in-
mune fue presagiada por el concepto de seleccidn clo-
nal, el proceso mediante el cual los linfocitos, con los
receptores antigénicos generados aleatoriamente,
son eliminados del sistema si reconocen su antige-
no especifico en una fase temprana de su desarrollo.
Este proceso, ahora llamado seleccidn negativa, ase-
gura que las células especificas no maduren si su an-
tigeno estd presente en el organismo, lo que permite
la eliminacién de las células autorreactivas e impide
que se generalicen las reacciones autoinmunes.

La apoptosis es orquestada por la accién de un
sistema de proteasas en la célula, las caspasas (cis-
tein-proteasas con especificidad para los residuos de
aspartico). Cuando se activan las caspasas, éstas ca-
tabolizan sus sustratos especificos, ya sea activan-
dolos o haciéndolos inactivos. Estos originan los
cambios morfolégicos y fagocitarios asociados con
la apoptosis, y también proporcionan directa o indi-
rectamente los marcadores que indican que ha ocu-
rrido la apoptosis. Las células que contienen caspa-
sas activadas se pueden detectar mediante el uso del
anélisis de caspasas o con anticuerpos que detec-
tan la forma activada de las caspasas. Ademads, las
caspasas activan enzimas que causan cambios celu-
lares que se detectan facilmente, incluyendo la frag-
mentacién del ADN (detectado por TUNEL) y la
externalizacién de la fosfatidilserina (phosphatidylseri-
ne) en la membrana plasmética (detectada por la
unién de la annexina V).
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Apoptosis de los linfocitos en desarrollo

Las células T no maduras (timocitos) que no pue-
den generar un receptor antigénico funcional (TCR) o
que no reciben las sefiales adecuadas a través de su
receptor (TCR) mueren por un proceso referido co-
munmente como muerte por negligencia (death by
neglect). El mecanismo exacto de la muerte por ne-
gligencia sigue sin resolver; sin embargo, varios estu-
dios recientes se han centrado en definir los meca-
nismos que sensibilizan los timocitos doble-positivos
CD4+ CD8+ (DP) para su ulterior apoptosis. Apa-
rentemente la sensibilidad a los glucocorticoides de-
sempefia un papel importante. El destino ultimo de
una célula T no madura es determinado por las se-
fiales que recibe a través del TCR. Si la interaccién en-
tre el TCR y su ligando es débil, el timocito recibe una
sefial de supervivencia (seleccién positiva). Una se-
fial fuerte acciona inmediatamente la apoptosis (se-
leccién negativa)*®. La base molecular de cémo las
sefiales que generan supervivencia o muerte son dis-
tinguidas por el TCR sigue siendo un tema funda-
mental atin pendiente. Las moléculas de la familia del
receptor de factor de necrosis tumoral (TNF) (FAS,
CD30, TRAIL, TNFR) parecen tener un papel de me-
nor importancia en la regulacién de la apoptosis en
células T en desarrollo. Por el contrario, los miembros
de la familia Bcl-2 si que tienen un papel fundamen-
tal en el proceso de la muerte de los timocitos por ne-
gligencia. La sobreexpresién de Bcl-2 o Bcl-xL protege
a los timocitos de morir y aumenta la celularidad ti-
mica (los timocitos DP CD4+ CD8+ presentan nive-
les disminuidos de Bcl-2). Un efecto similar tiene la
anulacién de los miembros pro-apoptdticos de la
cascada (Bim, Bax o Bad). Sorprendentemente, la
implicacién del citocromo ¢ mitocondrial no parece
esencial en la muerte de los timocitos.

La muerte de los timocitos por mecanismos de se-
leccién negativa implica vias muy diferentes. La in-
tensidad de la sefial transmitida a través del TCR es
el evento determinante en la decisién entre supervi-
vencia y muerte (seleccién negativa), y la cascada
de las MAP-quinasas, probablemente modulada por
la molécula adaptadora Grb2, es el elemento deter-
minante a nivel intracelular de esta decisién®. Estas
sefiales de apoptosis podrian ser en buena parte in-
dependientes de la funcién de las caspasas.

En contraste con lo que ocurre en los timocitos,
las respuestas apoptdticas de las células B en de-
sarrollo tras la estimulacién del receptor de la célu-
la B (BCR) (inmunoglobulina de superficie) se pare-
ce notablemente a la muerte por negligencia. La
sefial a través del BCR produce la apoptosis de las
células B maduras e inmaduras, salvo que se pro-
duzca una coestimulacién a través de [L-4, CD40 li-
gando (CD40L) o BAFF (B-cell activating factor), de
modo que la apoptosis de las células B refleja mas
bien la ausencia de una coestimulacién adecuada.
Bioquimicamente, la inhibicién de la apoptosis se
ha vinculado a la activacién de NF-kB y a la via de

PI3K®. Como es bien conocido, la via mitocondrial
de apoptosis desempefia un papel fundamental en
la muerte y supervivencia de las células B, pero atin
se desconoce cudles son los elementos bioquimicos
precisos que enlazan la sefial del BCR y la respuesta
mitocondrial.

Apoptosis de los linfocitos en periferia

La apoptosis de los linfocitos en periferia es muy
diferente de la que ocurre en los érganos linfoides
primarios (timo y médula ésea). En general, la ma-
yoria de los linfocitos circulantes se encuentran en
un estado quiescente (GO) y su supervivencia obede-
ce a contactos transitorios con las moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC)
(en linfocitos T), la presencia de ciertas citoquinas
(en particular, interleucina 7 [IL-7]) y la expresién de
Bcl-2%. Sin embargo, tras el contacto con el antigeno
se produce una extraordinaria activacién y expan-
sién de algunas de esas células. El sistema inmune
ha desarrollado diversas estrategias para frenar a di-
chas células una vez que ha logrado combatir la in-
feccién. A esto se denomina “regulacién proprioci-
da” y esencialmente obedece a dos mecanismos
distintos: a) la muerte linfocitaria activa o estimula-
da por el antigeno (AICD), y b) La muerte linfocita-
ria pasiva por carencia de linfoquinas.

La regulacién propriocida, ademads de autolimitar
las respuestas inmunes, se encuentra en la base de
los mecanismos de tolerancia periféricos, que impi-
den que células autorreactivas que han escapado a
los mecanismos de seleccién negativa centrales pue-
dan originar respuestas autoinmunes. En este tipo
de muerte celular programada, que es la apoptosis
linfocitaria a nivel periférico, el papel de las molécu-
las o receptores con dominios muerte que perte-
necen a la superfamilia del receptor del TNF son
fundamentales, y especialmente en el mecanismo
denominado AICD.

El AICD se produce en los linfocitos maduros en
respuesta a la estimulacién antigénica, y requiere
que las células T se encuentren activadas y dentro
del ciclo celular cuando vuelven a ser reestimuladas
con el antigeno. La muerte es indirecta en el sentido
en que la AICD requiere la produccidn y secrecién de
ligandos que se unen a receptores apoptdticos. Los
elementos clave que median este proceso en las cé-
lulas T CD4+ y CD8+ maduras son el Fas ligando
(FasL) y el TNF, y suponen un mecanismo de feedback
negativo. Asimismo, el FasL ligando expresado en los
linfocitos T puede inducir apoptosis en las células B,
que carecen de FasL (los mecanismos especificos de
apoptosis son descritos en otra revisién).

Tan importante como controlar un posible exceso
en la reaccién del sistema inmune ante una agresién
antigénica (autolimitacién a través del AICD) es la
vuelta a la normalidad una vez que se ha eliminado
el patégeno. Este mecanismo es desempefiado por la
carencia de linfoquinas, que no es mas que una for-
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Tabla 1. FALTA TITULO

ALPS Genotipo

Fenotipo aparicion/severidad  Defectos en receptores de apoptosis  Modelo murino

0  Mutaciones homozigotos en FAS

la Mutaciones heterozigotos en FAS

Ib  Mutaciones heterozigotos en FAS ligando  Adultos/LES

Il Mutaciones en caspasa-10

m g2 Infancia/moderada
Autoinmunidad

Prenatal/muy severo

Infancia/moderada
Autoinmunidad

Ausencia completa de FAS Ipr/lpr, FAS ko

Infancia/moderada-severa Defecto parcial en la funcién Ipr3/Ipr
de FAS
Ninguno gld/gld

Defectos parciales FAS, TNFRI, Desconocido
DR3, TRAILR1,2

Desconocido Desconocido

ALPS: sindrome linfoproliferativo autoinmune.

ma pasiva de apoptosis y que ocurre al final de una
respuesta inmune. En este tipo de apoptosis, el Fas
y los receptores de la familia del TNF no participan
en absoluto, mientras que el papel fundamental per-
tenece a la via mitocondrial. En los linfocitos T, la
IL-2 y su ausencia desemperia el papel clave en esta
forma pasiva de apoptosis, mientras que en las célu-
las B, la IL-7 y la IL-15 tienen un papel equivalente. El
papel de Bcl-2 es esencial en la homeostasis de las
células B maduras, como se demuestra dramatica-
mente en el caso de las translocaciones que implican
a Bcl-2 en diversas neoplasias de células B.

Sindromes linfoproliferativos autoinmunes

Hace méas de 30 afios, Canale y Smith” publicaron
un sindrome caracterizado por linfadenopatias no
malignas asociadas a caracteristicas autoinmunes.
Sin embargo, la base genética de este proceso linfo-
proliferativo con autoinmunidad fue identificada en
primer lugar en ratones MRL/Ipr. Esta raza murina
era considerada como un modelo de lupus humano,
puesto que estos ratones desarrollan glomerulonefti-
tis, hipergammaglobulinemia y anticuerpos antinu-
cleares, ademds de una importante linfadenopatia.
Con la edad, estos ratones acumulan en periferia
células T CD4-CD8-TCRap+. Las caracteristicas
autoinmunes varian segun las razas de ratones que
lleven la mutacién Ipr®. Otros mutantes naturales
con caracteristicas similares fueron descritos poste-
riormente; los ratones [pr“ y los ratones gld. Mien-
tras que los animales con la mutacién Ipr se caracte-
rizan por una ausencia casi completa de Fas, los que
tienen la mutacién /prCG expresan una proteina Fas
no funcional. En el ratén gld, una mutacién sin sen-
tido (missense) en el dominio extracelular (ECD) de
FasL abroga su funcién. El fenotipo de estos ratones
es muy similar, con un curso variable en el tiempo
de inicio de los sintomas, siendo el mas corto el ob-
servado en el modelo del Fas”" (Knock-out de Fas),
que representa un modelo tnico de la deficiencia
completa de Fas.

Por analogia con los modelos animales anterior-
mente descritos, se identificaron diversos defectos
genéticos en la via del Fas. A partir de entonces, el

sindrome también se denominé sindrome linfoproli-
ferativo autoinmune (lymphoproliferative syndrome with
autoimmunity, ALPS).

En seres humanos, los ALPS son definidos por el
andlisis funcional de la sensibilidad de los linfoci-
tos del paciente a la apoptosis inducida por un an-
ticuerpo dirigido contra Fas in vitro. Las células T de
pacientes de ALPS pueden exhibir una completa au-
sencia de apoptosis inducida por Fas (ALPS 0),
como consecuencia de una deficiencia completa
de la expresién de Fas; el defecto parcial de apop-
tosis inducida por Fas asociado a una expresion
normal o levemente reducida de Fas (ALPS 1 y Il), y
finalmente una apoptosis esencialmente normal
(ALPS 111). El fenotipo y la base genética de estos
grupos funcionales son diversos (tabla 1). Sin em-
bargo, hay cuatro criterios que caracterizan la con-
dicién de los ALPS: sindrome tumoral no maligno
(esplenomegalia y/o linfadenopatias), manifesta-
ciones autoinmunes, hipergammaglobulinemia y
deteccién en sangre de células de T CD4-CD8- con
un TCRaB+ (de aqui en adelante Ilamadas doble
negativas o DN). Con pocas excepciones, los pa-
cientes de ALPS presentan por lo menos tres de es-
tas caracteristicas.

Deficiencia completa de Fas (ALPS 0)

El primer defecto completo de la expresién de
Fas fue identificado en un paciente descendiente de
padres consanguineos®'?. El nifio presentaba una
linfoproliferacién masiva, evidente en el momento
del nacimiento, lo que indicaba un proceso que ha-
bia comenzado durante el periodo prenatal. La lin-
foproliferacién implicaba tanto a células T como a
células By se asociaba a una ligera autoinmuni-
dad que causaba trombocitopenia. Los linfocitos
de este paciente eran insensibles al tratamiento
por un anticuerpo contra Fas. Mds del 70 % de las
células T periféricas tenfan un fenotipo de DN
(TCRap+ CD4-CD8-). Se observaban numerosas
células en mitosis en secciones del bazo y de gan-
glios linfaticos, lo que sugerfa mas bien una divisién
activa de los linfocitos que la acumulacién pasiva
de los mismos. Finalmente, esta entidad pudo ser
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completamente curada con un trasplante alogénico
de médula 6sea, lo que indica que las consecuencias
de la deficiencia de Fas estan restringidas a los lin-
focitos o por lo menos a las células de origen hema-
topoyético. Se han descrito otros 2 casos de defi-
ciencia completa de Fas, y el fenotipo resultante es
[lamativamente similar, con inicio prenatal y linfo-
proliferacién muy severa, acompafiada de infiltra-
cién del pulmén y conduciendo a la muerte en uno
de los casos.

Los ALPS 0 aparecen como consecuencia de mu-
taciones de homozigotas nulas (nonsense). En un
caso, la aparicién de un codén STOP en el dominio
extracelular de Fas (ECD) conducia a un defecto
completo de la expresidn. En contraste, en los dos
otros casos descritos las mutaciones se localizan en
el dominio intracitopldsmico (ICD), afectando al
exén 9 que codifica el dominio muerte (Death Do-
main, DD). Puesto que todas estas mutaciones eran
heredadas de padres sanos (que llevan la mutacién
en heterozigosis), se ha propuesto que estas muta-
ciones son recesivas.

Deficiencia parcial de Fas (ALPS la y Il)

Dos tipos de defectos pueden potencialmente ser
la base de esta deficiencia: un defecto intrinseco en
Fas como ocurre en el ALPS la o un defecto en la via
de sefializacién de apoptosis (Signalling Pathway)
como en el ALPS Il. Mientras que el primero es la
principal causa de ALPS, el dltimo se ha descrito so-
lamente en dos pedigries. El hallazgo comdin en to-
dos estos pacientes es una apoptosis mediada por
Fas alterada, tanto en células T como en linfoci-
tos B>, El fenotipo es similar en ambas variantes,
sin embargo, se pueden observar algunas diferen-
cias. Dado que hay muy pocos casos de ALPS II, es
dificil de concluir si el fenotipo observado se rela-
ciona con la base molecular de la enfermedad o si es
una particularidad de las familias afectadas. Las ca-
racteristicas méas sobresalientes de los ALPS Il se dis-
cuten junto con la base genética de este defecto.

En los ALPS la, la magnitud del defecto varia de
un paciente a otro, asi como el grado de afectacién
en la apoptosis inducida por Fas. Es preciso resaltar,
que la magnitud del defecto no se correlaciona con
el inicio ni con la gravedad de las manifestaciones
clinicas, de modo que individuos que tienen la mis-
ma mutacién en Fas, y exhiben el mismo defecto
funcional de la apoptosis, pueden presentar sinto-
mas o no (penetrancia variable). El inicio de sinto-
mas suele ocurrir en la nifez temprana (0-5 afios).
La linfoproliferacién es generalmente el dato mas
sobresaliente, de modo que las linfadenopatias y la
hepatosplenomegalia se observan en mas del 80 %
de los pacientes. La linfoproliferacién consiste en la
acumulacién no neoplasica de linfocitos T policlo-
nales, una fraccién variable de los cuales (2-61 %
de las células T af3+) exhiben un fenotipo tipico de
DN. Hay también una acumulacién excesiva de lin-

focitos B en algunos pacientes. Las células T, asf
como las células B, se acumulan en las dreas para-
corticales, pero la arquitectura total de érganos lin-
foides se encuentra preservada. Muchas de esas cé-
lulas expresan el antigeno Ki-67, indicativo de una
activa proliferacién. El seguimiento a largo plazo de
un ndmero de pacientes, ha permitido establecer
que hay una contraccién significativa de la linfopro-
liferacién (que a menudo termina con la regresién
de la esplenomegalia y las adenopatias). Por el con-
trario, la hipergammaglobulinemia y las células T
DN permanecen relativamente constantes y tienden
a persistir toda la vida. Las manifestaciones auto-
inmunes son las siguientes mas frecuentes. En una
serie estudiada de 56 pacientes de ALPS la, 42 desa-
rrollaron sintomas clinicos asociados con la pre-
sencia de autoanticuerpos. La edad de inicio varia
considerablemente, al contrario de lo que ocurre
con la linfoproliferacién. Una observacién intere-
sante es que la autoinmunidad siempre se asocia a
los autoanticuerpos, aunque no se puede excluir un
papel directo de células T autorreactivas. En ningu-
no de los pacientes se encontré una presentacién
tipica de lupus (no se han detectado autoanticuer-
pos anti-ADN de doble cadena). En algunos pacien-
tes la autoinmunidad es muy severa requiriéndose
terapias inmunosupresoras intensas. Con frecuencia
es preciso realizar una esplenectomia. En estos ca-
sos, se puede deber a una esplenomegalia masiva, a
fenémenos de hiperesplenismo, o a discrasias san-
guineas autoinmunes de dificil control con el trata-
miento inmunosupresor.

Se ha descrito la aparicién de diversas neoplasias
como linfomas, carcinomas hepaticos (asociados a
virus de la hepatitis C), adenomas tiroideos y de
mama. Estas neoplasias suelen aparecer después
de los 15 afios de edad, y sugieren que las mutacio-
nes en Fas representan un riesgo aumentado de ma-
lignizacién, especialmente por lo que se refiere a lin-
fomas, sobre todo de Hodgkin.

La presencia en sangre de células T inusuales, es de-
cir, TCRa3+ CD4-CD8-, CD45RA0+, CD57+, es un
dato constante en la mayorfa de los pacientes con
ALPS la, y una subida de esta poblacién se observa
con frecuencia tras la esplenectomia. Este subset de
células representa el 2-60 % del total de las células T
de la sangre, en lugar del mds de 0-2% que se encuen-
tra en los individuos normales. Sin embargo, no estd
claro todavia si estas células desempefian un papel
en la fisiopatologia de la enfermedad. Experimentos
realizados con las células T de los ratones /pr han de-
terminado que las células T DN (CD4-CD8-) derivan
principalmente de las células T CD8+ y se encuentran
en un estado anérgico, incapaz de ser activadas por
los antigenos y escasamente por los mitégenos.

Una caracteristica llamativa de los ALPS la con-
siste en la superproduccién de IL-10 por los linfoci-
tos T, asi como la produccién reducida de IL-12 por
los monocitos y un nivel elevado de la IL-10 plasma-
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Figura 1. Mutaciones heterozigotas en el gen Fas. La mayoria de ellas se encuentran en el dominio muerte (DD). Las marcadas en rojo
presentan una penetrancia clinica completa, mientras que las marcadas en azul presentan una penetrancia clinica incompleta (algunos
de los individuos con la mutacién no presentan sintomas aunque presentan un defecto de apoptosis in vitro). Resaltado en verde, el
paciente que se presenta en la figura 2. (Adaptada de Rieux-Laucat et al, 2003.)

tica. La hipergammaglobulinemia a expensas de in-
munoglobulina G (IgG) e IgA policlonales es muy
frecuente, mientras que el nivel sérico de IgM esta
generalmente reducido.

Mas de 60 pacientes con una mutacién heterozi-
gota en Fas han sido comunicados en la literatura
médica (fig. 1). Una gran variedad de las mutacio-
nes del gen Fas asociadas con ALPS la incluyen
mutaciones que originan productos truncados o se-
cuencias modificadas. Las moléculas Fas modifica-
das por dichas mutaciones ejercen un efecto trans-
dominante negativo sobre la apoptosis mediada
por Fas segtin se ha demostrado mediante experi-
mentos de transfeccién. La mayoria de las muta-
ciones identificadas se encuentran en el dominio in-
tracelular. En total, el 60% de las mutaciones se
localizan dentro del dominio muerte (DD). Dado
que las proteinas transformadas se pueden detectar
en membrana, la incorporacién al azar de las molé-
culas de Fas mutadas da origen a trimeros anorma-
les, lo que explica su defecto funcional. Estos mu-
tantes resultan en una unién reducida de FADD y un
reclutamiento de caspasas inferior al 50 %. Todo
esto origina que s6lo 1 de cada 8 trimeros que se en-
cuentran en la superficie celular posea una configu-
racién adecuada que le permita un reclutamiento
6ptimo de FADD.

Una tercera parte de las mutaciones descritas
afecta el ECD de Fas. Generalmente se asocian a un

menor defecto en la apoptosis inducida por Fas en
comparacién con las mutaciones que afectan a la
regién intracelular. Las mutaciones de ECD origi-
nan productos truncados incapaces de anclarse en
la membrana o bien, la expresién de una molécula
anormal de Fas, incapaz de interaccionar con FasL.

Es llamativo observar que la deficiencia de la
apoptosis inducida por Fas aparece en las células
de todos los portadores de mutaciones heterozigo-
tos (fig. 2). Asi, desde el punto de vista funcional,
las mutaciones tienen una penetrancia completa.
En contraste, solamente el 70 % de los portadores
heterozigotos de mutaciones de Fas desarrollan sin-
tomas clinicos. La penetrancia es maxima en el caso
de las mutaciones puntuales que implican un cam-
bio de aminodcido (missense) en el dominio muer-
te, alcanzando el 90 %. Las mutaciones que originan
un truncamiento del ICD tienen una penetrancia cli-
nica de un 75%. Finalmente, la penetrancia cae has-
ta el 30 % en las mutaciones que afectan al ECD. Es-
tas diferencias suponen la Unica correlaciéon entre
fenotipo y genotipo que se puede hacer hasta el
momento. No se ha podido establecer ninguna co-
rrelacién entre las mutaciones, la magnitud del de-
fecto de apoptosis inducida por Fas y la gravedad
clinica del sindrome.

Esta desigual penetrancia clinica sugiere fuertemen-
te que existe un segundo acontecimiento que se debe
asociar a las mutaciones en Fas para inducir un sin-
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Figura 2. Induccién de apoptosis in vitro mediante un anticuerpo anti-Fas (CH-11). Controles: (1) JURKAT (linea celular humana T CD4+),
(2) Control sano estimulado in vitro con PHA + IL-2; (3) Paciente R234Q (ausencia completa de apoptosis inducida por anti-FAS).

drome completo en los ALPS la, aunque en el mo-
mento actual se desconoce de cual puede tratarse.

Un segundo defecto genético que afecta de ma-
nera determinante a la apoptosis inducida por Fas
se ha descrito en dos familias en las que la mutacién
aparece en el gen de la caspasa-10"3. En estos pa-
cientes se encuentra afectada la cascada apoptdti-
ca de todos los receptores que inducen apoptosis en
linfocitos, es decir, el propio Fas, TNF R1, DR3 y los
receptores de TRAIL (DR4 y DRS5). Curiosamente, en
los érganos linfoides también se acumulan células
dendriticas, lo que no ocurre en los ALPS convencio-
nales. Este fenémeno puede explicar la mayor gra-
vedad de las alteraciones autoinmunes que se
encuentran en los pacientes de ALPS Il; anemia he-
molitica y trombocitopenia autoinmunes graves,
neuritis éptica y meningitis.

La existencia de modelos murinos de ALPS Il esta
impedido por el hecho de que estos animales carecen
de una molécula de caspasa-10 funcional, mientras
que la abolicién de la molécula mds préxima, la Cas-
pasa-8, produce letalidad embriénica. Curiosamen-
te, se ha descrito recientemente una pareja de her-
manos con mutaciones en el gen de la caspasa-8y el
fenotipo es totalmente diferente del ALPS, ya que se
limita a una inmunodeficiencia de severidad media™.

Ausencia de defectos en la apoptosis
inducida por Fas (ALPS Ib y IlI)

De manera rutinaria, la sensibilidad a Fas se eva-
lGa utilizando determinados anticuerpos monoclo-
nales contra el receptor. Por tanto un defecto de
FasL o de otro tipo de receptor darfa lugar a un ana-
lisis funcional normal. Hasta el momento sélo se ha
descrito un dnico caso de la deficiencia de Fas li-
gando (FasL)'®. Sin embargo, el fenotipo de este
caso es sustancialmente diferente de los ALPS clasi-
cos y se caracteriza por linfoproliferacién crénica
unida a lupus eritematoso sistémico. Sin embargo,
faltan dos de las caracteristicas clasicas del ALPS;
la esplenomegalia y la presencia de células T DN
(CD4-CD8-). Aunque se han buscando mutacio-
nes de FasL en otros grupos de pacientes (enfermos
con ALPS la y mutaciones en Fas, pacientes de LES,
etc); no se ha encontrado ningtin otro caso.

Finalmente, un porcentaje importante de los pa-
cientes que desde un punto de vista clinico se diag-
nostican como ALPS y que también presentan hiper-
gammaglobulinemia y un exceso de células T DN,
muestran una induccién normal de apoptosis a tra-
vés de Fas. En este grupo de pacientes (varias dece-
nas hasta el momento) no se ha encontrado ningtin
defecto molecular. Aunque no se ha podido demos-
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trar, se especula que en ellos esté afectada otra via
de apoptosis linfocitaria desconocida por el mo-
mento, y que podria implicar otro tipo de receptores
apoptdticos, como DR6, DR3, etc.
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RUTAS DE MUERTE CELULAR
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EN LOS SINDROMES
LINFOPROLIFERATIVOS
CRONICOS. IMPLICACIONES
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Introduccién

Las nociones iniciales acerca del desarrollo tumo-
ral partian de la idea de que éste era Gnicamente el
resultado de una proliferacién celular no contro-
lada. Sin embargo, en los dltimos afios, se han des-
crito diversas alteraciones genéticas primarias im-
plicadas en linfomas, que sugieren que las vias
relacionadas con el control de la proliferacién celu-

lar y la apoptosis deben ser cruciales en el desarro-
llo de estos tumores y que tan importante es la pro-
liferacién como la pérdida de la capacidad de las cé-
lulas para entrar en muerte celular programada o
apoptosis. Las células progresan a través del ciclo
celular haciendo paradas en los denominados check-
points, en los cuales se evalta la integridad del mate-
rial genémico antes de procederse a la divisién celu-
lar. En dichos checkpoints, el ADN lesionado se repara
o la célula entra en la denominada muerte celular
programada o apoptosis, lo que permite la elimina-
cién de células anémalas antes de que el ADN de-
fectuoso pase a la progenie. Por ello, la incapacidad
de las células lesionadas para entrar en apoptosis
puede conducir a la formacién de tumores. Un ejem-
plo de enfermedad donde se detecta una acumula-
cién de células en el organismo como consecuen-
cia, probablemente, de un defecto en la eliminacién
natural de los linfocitos B es la leucemia linfatica
crénica (LLC) de tipo B'.

La gran diversidad biolégica de las hemopatias
malignas contrasta con el relativamente limitado re-
pertorio de estrategias terapéuticas disponibles. Es-
tas estrategias se basan esencialmente en protocolos
empiricos de combinaciones de agentes farmacolégi-
cos, radioterapia y trasplante de médula ésea®”. Re-
cientemente se han empezando a introducir trata-
mientos de base bioldgica pero estos son todavia
muy incipientes y limitados®. En este momento se co-
noce que muchos de los agentes quimioterdpicos
ejercen su funcién induciendo la muerte celular por
apoptosis®. Las bases moleculares implicadas en la
induccién de apoptosis por farmacos, la respuesta
celular frente a estos tratamientos, y las alteraciones
en las vias de apoptosis no son bien conocidas y pue-
den tener una importancia clave en el reconocimien-
to de las resistencias a fadrmacos y en el disefio de
nuevas terapias. La mayoria de estos agentes quimio-
terdpicos inducen dafio al ADN, por lo que se activan
la proteina quinasa dependiente de ADN (DNA-PK)
y la proteina mutada de la ataxia telangiectasia
(ATM). Estas proteinas fosforilan y estabilizan a p53.
Los altos niveles de p53, en lugar de parar el ciclo,
activaran el mecanismo de apoptosis, de manera que
la célula que esta excesivamente dafiada muere. Se
han detectado mutaciones del gen ATM y disminu-
cién/desaparicién de la expresion de la proteina en
un subgrupo de pacientes con LLC y linfoma de cé-
lulas del manto (LCM)®7. Se ha propuesto que mu-
taciones de ATM o de p53 pueden conllevar una re-
sistencia celular a la apoptosis inducida por ciertos
farmacos. El conocimiento de los mecanismos mo-
leculares que intervienen en el control de la apoptosis
pueden ser bdsicos para el desarrollo de nuevas tera-
pias mas especificas y selectivas.

Modelo experimental
Hemos desarrollado un modelo experimental para
el andlisis de la citotoxicidad inducida por farmacos
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enla LLC y en el LCM. Para ello se aislan las células
tumorales y se criopreservan hasta su utilizacién.
Posteriormente se realiza un ensayo ex vivo para la
andlisis de citotoxicidad y induccién de apoptosis.
Este modelo experimental se ha utilizado para:

Andlisis de las vias implicadas
en la muerte celular

Los estudios previos realizados por nuestro grupo
demuestran que la via mitocondrial es la principal
responsable de la activacién de la apoptosis induci-
da por los farmacos frecuentemente utilizados en el
tratamiento de la LLC, como son la fludarabina, la
mitoxantrona y los glucocorticoides®®. El dafio pro-
ducido por estos agentes desencadena diversas se-
fiales intracelulares que llegan a la mitocondria, in-
duciendo una pérdida de potencial de membrana
mitocondrial y la liberacién de proteinas al citosol.
Por un lado, el citocromo ¢, se une a Apaf-1yala
caspasa-9, activindola desencadenando la activa-
cién de la caspasa-3. Se postula que en la fase de in-
duccién de la ruta mitocondrial puede estar regula-
da por las proteinas de la familia Bcl-2'°. La familia
del Bcl-2 comprende actualmente mas de 20 protei-
nas. Todas ellas contienen por lo menos uno de los
dominios conservados conocidos como Bcl-2 homo-
logy domains (de BH1 a BH4) y se clasifican en tres
subgrupos; antiapoptdticas que contienen por lo
menos el dominio BH1y BH2 (Bcl-2, Mcl-1, Bcl-X,,
Bcl-w, A1-Bfl-1, NR-13, Boo/DIVA/Bcl-2-L-10 y
Bcl-B), proapoptéticas que contienen los dominios
BH1, BH2 y BH3 (Bax, Bak, Bok/Mtd y Bcl-X;) y pro-
apoptodticas que sélo contienen el dominio BH3
(Bid, Bad, Bik/Nbk, Hrk/DP5, BNIP3, Noxa, Puma/
Bbc3, Blky Bim/Bod). El dominio BH3 es esencial
para la actividad proapoptética. El mecanismo de
accién de Bcl-2 es desconocido, pero se han pro-
puesto diversos mecanismos. Se postula que pueden
formar heterodimeros entre las formas antiapop-
téticas y proapoptdticas y estas uniones anula-
rian su funcionalidad. De esta manera, un cambio
en los niveles de proteina que modifiquen la propor-
cién relativa, como la descrita para el heterodimero
Bcl-2/Bax, puede explicar el efecto regulador sobre la
apoptosis. También se han descrito cambios en su
localizacién subcelular. La mayoria de proteinas de
la familia de Bcl-2 tienen un dominio de anclaje a
membrana. Bcl-2 se localiza en la membrana mito-
condrial externa, en la membrana nucleary en el re-
ticulo endoplasmatico. En cambio, Bid, Bad, Baxy
Bim se localizan principalmente en el citosol y en res-
puesta a estimulos apoptdticos se translocan a la
mitocondria. Los cambios de localizacién pueden
ser debidos a cambios de conformacién o oligomeri-
zacién, como ocurre con la proteina Bax, a cambios
en su estado de fosforilacién descrito en la proteina
Bad o por protedlisis como ocurre en la proteina
Bid. Otra hipdtesis es que algunas proteinas de la fa-
milia del Bcl-2, como, por ejemplo, el Bcl-X,, Bcl-2 y

Bax pueden formar canales iénicos. Todas estas pro-
piedades que ejercen los miembros de la familia
Bcl-2 no son excluyentes y se ha descrito que son
muy importantes para regular la integridad de la mi-
tocondria y la via de apoptosis mitocondrial. Resul-
tados de nuestro grupo han demostrado que uno
de los primeros eventos en la apoptosis inducida por
diferentes farmacos en las células de LLC, es el cam-
bio de conformacién de las protefnas Baxy Bak".
Se ha observado una correlacion entre el numero de
células apoptéticas y el nimero de células positivas
marcadas con anticuerpos contra Bax y Bak que re-
conocen los cambios conformacionales de estas pro-
tefnas (fig. 1). La preincubacién de las células con
Z-VAD-fmk, un inhibidor general de caspasas, inhibe
la activacién de la caspasa-3, la exposicién de los re-
siduos de fosfatidilserina, la generacién de especies
de oxigeno reactivas y parcialmente revierte la pérdi-
da del potencial de membrana mitocondrial, pero
no afecta a los cambios conformacionales de Baxy
Bak. Estos resultados sugieren que los cambios de
conformacién de Baxy Bak tienen lugar antes de que
ocurra la activacién de las caspasas. El cambio con-
formacional va acompafiado de la integracién del
Bax a la mitocondria, sin que se detecten cambios en
la cantidad total de la proteina Baxy Bak. Fludarabi-
nay la combinacién de fludarabina, ciclofosfamiday
mitoxantrona (FCM) inducen la estabilizacién de
p53, pero este proceso no es fundamental para la in-
duccién del cambio de conformacién, ya que tam-
bién se detecta en células tratadas con agentes no
genotéxicos como es la dexametasona. Estos resul-
tados confirman que el cambio de conformacién de
Baxy Bak es uno de los primeros eventos en la apop-
tosis de las células de la LLC. El mecanismo exacto
por el que esto ocurre se desconoce, pero se postula
que pueden tener un papel esencial las proteinas de
la familia Bcl-2 “solo BH3”.

Estudio in vitro del efecto citotéxico
de farmacos y andlisis del mecanismo
de accién

Se han descrito muchos farmacos que pueden in-
ducir in vitro la apoptosis de las células de LLC. Uno
de los tratamientos mds utilizados en el tratamien-
to de la LLC se basa en el empleo de andlogos a las
purinas, siendo la fludarabina, sola o combinada
uno de los tratamientos mads utilizados. Se ha anali-
zado el efecto citotéxico de la fludarabina, y de su
combinacién con ciclofosfamida y mitoxantrone
(FCM) en la LLC™. La ciclofosfamida ejerce un efec-
to sinérgico sobre la fludarabina, y la adicién de
mitoxantrona a esta combinacién es efectiva en un
grupo de pacientes que ya han recibido otros trata-
mientos. La citotoxicidad observada va acompaiia-
da como se ha descrito anteriormente por la induc-
cién de apoptosis a través de la ruta mitocondrial.
La evaluacién de la quimiosensibilidad a diferentes
farmacos ex vivo ha demostrado ser (til para predecir
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Figura 1. La apoptosis inducida por firmacos va acomparfiada de cambios conformacionales de Bax y Bak. A) Células de un paciente de
LLC se incubaron con fludarabina 5 pg/ml, dexametasona 10 uM o la combinacién de FCM durante 24 h, y se analiz6 la viabilidad
celular mediante marcaje con anexina V, y los cambios de conformacién de Bax y Bak mediante citometria de flujo. B) Correlacién entre
la viabilidad celular y las células positivas para Bax. C) Correlacién entre la viabilidad celular y las células positivas para Bak.

la respuesta clinica in vivo de estos pacientes. Asf, los
estudios realizados ex vivo se han confirmado con
estudios in vivo en pacientes afectados de LLC'>.

Las células de LCM, al igual que las de la LLC, se
caracterizan por ser células CD5+, pero a diferencia de
éstas el prondstico es peory responden muy poco al
tratamiento'®. A diferencia con lo que ocurre con la
LLC, los defectos en la induccién de la muerte celular
en estos sindromes no han sido estudiados. Nuestro

grupo, ha estudiado la induccién de apoptosis me-
diante firmacos en los LCM, analizando sobre todo la
via mitocondrial de induccién de apoptosis'®. Para
ello se han analizado cuatro lineas celulares de LCM
(JVM-2, Granta 519, Rec-1y NCEB-1) y células pri-
marias de LCM, y se han incubado con FCM y las
combinaciones de éstos. A diferencia de lo que ocu-
rre en las células de la LLC, la mitoxantrona, un inhi-
bidor de la topoisomerasa Il, ejerce un gran efecto ci-
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totdxico, a dosis farmacoldgicas, en cambio se necesi-
tan dosis muy altas para inducir un efecto citotéxico
con fludarabinay ciclofosfamida. Al realizar combina-
ciones de estos farmacos, la adiciéon de fludarabina
y/o ciclofosfamida no indujo ningtn efecto aditivo o
sinérgico. A las 24 h, concentraciones farmacoldgicas
de mitoxantrona indujeron citotoxicidad en las células
de los 10 pacientes con LCM (mediana DL50 de
0,37 pg/ml; rango, 0,10-0,98 pg/ml). La incubacién
de células de LCM con mafosfamida, indujo citoto-
xicidad a dosis no farmacolégicas (mediana DL50
de 6,01 pwg/ml; rango, 2,66-11,38 g/ml). Por el con-
trario, la fludarabina (1-10 wg/ml) no ejercié nin-
guin efecto citotéxico. Después de 48 h de incuba-
cién con fludarabina, se detectd citotoxicidad en
5 casos (50%), dos de ellos con dosis farmacoldgicas
(1-5 pg/ml) y los tres restantes a dosis altas de fluda-
rabina (10 pg/ml). La combinacién de mitoxantrona
(0,5 wg/ml) y mafosfamida (1 pwg/ml) produjo un
efecto sinérgico en las células de LCM. No se detectd
efecto sinérgico ni aditivo tras la incorporacién de
fludarabina (fig. 2). La citotoxicidad observada iba
acompafada por las caracteristicas propias de apop-
tosis: pérdida del potencial de membrana mitocon-
drial, activacién de las caspasas-9, -8 y -3, protedlisis
de PARP, disminucién de la proteina antiapoptdtica
Mcl-1 y cambios en la conformacién de las proteinas
Bax y Bak. Sin embargo, no se detectaron cambios en
los niveles de expresion de Bcl-2, Bax y Bak. Estos re-
sultados sugieren que la mitoxantrona, in vitro, induce
un efecto citotéxico en células de pacientes con LCM
a dosis farmacoldégicas inferiores a las que indujeron
citotoxicidad en células de LLC, sugiriéndose que la
mitoxantrona, deberia tenerse en cuenta al disefiar
nuevos tratamientos para los pacientes con LCM.
Cabe destacar que en una de las lineas celulares
estudiadas, la NCEB-1 ninguna de las drogas anali-
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Figura 2. Efecto citotéxico de fludarabina, mitoxantrona y
mafosfamida solos o en combinacién en células primarias de
LCM. Células de 10 pacientes con LCM se incubaron con 37 °C
durante 24 h en ausencia de ningtn farmaco (CT), con dosis
farmacoldgicas de fludarabina (F; 1 pg/ml), mitoxantrona

(M; 0,5 wg/ml), y mafosfamida (Mf: 1 wg/ml), o con la
combinacién de éstas. La viabilidad celular se determiné
mediante marcaje con anexina Vy andlisis por citometrfa de flujo.

zadas ejercié ningun efecto citotéxico. Las posibles
causas a esta falta de respuesta pueden ser debidas
a que esta linea celular presenta alteraciones tanto
en ATM y p53, dos genes reguladores del dafio a
ADN. Estas alteraciones son muy frecuentes en los
LCM aunque generalmente se presentan de forma
alternativa. Los resultados obtenidos sugieren que es
necesario la funcionalidad de alguno de los puntos
de control de dafio a ADN para que los farmacos ge-
notoxicos ejerzan su funcidn citotdxica.

Recientemente se han clonado los transportado-
res de nucledsidos de alta afinidad o concentrativos
y dependientes de sodio (CNT1, CNT2y CNT3) y los
de baja afinidad o equilibrativos e independientes
del catién (ENT1y ENT2)'6. CNT1 es un transpor-
tador preferentemente de pirimidinas, CNT2 de pu-
rinasy CNT3 de ambas. ENT1y ENT2 difieren en la
sensibilidad al andlogo de nucledsidos NBTI. Nues-
tro grupo ha demostrado que los principales trans-
portadores de fludarabina en las células de LLC
son los equilibrativos, observandose una relacién
entre la captacién de fludarabina mediante los
transportadores equilibrativos y la citotoxicidad
observada in vitro'”. Al analizar la expresién a nivel
proteico de ENT1y ENT2 en las células de la LLC se
ha observado una correlacién de la expresién pro-
teica de ENT2 tanto con la captacién de fludarabina
como la citotoxicidad observada in vitro (fig. 3).

En los dltimos afios se han introducido tratamien-
tos inmunoterdpicos. Uno de los mads utilizados es el
rituximab (anti-CD20)'®. El rituximab es un anticuer-
po monoclonal (AcMo) quimérico humano y de ra-
tén, que reconoce el antigeno CD20, una fosfopro-
teina no glucosilada de 33 a 37 kDa que se expresa
en méas del 95% de las células B, tanto normales
como neopldsicas. Se ha demostrado su efectividad
en el tratamiento de los linfomas no hodgkinianos de
bajo grado. La tasa de respuesta es similar a los tra-
tamientos convencionales, pero la toxicidad es mas
baja. El mecanismo de accién del rituximab no estd
claro, por lo que no se conocen las causas en las que
en unos pacientes es efectivo y en otros no. Estudios
in vitro sugieren que la unién del rituximab a CD20
puede inducir apoptosis, citotoxicidad dependiente
de complemento (CDC) y dependiente del anticuer-
po (ADCC). Nuestro grupo ha analizado el efecto in
vitro del rituximab en células de diferentes tipos de
linfomas'®, observandose un efecto citotéxico en las
células de 9 de los 33 pacientes afectados de LLC, y
en las células de 16/16 LCM, 4/4 linfomas foliculares
y 2/2 tricoleucemia. El efecto citotdxico se detecta
cuando los pacientes expresan mas de 50 X 10% mo-
léculas de CD20 por célula y se correlaciona con el
nimero de moléculas de CD20 por célula (fig. 4).
Por lo que se demuestra que el rituximab puede ser
un tratamiento eficaz en aquellos linfomas que ex-
presan un gran nimero de moléculas de CD20 por
célula. La preincubacién de las células con CD59,
una proteina reguladora de complemento, aumenta
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Figura 3. Expresién proteica de hENT2 en células de LLCy correlacién con el transporte de fludarabina y la citotoxicidad ex vivo.

A) Western blot de hENT2 y a-tubulina. B) Expresién de hENT2 normalizada con la cantidad de tubulina en todos los casos estudiados.
C) Correlacién de los niveles proteicos de hENT2 y la incorporacién de fludarabina (10 s, 1 uM). D) Correlacién de los niveles proteicos
de hENT2 con la sensibilidad ex vivo a la fludarabina, expresado como el porcentaje de células apoptéticas después de 48 h de

tratamiento con 7,5 wM de fludarabina.
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Figura 4. Moléculas de CD20 por célula y su relacién con la sensibilidad in vitro a rituximab. A) Nimero de moléculas de CD20 por célula
en diferentes hemopatias malignas. B) Correlacién del nimero de moléculas de CD20 por célulay la sensibilidad in vitro al rituximab.

y sensibiliza las células al rituximab. Nuestros resul-
tados sugieren que el mecanismo de accién del ri-
tuximab se basa en inducir la muerte celular por
complemento. Este proceso es independiente de la
activacion de las caspasas y estd asociado a produc-
cién de radicales libres de oxigeno (ROS).

Conclusiones

La mayoria de las nuevas terapias aplicadas al tra-
tamiento en LLC y el LCM no han mejorado la super-
vivencia global de estos pacientes y no existe ningtin
farmaco que cure estas enfermedades. Por ello |a bus-
queda de nuevas terapias es bésico e imprescindible.
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Los estudios in vitro, previos al tratamiento del pa-
ciente permiten un disefio personalizado para cada
paciente. El modelo que tenemos de aislamiento de
las células tumorales en estas hemopatias permite
trabajar directamente con células tumorales prima-
rias, que no han sido transformadas. Esta metodo-
logfa, es una forma muy dtil de extrapolar los resul-
tados obtenidos con el tratamiento a realizar en los
pacientes. Estos estudios in vitro permitirdn un tra-
tamiento racional de estas hemopatias y la optimi-
zacién de las dosis de los diversos farmacos.

Los estudios realizados tanto in vivo como in vitro
demuestran que existen muchas diferencias en la
respuesta a un mismo tratamiento entre los diferen-
tes pacientes analizados. Los estudios in vitro, pue-
den ser Utiles para estudiar las causas de este dife-
rente comportamiento.
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APOPTOTIC PATHWAYS
AND THEIR CLINICAL RELEVANCE
IN ACUTE LEUKEMIA
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Robert-Rassle-Klinik at the HELIOS Klinikum Berlin-Buch,
Charité-Universitdtsmedizin Berlin. Berlin. Alemania.

Introduction

Apoptosis, the genetically controlled cell suicide
program, is critical for tissue development and
maintaining tissue homeostasis. Its deregulation
may be a significant factor in the etiology of malig-
nant cell transformation and in the mechanisms of
acquired chemoresistance’. As the fundamental bio-
logical and clinical importance of apoptosis has
been recognised, it has become the subject of con-
siderable research activities and much progress has
been made in the understanding of its main regula-
tory pathways, although many aspects of their basic
mechanism of action as well as tissue-specific regu-
lation remain elusive. The purpose of this review is to
provide a background to the pathways and molecu-
lar components of apoptosis, to discuss their rele-
vance to hematological malignancies, and to over-
view their prognostic impact and potential for novel
therapies for acute leukemias.

Major apoptotic pathways and their
regulatory components

Signalling cascades eventually leading to apoptot-
ic cell death may utilize two different, extrinsic or
death receptor-associated, and intrinsic or mito-
chondrial pathways?®. The extrinsic route is initiated
by death receptor ligands and is a critical mediator
of several physiological and pathophysiological
processes, including homeostasis of the mature
blood lymphocytes and cell-mediated target cell
killing. The mitochondrial pathway is the main route
of apoptotic signals initiated by cell stress resulting
from interaction of naturally occurring environmen-
tal or chemotherapeutic agents with their specific
cellular targets.

In the extrinsic route, pro-apoptotic signalling
begins with oligomerization or aggregation of the
membrane-bound death receptors, CD9S5 (Fas) and
TRAIL-R1,-R2 (DR4, DRS), which belong to the TNF
receptor/nerve growth factor receptor superfami-
ly>*. Upon binding by their cognate ligands, CD95L
or TRAIL, oligomerization of these receptors causes
recruitment of the cytoplasmatic adapter protein
FADD (Fas-associated death domain) through ho-
motypic interactions between their death domains.
This assembly, in turn, recruits procaspase-8, thus
forming the death-inducing signalling complex
(DISC). In the DISC, procaspase-8 is activated by
self-processing and initiates thereby the subsequent
cascade of additional processing and activation of
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downstream effector caspases-3 and -7. The path-
way can be negatively regulated by antagonistic mol-
ecules like c-FLIP (cellular FLICE inhibitor protein)
which is able to compete with FADD adaptor pro-
tein for binding to procaspases-8 and regulate cell
death at the level of the DISC**.

Death receptor signalling via the extrinsic path-
way thus represents an effective and straightforward
mechanism of caspase activation. By contrast, the
intrinsic, mitochondrial pathway of apoptosis, in-
duced by, e.g., anti-cancer drug treatment, is a more
complex and less elucidated process of cellular stress
response’. Its initiation is coupled to multiple cellu-
lar stress reactions, including cell cycle arrest and ac-
tivation of damage-specific repair mechanisms. This
signal transduction phase involves integration of
pro- and antiapoptotic signals and converges on the
Bcl-2 family of proteins, which ultimately determines
if the mitochondrial apoptosis program is initiat-
ed®. The Bcl- family proteins share at least one of
four homologous regions termed Bcl homology
(BH) domains (BH1 to BH4). Based on their biolog-
ical function and sequence homology, Bcl-2 family
members can be classified into three main cate-
gories: antiapoptotic proteins of the Bcl-2 subfami-
ly such as Bcl-2, Bcl-xL and Mcl-1, pro-apoptotic
proteins of the Bax subfamily such as Bax and Bak,
and “BH3-only” proteins such as Bad and Bid. The
members of the BH3-only protein subfamily share
sequence homology only in the BH3 domain and are
important transducers of apoptotic signals from cy-
tosol to the mitochondrial membrane®. Interactions
between the members of these subfamilies ultimate-
ly decide about the integrity of the outer mitochon-
drial membrane. The disruption or permeabilization
of the outer membrane, yet poorly understood
mechanistically, leads to a subsequent release of cy-
tochrome ¢ from mitochondria®. The released cy-
tochrome ¢ forms an essential part of the apoptosis
complex, the apoptosome, which is composed of cy-
tochrome ¢, adaptor protein Apaf-1, and procas-
pase-9"2. The formation of the apoptosome induces
autocatalytic processing of procaspase-9. The ma-
ture caspase-9 in turn activates its primary down-
stream target procaspase-3, which initates the ulti-
mate stage of apoptotic cell degradation.

Activation of effector caspases, which cleave a
number of structural and regulatory cellular proteins
and are responsible for the typical morphologic and
biochemical features of an apoptotic cell, repre-
sents, therefore, the point of convergence of both
apoptotic pathways®. Consistent with their pivotal
role in apoptosis, activation of caspases is tightly
controlled by additional molecular mechanisms, in-
cluding the protein family of inhibitors of apoptosis,
IAPs, of which X-linked inhibitor of apoptosis (XIAP)
appears to be the most potent member and is ex-
pressed in a variety of tissues®. To prevent sponta-
neous cell death, XIAP binds directly to and inhibits

processed caspase-9 and caspases-3 and -7. To over-
come the antiapoptotic action of XIAP in mitochon-
drial pathway, pro-apoptotic SMAC (“second-mito-
chondrial-activator-of-caspases”) is released from
mitochondrion upon its membrane permeabiliza-
tion and removes XIAP blockage of activated cas-
pase>®. In the death receptor triggered apoptosis,
XIAP has been shown to be cleaved in smaller pep-
tides, which specifically loss their ability to bind cas-
pase-3, but not caspase-9.

Although extrinsic and intrinsic pathways for apop-
tosis are capable of operating independently, accu-
mulating evidence suggests that a cross-talk between
the two pathways exists. In the death receptor sig-
nalling, activated caspase-8 may cleave off an N-ter-
minal fragment of the BH3-only protein Bid, thus al-
lowing the truncated Bid protein (tBid) to translocate
to the mitochondria and induce cytochrome c release
by interaction with other Bcl-2 family members®.
Moreover, the intrinsic pathway can be amplified by
components of the death receptor cascade, as cyto-
static drugs have been reported to activate cas-
pase-8 secondarily to mitochondrial damage’.

Apoptosis-regulating proteins in acute
leukemia: Expression and prognostic impact

Bcl-2 protein family

In leukemia cell lines, overexpression of antiapop-
totic (e.g. Bcl-2, Bcl-xL) proteins has been associated
with an increased resistance to various apoptosis-in-
ducing cytotoxic drugs®. Screening of primary
leukemia patient samples disclosed a heterogeneous
expression pattern of Bcl-2, Bcl-xL and Bax pro-
teins®'2. In acute lymphoblastic leukaemia (ALL), ex-
pression levels of these proteins failed to show any
clinical impact on disease outcome®. In acute mye-
loid leukaemia (AML), a worse response to induction
therapy was associated with increased levels of
Bcl-2 and Bcl-xL, and decreased expression levels of
the proapoptotic Bax'!, but neither Bcl-2 nor Bax nor
Bcl-xL expression had a significant influence on over-
all or disease-free survival'>. Most interestingly,
Bax/Bcl-2 ratio disclosed independent prognostic val-
ue in AML?"". Lower Bax/Bcl-2 ratios were significant-
ly associated with poor-risk cytogenetics, a lower
complete remission rate and a shorter overall survival.
With respect to immunophenotype, increased Bcl-2,
Bcl-xL levels and lower Bax and Bax/Bcl-2 values were
associated with more immature FAB-M0/M1 AML
subtypes and CD34-expressing blasts®.

Caspases

Initiator and effector caspases are critical partici-
pants in both, death-receptor and mitochondrial
apoptotic pathways. Procaspases-2, -3, -7, -8,
and-9 have been reported to be constitutively pre-
sent in primary leukemia cells. Expression levels of
these proteins, as well as of the apoptosome adap-
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tor protein APAF-1, however, did not correlate with
prognostic factors or response to induction therapy
in AML and ALL, and there were no systematic al-
terations in levels of APAF-1 and procaspases at re-
lapse compared with diagnosis'. With regard to
event free survival, contradictory data on the corre-
lation between levels of procaspase-3 and survival
have been reported for patients with AML'>'.

IAP protein family

Of IAP family members studied (XIAP, clAP1 and
2, NAIP and survivin), XIAP expression was signifi-
cantly lower in patients with favorable as compared
with intermediate or poor cytogenetics in AMLE.
There was a trend toward better overall survival in
patients expressing lower amounts of XIAP®. No sig-
nificant difference in remission rate or survival in
AML patients expressing high versus low levels of
surviving were found. However, survivin expression
became an independent negative prognostic factor
for survival when adjusted for established prognostic
factors (cytogenetics, age, and WBC)'".

Death receptors

In normal lymphocytes, expression levels of death
receptors for CD95 and TRAIL ligands have been
found to be increased in activated T- and B-cells,
and to contribute to immune homeostasis and
cell-mediated cytotoxicity. In acute leukemia, consti-
tutive expression of CD95 and, to a lower extent, of
TRAIL receptors have been reported. CD95 expres-
sion levels correlated with an immature AML pheno-
type. However, neither CD95 nor TRAIL receptor ex-
pression showed predictive impact on treatment
outcome in AML or ALL'®16.17,

Apoptotic pathways in acute leukemia:
Functional integrity and clinical impact

Activation of effector caspases

In view of the complex interplay of a variety of pro-
and antiapoptotic molecules, assessment of the func-
tional integrity of apoptosis pathways may represent
a more promising experimental approach. Schimmer
et al'® investigated the functional status of cy-
tochrome c and caspase-8 dependent pathways for ef-
fector caspase activation in AML cells using electro-
poration to introduce apoptogenic proteins into cells.
In a small series of 24 AML patients, simultaneous
blocks in both, the intrinsic and extrinsic pathways
have been found to predict for chemoresistant disease
and decreased patient survival'®.

In order to assess post-mitochondrial pathways
of apoptosis, we have developed a flow cytometric
method for simultaneous detection of mitochondri-
al cytochrome c release and caspase-3 activation, us-
ing a conformation-sensitive cytochrome ¢ antibody
and antibodies specifically detecting activated cas-
pase-3'?. The method proved to detect deficient mi-

tochondrial apoptosis signalling in leukemic blasts
from pediatric ALL patients (N = 67 pts), and identi-
fied the cytochrome ¢-mediated caspase activation
as the most predictive parameter for blast cell per-
sistence at days 8, 15 and 33 of induction therapy
(Meyer et al, manuscript in preparation).

Death receptor signalling

With regard to functionality of extrinsic apoptosis
pathways in acute leukemia, cell lines of leukemia
origin, like Jurkat or HL-60, disclose high sensitivity to
death receptor triggering'®. In contrast, primary ALL
and AML samples have been found to be largely re-
fractory to apoptotic signalling via both, CD95 and
TRAIL receptors'®'®'”. The poor responsiveness to
CD95 could not be explained by genetic alterations
of the CD95 gene, as CD95 mutations were found
to be extremely rare in acute leukemia®®. In several
cases, however, a sensitization to death receptor-in-
duced apoptosis has been observed in blast cells un-
der cytotoxic drug-induced stress conditions, thus in-
dicating a principal therapeutic usage of the death
receptor signalling in the clinical setting’.

Survival cytokine signalling

In normal hematopoiesis, cell survival is a differen-
tiation stage-dependent process strictly controlled
by stromal microenvironment through, e.g., cytokine
receptor signalling which is intimately linked to the
intracellular apoptotic programs of hematopoietic
cells. This linkage may be differentially preserved in
leukemia cells and, therefore, account for differen-
tial response to therapy. Clinical significance of stro-
ma cell dependence has been demonstrated by in-
vestigation of bone marrow stroma-supported cell
recovery in ALL. In these studies, lower recovery rates
were associated with better event free survival and
hyperdiploidy of leukemia blast cells?'.

In T-cell precursor ALL, susceptibility of apoptotic
pathways to survival signalling has been assessed by
investigating in vitro apoptosis modulation by cy-
tokines IL-2, -4, and -7. In particular IL-7, the key reg-
ulator in normal T-cell development, was found to be
a highly potent inhibitor of spontaneous and drug-in-
duced apoptosis by Bcl-2 upregulation in leukemic
blasts?*?*. Classification of a large series of T-cell pre-
cursor ALL samples (N = 130) according to their in
vitro IL-7 responsiveness revealed association of
IL-7 responsive samples with the prognostically favor-
able cortical thymocyte immunophenotype and with
early in vivo therapy response, thus indicating a poten-
tial clinical relevance of the survival signalling in ALL?.

Apoptosis targeting in acute leukemia

Targeting of Bcl-2 protein family

A great deal of effort is currently aimed at develop-
ing novel agents to modulate the expression and func-
tion of Bcl-2 proteins. Strategies involve antisense
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agents directed against Bcl-2 and Bcl-xL mRNA, de-
sign of short peptides inhibiting Bcl-2 function, and
high throughput screening for synthetic and naturally
occuring BH3-mimicking compounds?*. Of these ap-
proaches, antisense therapies directed against
Bcl-2 have progressed to the level of clinical trials for
different types of cancers, including hematological
malignancies. The Bcl-2 antisense molecule, G3139
(also referred to as Genasense), has advanced to
Phase Ill clinical trials in AML, chronic lymphocytic
leukemia and multiple myeloma. Given the synergistic
apoptosis induction by anti-cancer drugs and Bcl-2
antisense molecules observed in vitro and in xenograft
models, most clinical trials combine the antisense

agents with conventional chemotherapy®***.

Targeting for caspase activation

IAP-family members are endogeneous antago-
nists of the caspase activation and, therefore, rep-
resent an attractive target for novel therapeutic
strategies aimed at induction of apoptosis in
drug-resistant cells. Antisense-mediated reductions
in XIAP, clAP1 and survivin, have been demonstrat-
ed to induce apoptosis of tumor cell lines in cul-
ture, or sensitize cells to cytotoxic anticancer drugs,
thus providing an experimental basis for their thera-
peutic application?®. Futhermore, NMR and X-ray
crystallography studies on structural basis of IAP
recognition by the endogenous antagonist of IAPs,
SMAC, have facilitated the design of synthetic pep-
tides that can mimic binding activity of SMAC to
IAP, thereby either triggering apoptosis or enhancing
drug- and TRAIL sensitivity in tumor cell lines in vitro
and in some tumor xenograft models®°.

Sensitization to apoptosis through death-receptor
signalling pathway

Given the tendency of chemoresistant cells to have
defects in their intrinsic pathway, apoptosis induc-
tion via the alternative extrinsic pathway represents
an attractive anti-tumor strategy®. As agonistic anti-
bodies triggering CD95 receptor signalling, are high-
ly toxic to liver, investigations have been focussed
on activation of TRAIL-mediated apoptosis. Several
recombinant versions of death receptor ligand, facil-
itating high-order multimerization of the DR4 and
DRS5 TRAIL receptors, have been described to be well
tolerated even at high doses in non-human primates®.
An additional mechanism to enhance susceptibilty to
death receptor triggering has been suggested by stud-
ies of the naturally occurring triterpenoids and their
synthetic analogues, that trigger a poorly defined
pathway for ubiquitination and degradation of the
caspase-8 binding FLIP protein?*.

Final considerations

Apoptotic mechanisms and their deregulation crit-
ically contribute to malignant cell transformation
and to chemoresistance. In numerous studies, the

expression of individual apoptotic proteins in acute
leukemia cells in the context of the other cell-bio-
logical, immunophenotypic and clinical features has
been addressed. However, most of these studies
failed to demonstrate an independent prognostic
significance of these proteins. Investigation of the
functional integrity of apoptotic and survival path-
ways and their distinct parts of signalling cascades
seems to be a more promising approach to predict
clinical outcome and response to chemotherapy in
leukemia. In addition to their prognostic relevance,
identification of apoptotic pathways and better un-
derstanding of their regulatory mechanisms provide
an experimental basis for the discovery of novel
anti-cancer drugs and offers multiple opportunities
for therapeutic intervention. The apoptosis-target-
ing agents promise to be useful clinically, either by
selectively inducing apoptosis in tumor cells, or by
sensitizing chemoresistant cells to leukemia treat-
ment with conventional cytotoxic agents. At present,
however, efficacy of most of the compounds inter-
fering with apoptosis-resisting mechanisms has been
mainly demonstrated in vitro cell culturing and in an-
imal experimental models. Although clinical phase Il
and Il studies, e.g. with Bcl-2 antisense molecules,
are in progress, it remains to be determined whether
the promising potential of these molecules as cancer
therapeutics will hold-up in the clinical setting.
Moreover, several important issues have not yet been
addressed, including the questions of tissue-specific
and individual patterns of expression of molecular
targets and their changes during therapy. To this
end, high-throughput technologies in genomics and
proteomics offer novel opportunities to investigate
therapy-specific apoptosis regulation and its close
cooperation with signal transduction, cell cycle reg-
ulation and repair mechanisms at the functional lev-
el in individual patients?®.
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COAGULOPATIAS DE LAS VIiAS EXTRINSECA Y COMUN

COORDINADORES: J.A. AZNAR. Falta centro, Valencia
R. PEREZ-GARRIDO. Unidad de Coagulopatias Congénitas HH UU
Virgen del Rocio. Sevilla

Resumen del simposio

En este simposio, en primer lugar, revisaremos los déficit congénitos de la via extrinseca y comtin de la coa-
gulacién. Las formas homozigotas son de escasa prevalencia, entre 1/500.000 y 2.000.000. A diferencia de
lo que sucede con la hemofilia, no han sido tan bien caracterizadas en cuanto a gravedad de la sintomato-
logfa, al defecto molecular implicado y al tratamiento de los episodios hemorragicos.

Son déficit transmitidos, generalmente, de forma autosémica recesiva, siendo homozigotos o dobles he-
terozigotos los pacientes con manifestaciones clinicas relevantes. La mayoria se expresan fenotipicamente
por la reduccién de los factores plasmaticos medidos por métodos funcionales (tipo |). Los defectos cuali-
tativos (tipo Il) son menos frecuentes. Las disfibrinogenemias transmitidas con cardcter autosémico domi-
nante son una excepcion.

Recientemente se han realizado progresos en el estudio de las alteraciones moleculares, aunque no son
empleadas rutinariamente para control genético y diagndstico prenatal. Estas alteraciones son debidas a de-
fectos de ADN en los genes que codifican el correspondiente factor de coagulacién. Las mutaciones suelen
estar distribuidas por todo el gen y existe una relacién entre el genotipo-fenotipo. Como excepciones en-
contramos dos deficiencias: a) déficit combinados de FVIIl y FV, por defecto en los genes que codifican una
proteina relacionada con el transporte intracelular de factores, y b) déficit combinados de los factores vita-
mina K dependientes por alteracién en los genes responsables de enzimas implicadas en las modificaciones
postraslacionales de estos factores y del metabolismo de la vitamina K.

El sintoma clinico comun a estos defectos es el aumento de sangrado durante procederes invasivos o ex-
tracciones dentales, siendo también frecuentes los sangrados por mucosas (epistaxis y menorragias). He-
morragias con compromiso vital, hemartros y hematomas pueden ocurrir en pacientes homozigotos para
déficit de protrombina y factor X. Las deficiencias de factor VII presentan sintomas de severidad variable,
no correlacionados, a veces, con el nivel de factor, estando descrita la hemorragia intracraneal en formas se-
veras. Fendmenos trombdticos han sido asociados con afibrinogenemias y déficit de factor VII.

La administracién del factor deficiente, como en la hemofilia, es el tratamiento fundamental, pero exis-
ten pocos productos especificos y su dosis éptima no esta bien establecida. Asi, deberemos recurrir al plas-
ma fresco congelado en el déficit de factorV, a concentrados protrombinicos o concentrados de factor IX-X
en las deficiencias de protrombina y de factor X, y a concentrados especificos para el déficit de fibrinégeno
y factor VII. El tratamiento profilactico sélo es utilizado en algunas formas severas de déficit de factor X, al-
gunos déficit de fibrinégeno y recientemente en déficit severos de factor VII.

En segundo lugar trataremos los déficit adquiridos de la via comun y extrinseca de la coagulacién. El hi-
gado es el principal 6rgano de sintesis de los factores de coagulaaon la protrombina, y los factores VIl y X
son de sintesis exclusivamente hepatlca y precisan de la accién de la vitamina K para ser funcionales. El fi-
brinégeno y el factor V también se sintetizan en el higado, sin participacién de la vitamina K.

La cirrosis hepatica, las hepatitis, las alteraciones del parénquima hepdtico y las enfermedades infiltrativas
pueden conducir a un déficit en la sintesis de proteinas plasmaticas relacionadas con la hemostasia.

La vitamina K interviene en la sintesis de los factores Il, VII, Xy Xa través de la carboxilacién de los residuos
glutamico de la regic’)n N terminal de la cadena peptl’dica En ausencia de vitamina K, los factores se sinteti-
zan, pero son inactivos. Estados deficitarios en vitamina K se producen: a) por falta de aporte, en alcohdlicos,
en paaentes ingresados en UCl y en recién nacidos; b) por defectos de absorcién, en pacientes con alteraaones
cuantitativas y/o cualitativas de la mucosa mtestlnal, y ¢) por defectos de sintesis, secundarios a farmacos fun-
damentalmente dicumarinicos, aunque otros farmacos como las cefalosporinas también son capaces de inhi-
bir la y-carboxilacién de los residuos glutdmicos de los factores de la coagulacién vitamina K dependientes.

Analizaremos la implicacién de la via extrinseca y comtin de la coagulacién en pacientes con coagulacién
intravascular diseminada. Por ser la generacién de trombina mediada por la unién del factor tisular a su li-
gando, el factor VII, el hecho central en la mayoria de los pacientes.

Por dltimo, abordaremos los déficit adquiridos aislados secundarios a infecciones, neoplasias, hematopa-
tias y a farmacos.
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DEFICIENCIA DE FACTOR VII:
EPIDEMIOLOGIA,

BASES MOLECULARES,
CLINICA Y TRATAMIENTO
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M. QUINTANA, R. CHAVES

Y F. HERNANDEZ-NAVARRO
Centro de Coagulopatias. Hospital Universitario La Paz. Madrid.

Introduccién

El déficit de factor VII (FVII) es una coagulopatia
heredada de forma autosédmica recesiva con una
prevalencia estimada en las formas graves de 0,5 a
1 caso por cada millén'. La deficiencia conocida
desde 1951, es la mas comun dentro de las denomi-
nadas coagulopatias autosémicas recesivas con una
frecuencia del 0,5 al 1% de las deficiencias congéni-
tas (tabla 1)%2.

El espectro de las manifestaciones clinicas es muy
variable, no existiendo una correlacién estrecha entre
los niveles plasmaticos de FVIl y la tendencia hemo-
rragica®. A continuacién se revisaran los conocimien-
tos actuales en la clinica, tratamiento y alteraciones
genéticas ligadas a la deficiencia del FVIl de la coa-
gulacion.

El papel del FVII en la coagulacién

El FVIl es una glucoproteina vitamino-K depen-
diente sintetizada a nivel hepatico con un peso mo-
lecular de 50 kDa. En condiciones fisioldgicas tras
un dafio a nivel vascular, el FVII se une a una protei-
na transmembrana como es el factor tisular (FT),
iniciAndose asi el proceso de la coagulacién. La
unién del FVIl al FT y la subsecuente generacién de
la serinproteasa, el FVlla, conducen a la formacién
del complejo FT-FVlla que inicia la denominada via
extrinseca de la coagulacién. Sin embargo, atn es
desconocido el mecanismo exacto por el cual el FVII
se convierte en FVIla®.

La mayoria del FVII circula a nivel plasmdtico
como una Unica cadena, la forma de cimégeno inac-

Tabla 1. Caracteristicas generales de las coagulopatias
heredadas de forma autosémica recesiva

Deficiencia Prevalencia Gen en el cromosoma

Fibrin6geno 1:1.000.000 4

Protrombina 1:2.000.000 11

FactorV 1:1.000.000 1

Factor V + VIII 1:1.000.000 18

Factor VII 1:500.000 13

Factor X 1:1.000.000 13

Factor XI 1:1.000.000 4

Factor XilI 1:2.000.000 6 (subunidad A)

Y 1 (subunidad B)

tivo, en una concentracién aproximada de 10 nmol/I
(0,5 wg/ml) y una pequefia cantidad (aproximada-
mente entre 10 y 110 pmol/l) circula en la forma
activada de doble cadena, conformada por una ca-
dena ligera y otra pesada®. La conversién de cadena
simple en una doble, se realiza a través de la rotura
de la unién peptidica entre la arginina 152 y la iso-
leucina 153, dando origen a una cadena ligera de
20 kDa y una pesada de 30 kDa.

El inhibidor fisiolégico mdas importante del com-
plejo FT-FVlla es el inhibidor de la via del factor ti-
sular (IVFT). El IVFT forma parte de la familia de in-
hibidores de Kunitz’ con un peso molecular de
32 kDa y una molécula de 276 aminodcidos, circula
en plasma asociado a lipoproteinas en una concen-
tracién baja de 60-180 ng/ml. El IVFT es sintetizado
por los megacariocitos y las células endoteliales, y
la liberacién desde las células endoteliales se ve in-
crementada tanto por la heparina como por varios
agonistas plaquetarios.

Bases moleculares de la deficiencia de FVII

El gen del FVII (F7) se localiza en el brazo largo de
cromosoma 13 en 13934, cercano al gen del fac-
tor X de la coagulacién. El gen F7 tiene una longitud
aproximada de 12 kb de ADN y esta constituido por
nueve exones que sintetizan una proteina madura de
406 aminodcidos (fig. 1). El gen F7 presenta una ho-
mologia en su secuencia de aminodcidos con otras
proteinas vitamino-K dependientes (residuos -17 a
-1), lo que parece tener una importancia esencial
para la gamma-carboxilacién dependiente de vita-
mina K&.

La actividad del FVII en plasma se ve influenciada
por factores genéticos y ambientales. Entre estos dl-
timos destacan la cantidad de grasas en la dieta, el
nivel de triglicéridos en plasma, la edad, obesidad,
diabetes y en mujeres la utilizacién de anticoncepti-
vos. Dentro de los factores genéticos destacan la in-
fluencia de los diferentes polimorfismos del gen F7.
El gen F7 contiene unos seis polimorfismos implica-
dos en la variabilidad de los niveles plasmaticos de
actividad del FVII. Esta variacién se estima que pue-
de llegar a ser hasta de un 30 %.

Los conceptos actuales de inicio y desarrollo del
proceso de la coagulacién han conducido a especu-
lar que la ausencia total de FVIl es incompatible con
la vida. El modelo murino de deficiencia de FVII,
con una ausencia total de factor, apoyan de forma
fehaciente esta hipdtesis. A pesar de que los ratones
se desarrollan durante el periodo fetal a término, fa-
llecen nada més nacer debido a complicaciones he-
morragicas graves a nivel abdominal y del sistema
nervioso central’. En contra de esta hipétesis exis-
ten casos en la literatura médica que avalan la com-
patibilidad con la vida adn con ausencia total FVII
en plasma’®.

La pdgina Web en la cual se hayan incluidas las
mutaciones que afectan al gen F7 (http://euro-
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pium.csc.mrc.ac.uk) tiene registradas algo mds
de 120 mutaciones. La mayoria de ellas afectan a
dominio catalitico, que es codificado por los exo-
nes 6, 7 y 8. Dentro del tipo de mutacién las susti-
tuciones de un Unico nucledtido son las mas fre-
cuentes (tabla 2)°.

Es dificil conocer el mecanismo exacto por el cual
muchas mutaciones producen un determinado fe-
notipo dado que sélo un pequefio niimero de muta-
ciones que afectan al gen del F7 se han podido ex-
presar in vitro. En un intento de conocer y predecir el
efecto de determinadas mutaciones se han desarro-
llado modelos estructurales. A través de estos mo-
delos se pretende conocer como mutaciones que
deberfan estar asociadas a fenotipos graves se com-
portan de forma inexplicada con una tendencia he-
morragica moderada.

Determinacién de los niveles
plasmaticos de FVII

La determinacién de la actividad procoagulante
del FVII (FVII:C) se realiza de forma tradicional me-
diante un método en una etapa dependiente del FT
(tromboplastina). EI FT obtenido de diferentes espe-
cies conduce a una importante variabilidad de la
sensibilidad de la técnica. Para determinacién de
niveles de FVII:C en pacientes con déficit, la utiliza-
cién de una tromboplastina humana parece expre-
sar de forma mas real los niveles de FVII:C, mientras
que un FT extraido de conejo infraestima estos nive-
les y con el uso de tromboplastina de origen bovino
se produce una sobrestimacién de la tasa de FVII:C".
Actualmente existen de forma comercial FT humano
obtenido por tecnologia recombinante, siendo éste
el FT recomendado para el diagnéstico correcto de
niveles bajos de FVII:C'. Existen también métodos
cromogénicos para determinar los niveles de FVII:C,

aunque a diferencia del método coagulativo ha sido
poco validado en el diagndstico de pacientes con
déficit de FVII™2.

Dada la pequefia cantidad de FVII que se convierte
en FVlla en los métodos funcionales, el FVII:C mide
tanto el cimégeno inactivo (FVIl) como el FVlla pre-
formado. Se estima que entre el 8 y el 30% de la acti-
vidad del FVII:C medida en los métodos que utilizan
FT de conejo o bovino es atribuible al FVlla, mientras
que el restante 70 al 92% es debido a su cimégeno™.

Diferentes técnicas han sido desarrolladas para la
determinacién de la concentracién antigénica de
FVII (FVII:Ag). Los antiguos electroinmunoensayos
y radioinmunoensayos han sido sustituidos en la
rutina por métodos basados en técnicas de ELISA
(andlisis de inmunoabsorcién ligado a enzimas).
En comparacién con los niveles de FVII:C, los pa-
cientes son descritos como casos con cantidades

Tabla 2. Mutaciones del gen del F7

Casos descritos

Localizacion de la mutacion

Regién promotora 6
Regidn pre-pro-péptido 9
Dominio Gla 7
Dominio EGF-1 9
Dominio EGF-2 10
Regién activacién 8
Dominio catalitico 61
Tipo de mutacion

Mutacién en promotor 6
Mutacidn regién unién 17
Mutacidn sin sentido 6
Mutaciones puntuales 77
Inserciones/deleciones 14
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Tabla 3. Manifestaciones clinicas més frecuentes
en la deficiencia de FVII en orden decreciente
de frecuencia

Metrorragias

Epistaxis

Sangrado postextraccién dental
Hemartrosis

Equimosis

Hematomas musculares

Hematuria

Sangrado en sistema nervioso central
Melena

de FVII:Ag: VII- (CRM- o disminuidas), VIIR (balan-
ceadas) y VIl + (CRM + o aumentadas). Los casos
VIl + son debidos a mutaciones puntuales que cau-
san sintesis de una cantidad normal de proteina
con funcién procoagulante disminuida. En algunas
variantes genéticas el nivel antigénico de FVIl es nor-
mal o por encima de la normalidad a pesar de una
cantidad indetectable o muy baja de FVII:C. La ra-
tio del FVII:Ag/FVII:C ha sido utilizada para la esti-
macién del riesgo de portador de la mutacién™.

La determinacién directa de FVIla puede ser dtil en
aquellos casos en los existen discrepancias entre
FVII:Cy FVII:Ag, debidas a la activacién del FVII. Un
primer método de determinacién utilizaba una mo-
lécula mutada de FT dando origen a un FT soluble
incapaz de promover la conversién de FVIl a FVlla,
pero con capacidad de cofactor para FVlla en el
método coagulativo en una etapa'®. Un segundo
método de determinacién de FVlla se basa en mé-
todos inmunolégicos utilizando un anticuerpo con
alta especificidad para FVlla. Se han descrito discre-
pancias entre ambos métodos a la hora de medir los
niveles endégenos basales de FVlla en plasma. La ra-
z6n para esta discrepancia no es conocida, pero la
lectura que se extrae de estos resultados es la exis-
tencia de trazas demostrables de FVlla en el plasma
en condiciones normales.

Manifestaciones clinicas

Un aspecto fundamental que caracteriza la clinica
de la deficiencia de FVIl es la pobre relacién entre ni-
veles plasmaticos de factory la aparicién de com-
plicaciones hemorragicas. Asi como en la hemofilia
en la que los niveles residuales de FVIII y FIX consti-
tuyen un pardmetro que permite predecir la apari-
cién de clinica hemorragica tanto espontdnea como
producida tras trauma o cirugfa, en el caso de la de-
ficiencia de FVII estd relacién no es tan estrecha,
existiendo en la literatura especializada pacientes
con niveles plasméticos inferiores al 2% con total
ausencia de clinica hemorrégica™"". A juzgar por las
descripciones de diferentes autores en la literatura
médica se debe asumir que la aparicién de sangrado
es dificil de que aparezca, inclusive en cirugia, con
niveles de FVII:C superiores al 15%'"1®.

Otro aspecto interesante de la clinica de la deficien-
cia de FVIl es el amplio espectro de la localizacién de
las hemorragias. En la tabla 3 quedan reflejadas las
manifestaciones hemorragicas mas frecuentes de los
pacientes con deficiencia de FVII.

Diagnéstico de la deficiencia de FVII

El diagnéstico de la deficiencia de FVII se inicia en
un varén o mujer con clinica de equimosis, epistaxis
repetidas, sangrado tras extracciones dentales, o san-
grado musculosquelético o debido a deteccién de un
tiempo de protrombina alargado. El paciente tipo
con déficit de FVII presenta un alargamiento del tiem-
po de protrombina que corrige tras la mezcla 1:1 con
plasma normal. El tiempo de cefalina y otros tests de
coagulacién son normales. Si se detecta de forma re-
petida una disminucién de los niveles de FVII:C con
determinacién de FlI:C, FX:Cy fibrinégeno funcional
normal, el paciente es diagnosticado de deficiencia de
FVII. El estudio de otros miembros de su familia en
primer grado puede identificar otros pacientes homo-
zigotos con los mismos niveles que el paciente y fa-
miliares heterozigotos con niveles mas elevados de
FVII pero con valores inferiores a la normalidad, con-
firmando asi el cardcter hereditario de la deficiencia
de FVII. Otros andlisis a realizar en estos pacientes es
la estimacién del nivel de FVII:Ag'.

Deficiencia adquirida de FVII

La deficiencia adquirida de FVII se observa en dife-
rentes patologias pero sobre todo en aquellas en las
cuales existe una enfermedad hepdtica subyacente
o de utilizacién de anticoagulantes orales (antago-
nistas de la vitamina K). Aunque de forma extrema-
damente infrecuente se han descrito casos de defi-
ciencia adquirida de FVII debido a la aparicién de
autoanticuerpos debido a neoplasia, autoinmuni-
dad o fairmacos'’.

Trombosis y deficiencia de FVII

Un dato afiadido al amplio espectro clinico de
sangrado en los pacientes con déficit de FVII, es la
descripcién de diferentes casos de trombosis asocia-
dos a la deficiencia. Se ha especulado con la posibi-
lidad de que los pacientes con deficiencia de FVII
produzcan una proteina de FVII que es incapaz de
unirse al IVFT, uno de los inhibidores fisiolégicos de
la coagulacién mas importantes®. En un reciente es-
tudio realizado se demuestra que no existe de for-
ma especifica un fenotipo de FVII o de mutacién
tendente a la trombofilia en los pacientes con defi-
ciencia de FVIl y fenémenos trombdticos. Asimismo
se observa que la deficiencia grave de FVII no ofrece
una proteccién frente a fenémenos trombéticos
asociados a factores de riesgos, como la cirugfa o
tratamiento sustitutivo. Esta es la razén por la cual
se debe valorar de forma precisa la necesidad y dosis
del tratamiento sustitutivo en cirugia de los pacien-
tes deficientes en FVII'8,
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Manejo de los episodios hemorragicos

No existen recomendaciones especificas en el tra-
tamiento de la deficiencia de FVII. En casos de ni-
fios y pacientes adultos no tratados previamente
con deficiencia moderada-grave, el factor Vlla re-
combinante (rFVlla) es probablemente la opcién

terapéutica de eleccién®.

Aspectos farmacocinéticos de la deficiencia de FVII

La vida media del FVII es de aproximadamente de
unas 5 h, pero en caso de sangrado puede ser menor
de 3 h. A diferencia de otros trastornos hemorrdgicos
congénitos como la hemofilia A o B en los cuales son
necesarios niveles elevados de factor en plasma para
obtener una hemostasia adecuada, en los pacientes
con deficiencia de FVII necesitan un nivel superior
0,10-0,15 unid/ml para obtener hemostasia incluso
en casos de cirugfa. El tratamiento sustitutivo puede
realizarse con plasma fresco congelado, concentrado
de complejo protrombinico con suficientes cantidades
de FVII, concentrados de FVIII plasmético o rFVIIa®®!.

Plasma fresco congelado

La cantidad de FVII contenido en plasma al igual
que el resto de los factores de la coagulacién es por
definicién de 1 U/ml. A pesar de que el plasma ha
sido utilizado durante muchos afios como trata-
miento de los episodios hemorrdgicos en pacientes
deficientes de FVII existe poca informacién en rela-
cién con su eficacia'’. Las desventajas de su utili-
zacién son la vida media corta del FVII que con-
diciona la administracién repetida de plasma, la
dificultad de administracién de forma rapida para
detener hemorragias graves y problemas relaciona-
dos con la sobrecarga de volumen asociada a la
transfusién de plasma. Por otro lado, las técnicas
utilizadas en la inactivacién viral del plasma, como
el tratamiento con azul de metileno, condicionan
una disminucién en la concentracién de diferentes
factores de coagulacién contenidos en el plasma.
Esto hace que los niveles de FVII del plasma sean
sensiblemente inferiores a la unidad por mililitro.

Concentrados del complejo protrombinico

Los concentrados del complejo protrombinico
contienen FVII como parte integrante del complejoy
han sido utilizados en el control de episodios he-
morrdgicos de los pacientes deficientes de FVII. La
cantidad de FVII contenido en estos preparados es
diferente, por ello debe prestarse atencién a la con-
centracién de FVIl indicada en el prospecto del pro-
ducto a utilizar. Muchos de los concentrados utiliza-
dos presentan cantidades activadas de FVII, FIXy FX
y es por lo que se recomienda su uso con especial
precaucién dado que han sido descritas en |a litera-
tura médica cuadros de trombosis arterial y venosa
asociadas con su uso. Por ello no se recomienda su
administracién en pacientes con hepatopatia, en ca-

sos de grandes traumatismos y en neonatos®.

Concentrados de FVII

Diferentes tipos de concentrados de FVII han sido
utilizados de forma eficaz en el control de los episo-
dios hemorragicos de los pacientes deficientes de
FVII o como profilaxis durante cirugia. A pesar de su
utilizacién, no existe un consenso en las dosis 6pti-
mas a utilizar, con buenos resultados publicados con
una amplia variedad de dosis. En cirugia se han des-
crito dosis que varian entre 8 a 40 U/kg cada 4-6 h
durante 10 dfas'. Sin embargo se acepta de forma
general, que se deben mantener niveles de FVII:C su-
periores a 0,2 U/ml durante procedimientos quirtr-
gicos mayores y realizar una monitorizacién cautelosa
para evitar niveles valle demasiado bajos y especial-
mente niveles pico elevados con el objeto de prevenir
la aparicién de complicaciones trombéticas®. Con-
centrados de FVII han sido también utilizados de
forma eficaz en la profilaxis de episodios hemorragi-
cos en nifios con deficiencia grave de FVIl a dosis en-
tre 10-50 U/kg. de una a tres veces en semana. Aun-
que esta pauta parece del todo ilégica si tenemos en
mente la vida media tan corta del FVII, en |a practica
parece ser eficaz'’.

FVII activo recombinante (rFVlla)

Diferentes estudios han demostrado que rFVlla es
un tratamiento seguro en |los pacientes con deficien-
cia de FVII2%24 Actualmente, su préxima su auto-
rizacién por parte de las autoridades sanitarias
europeas como indicacién de su uso en la deficien-
cia de FVIl y a la luz de las diferentes experiencias
clinicas, convierten al rFVlla en la alternativa tera-
péutica de eleccion en el tratamiento de los pacien-
tes con deficiencia de FVII.

La experiencia mayor descrita proviene de Maria-
ni et al*?, donde un total de 17 pacientes la mayoria
con deficiencia grave de FVII (< 0,01 U/ml) fueron
tratados con rFVlla. De estos 17 pacientes, siete fue-
ron sometidos a procesos quirlirgicos mayores y
15 presentaron hemartrosis. La dosis utilizada varié
desde 9,09 a 70,59 pg/kg, con una dosis media de
20 pg/kg. En el grupo de las hemartrosis, 15 de ellas
fueron tratadas con una Unica dosis de rFVlla, con
buenos resultados en todas excepto uno de los epi-
sodios. Mas de una dosis necesitaron cuatro de la
hemartrosis, pero el tratamiento fue considerado sa-
tisfactorio. En este estudio un total de 7 procesos
quirurgicos fueron tratados con rFVlla sin objetivar-
se complicaciones hemorrdgicas. La dosis de rFVlla
fue administrada cada 2-3 h en las primeras 24 hy
posteriormente cada 3-8 h durante el periodo post-
operatorio hasta que se considerd que el riesgo de
sangrado habia disminuido. Otros grupos han des-
crito la eficacia de la utilizacién de rFVlla en diferen-
tes episodios hemorrdgicos?®?, en general una dosis
de 20-25 pg/kg cada 4-6 h parece ser eficaz en el
tratamiento de los episodios hemorragicos y la pro-
filaxis quirdrgica®. En cuanto a la duracién de la ad-
ministracién depende de la indicacién del trata-
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miento, aunque algunos episodios pueden necesitar
una uUnica administracién. Los pacientes con dosis
de 20 pg/kg cada 6 h, esta pauta produce niveles
pico de FVII plasmaticos de 4,3 a 8,3 U/ml con ni-
veles valle de 0,3 U/ml3. En un caso de utilizacién
de dosis accidentales suprafisioldgicas se ha asocié
a la aparicién de anticuerpos frente al FVII.

Es importante destacar que en nifios y mujeres
gestantes el rFVlla presenta un aclaramiento mayor
por lo que en estas situaciones se necesitarian ad-
ministraciones mas frecuentes o la utilizacién de in-
fusién continua. Probablemente en estas situaciones
en las cuales se requiere una administracién mas fre-
cuente de rFVlla, el modo de administracién més
adecuado sea la infusién continua?.

Asimismo es de destacar la reciente publicacién de
su utilizacién en profilaxis de los episodios hemorra-
gicos de los pacientes con deficiencia de FVII, que
es capaz de controlar las complicaciones hemorragi-
cas de estos pacientes a pesar de su vida media tan
corta, con administraciones 2 o 3 veces semanales
por un mecanismo de accién ain no aclarado®*.

Consideraciones finales

La deficiencia congénita de FVII es una coagulopa-
tia heredada de forma autosémica recesiva con una
frecuencia estimada de 1 caso cada 5.000.000, lo
que la convierte en la coagulopatia més frecuente de
las denominadas autosémicas recesivas con una fre-
cuencia del 0,5 al 1% de las deficiencias congénitas.
La clinica es heterogénea y sin una estrecha relacién
con los niveles plasmaticos de FVII:C, aunque niveles
superiores a 0,10-0,15 U/ml no suelen estar asocia-
dos a complicaciones hemorrdgicas y permiten una
cirugia segura. El diagndstico de la deficiencia de
FVII se realiza en un varén o mujer con clinica he-
morragica o debido a deteccién de un tiempo de
protrombina alargado que corrige tras la mezcla
1:1 con plasma normal y con el tiempo de cefalinay
otros tests de coagulacién normales. La deteccién de
una disminucién de los niveles de FVII:C con determi-
nacién de FII:C, FX:C y fibrinégeno funcional normal
confirman el diagnéstico de deficiencia de FVII. En el
manejo terapéutico de los episodios hemorragicos y
en la profilaxis quirdrgica se han utilizado diferentes
alternativas, pero en el momento actual el factor Vlla
recombinante es probablemente el tratamiento de
eleccién en los pacientes con deficiencia de FVII.
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DIATESIS HEMORRAGICAS DE
LAS DEFICIENCIAS CONGENITAS

DE LOS FACTORES I, VY X

A.R. Cip, S. HAYA, P. CAsARA, J.A. AZNAR
Unidad de Coagulopatias Congénitas.
Hospital Universitario La Fe. Valencia.

Introduccién

La hemostasia sanguinea comprende un conjunto
de mecanismos que posibilitan el control de la pérdi-
da sanguinea tras la lesién de un vaso y al mismo
tiempo, una vez restaurada la integridad del vaso, per-
miten el control de la propagacién del codgulo por
mecanismos anticoagulantes. La funcién del control
del sangrado se lleva a cabo por el mecanismo de he-
mostasia primaria, en el que desempefian un papel
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primordial las plaquetas y el factor Von Willebrand y
posteriormente por la accién de los distintos factores
de la coagulacién hasta la formacién de fibrina.

El esquema clasico de coagulacién por el que la
activacién de la via comun se podia alcanzar tanto
por la via intrinseca como extrinseca de forma inde-
pendiente, se ha mostrado insuficiente para expli-
car los procesos de coagulacién, y se ha demostrado
la interaccidén de las dos vias y la importancia de las
superficies celulares’. Sin embargo, hoy en dfa se si-
gue considerando que uno de los pasos mas impor-
tantes en el conjunto de los procesos de coagulacién
sanguinea es la formacién de trombina.

La formacién de trombina se suele producir inicial-
mente a partir de la accién de la via extrinseca (com-
plejo factor tisular-factor VIl activado [FT-FVIla]). Las
pequefias cantidades de trombina asf formadas, ac-
tda sobre los factores V, VIl y XI (FV, FVIIl y FXI)
activdndolos y produciendo un mecanismo de am-
plificacién en la generacién de trombina. La trom-
bina generada en mayores cantidades posibilita la
transformacién del fibrinégeno en fibrina.

En ambos momentos del proceso de formacién de
trombina interviene la conocida via comun de la
coagulacién. La formacién de trombina se produce
a partir de su precursor la protrombina o factor I
(FIl) de la coagulacién. La protrombina precisa de la
accién del factor X (FX), el cual es activado tanto a
partir de la via extrinseca como la intrinseca de la
coagulacién. Cuando el factor X activado (FXa) inte-
racciona con del factor V activado (FVa), fosfolipi-
dos y calcio, formando el denominado complejo
protrombinasa, la formacién de trombina se produ-
ce mds rapidamente que cuando sélo actuia el FXa.

Las deficiencias de los factores de coagulacién que
intervienen en la via comun de la coagulacién pue-
den conllevar un problema hemorrdgico, en algu-
nos casos grave. Trataremos las deficiencias congé-
nitas de estos factores de la coagulacién.

Deficiencia congénita del FlI
de la coagulacién o protrombina

La deficiencia congénita de la protrombina o Fll
fue sospechada inicialmente en 1947 y posterior-
mente descrita en 1955y 1962 por Quick?. Se trata
de una de las deficiencias congénitas de factores de
coagulacién menos frecuentes. Dentro de las defi-
ciencias de la protrombina podemos distinguir la hi-
poprotrombinemia en la que tanto la molécula de
protrombina como su funcién se encuentran dismi-
nuidas, y la disprotrombinemia que es un defecto
funcional caracterizado por la discrepancia entre la
cantidad de molécula y su funcionamiento.

La protrombina es una glucoproteina de unos
71.600 Da de peso moleculary una composicién co-
nocida de 579 aminodcidos. Es sintetizada en el he-
patocito en presencia de vitamina Ky tiene una vida
media larga, de aproximadamente 70 h. Estd com-
puesta por cinco dominios: el propétido, el domi-

nio Gla, dos dominios “Klingle” 1y 2 y una zona ca-
talitica o sitio activo®.

La protrombina es activada por el FXa en la su-
perficie de las plaquetas activadas en presencia de
FVy calcio. Cuando acttia el complejo protrombi-
nasa se produce inicialmente la escisién de la unién
peptidica Arg320-lle321 produciendo meizotrom-
bina. Esta es posteriormente escindida en la unién
Arg271-Thr272 generando el fragmento 1.2y la
a-trombina que es la enzima activa. El proceso es
diferente cuando sélo actua el FXa. Inicialmente se
produce la escisién en la unién peptidica Arg271-
Thr272 produciendo el fragmento 1.2y la pretrom-
bina 2. La escisién en la unién Arg 320-11e321 en la
pretrombina 2 produce dos cadenas una de 49 resi-
duos (cadena A) y otra de 259 residuos (cadena B).
La trombina escinde su cadena A en la Arg284 ge-
nerando la forma estable de a-trombina®.

Las deficiencias de la protrombina siguen un pa-
trén de herencia autosémico recesivo. Como hemos
comentado los defectos de la protrombina pueden
dividirse en hipoprotrombinemia o deficiencia de la
protrombina tipo 1y disprotrombinemia o deficien-
cia de la protrombina tipo 2. Ambas pueden ser de-
ficiencias homozigotas o hererozigotas. Ademds en
la disprotrombinemia, podemos encontrar casos de
heterozigotos dobles o compuestos (asociacién en-
tre dos alteraciones diferentes que causan dispro-
trombinemia o entre una alteracién de este tipo jun-
to con otra que causa hipoprotrombinemia)’. En la
tablas 1y 2 se muestran distintos casos publicados
en la literatura especializada.

El diagnéstico se puede sospechar con los tests ru-
tinarios de laboratorio ya que tanto el tiempo de

Tabla 1. Distintas hipoprotrombinemias homozigotas
comunicadas en la literatura médica

Referencia Ado  N.de casos Sexo
Quick et al 1947 1 \%
Van Creveld 1954 6 4V;2M
Borchgrevinck et al 1959 1 M
Josso et al 1962 1 \Y
Livingstone and Johstone 1963 1 \%
De Bastos et al 1964 3 2V;1M
Girolami et al 1969 1 M
Kattlove et al 1970 2 1V;1M
Girolami et al 1970 1 \%
Girolami et al 1970 1 \Y
Ikkala et al 1971 1 M
Nemerson 1972 1 \%
Baudo et al 1972 1 \Y
Pifia-Cabral et al 1973 1 \Y
Gill et al 1978 1 M
Montgomery et al 1978 1 \%
Valls de Ruiz et al 1987 1 M
Poort et al 1994 6 4V;2M
Akhavan et al 2000 10 6 M;4Vv

V: vardn; M: mujer.
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Tabla 2. Distintas disprotrombinemias descritas en la literatura médica

Referencia Nombre Afio Genotipo Sexo
Shapiro et al Cardeza 1969 Heterozigoto -
Josso et al Barcelona 1971 Homozigoto/heterozigoto 4V;2M
Girolami et al Padua 1974 Heterozigoto 4V;1T™M
Kahn et al Brussels 1974 Homozigoto/heterozigoto 4V;1T™M
Shapiro et al San Juan 1974 Heterozigoto compuesto 5V;2M
Girolami et al Molise 1978 Heterozigoto compuesto -
Owen et al Quick 1978 Heterozigoto compuesto ™
Bezeaud et al Madrid 1979 Homozigoto/heterozigoto 2M/2V
Henriksen el al Quick 1987 Heterozigoto compuesto -

Poon et al Birminghan |, Il 1979-1981 - -
Montgomery et al Denver 1980 Homozigoto/heterozigoto 2V; 1M
Weinger Houston 1980 - 1A%
Smith et al Gainesville 1981 Heterozigoto 2M
Josso et al Metz 1982 Heterozigoto compuesto 9IM;3V
Rubio et al Habana 1983 Heterozigoto compuesto 3V;1M
Board et al Camberra 1983 - -
Bezeaud et al Salakta 1984 Homozigoto TM;1V
Huisse et al Clamart 1985 Heterozigoto 2M
Rocha et al Segovia 1986 Homozigoto/heterozigoto 2V;1IM
Ruiz-Saez et al Perija 1986 Homozigoto/heterozigoto 2V;2M
Dumont et al Poissy 1987 Homozigoto/heterozigoto 2V;2M
Miyata et al Tokushima 1987 Heterozigoto -

Lutze et al Magdeburg 1989 Heterozigoto 4V;3M
Morishita et al Himi 1991 Homozigoto/heterozigoto 3M; 1V
Miyata et al Obihiro 1995 Homozigoto 1A%
Friezner et al Frankfurt 1995 Homozigoto/heterozigoto 2V;2M
O’Marcaigh et al Corpus Christi 1996 Heterozigoto compuesto 2V;1™M
O’Marcaigh et al Dhahran 1996 Homozigoto/heterozigoto SM;3V
Henriksen et al Greenville 1998 Heterozigoto v

Vi varon; M: mujer.

protrombina (TP) como el tiempo de tromboplasti-
na parcial activado (TTPA) se encuentran alargados
junto con un tiempo de trombina (TT) normal. Pos-
teriormente se realizan tests especificos para detec-
tar esta deficiencia. Se pueden utilizar técnicas para
determinar la actividad funcional de la proteina
como son los métodos de coagulacién en uno o dos
tiempos o métodos cromogénicos. Junto a éstos
también hay métodos que emplean como agentes
activados diferentes venenos o estafilocoagulasa. En
algunas disprotrombinemias estos dltimos tests
pueden ser normales. Los andlisis inmunoldgicos
revelardn valores mayores de proteina que su fun-
cién en las disprotrombinemias y similares a los va-
lores funcionales en la hipoprotrombinemia. Los
pacientes homozigotos con hipoprotrombinemia
presentan una actividad y un nivel antigénico por de-
bajo del 10%. En los heterozigotos los niveles se si-
tdan entre un 40-60 %. En los pacientes con dispro-
trombinemias la actividad en los homozigotos o
heterozigotos compuestos se encuentra entre un
1-20%, mientras que en los heterozigotos esta alre-
dedor del 50 % con niveles antigénicos normales®?.

El diagnéstico diferencial debe realizarse bésica-
mente con las deficiencias de vitamina K como la en-
fermedad hemorragica del recién nacido, malabsor-

cién, tratamiento o intoxicacién con dicumarinicos y
similares y la enfermedad hepdtica. En raras ocasiones
se objetiva la presencia de anticuerpos contra la pro-
trombina en pacientes con anticoagulante lGpico®.

El gen de la protrombina se encuentra en el cromo-
soma 11y contiene 14 exonesy 13 intrones. Algunas
mutaciones en las hipoprotrombinemias han sido de-
tectadas como una mutacién missense con sustitu-
cién de un aminodcido o deleciones de nucledtidos
como se muestra en la tabla 3. Las mutaciones des-
critas en disprotrombinemias son recogidas en la ta-
bla 4. Sefialar que un polimorfismo (sustitucién de G
por A en posicién 2021 de la regién 3'-UT) ha sido
asociado a niveles incrementados de protrombina y
a un aumento de la incidencia de trombosis*”’.

Clinicamente los pacientes homozigotos para hi-
poprotrombinemia suelen presentar manifestacio-
nes hemorrdgicas, mas frecuentemente en forma de
epistaxis, hematomas y equimosis, hemorragias en
tejidos blandos y sangrado postoperatorio. En las
mujeres son frecuentes las metrorragias y menorra-
gias y el sangrado posparto. Aunque menos frecuen-
temente también se han descrito hemartros y he-
morragias cerebrales. Los pacientes heterozigotos
para hipoprotrombinemia suelen ser asintomati-
cos, aunque se han descritos problemas hemorragi-
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cos tras extracciones dentales y cirugia. En el caso de
las disprotrombinemias la clinica hemorragica es
mds variable y los niveles de proteina no se correla-
cionan claramente con la clinica. Incluso hay descri-
tas ciertas disprotrombinemias con niveles funcio-
nales de protrombina disminuidos que no presentan
clinica hemorréagica®>.

El tratamiento actual de esta deficiencia se realiza
con la administracién de plasma fresco congelado
(PFC) o concentrados de complejo protrombinico
(CCP). El minimo nivel plasmatico hemostético suele
situarse en torno al 20 U/dl de Fll, pero éste puede ser
variable sobre todo en las disprotrombinemias. Si uti-
lizamos PFC, dada la vida media larga de este factor,
se puede administrar una dosis inicial de 10-20 ml/kg
seguido de 3 ml/kg cada 24 h. Los CCP presentan
cantidades variables de varios factores de la coagula-
cién (11, V11, IXy X). Este producto tiene ciertas venta-
jas sobre el PFC ya que con voliimenes menores po-
demos conseguir una buena accién hemostética. La
dosis se debe calcular de forma individualizada, te-
niendo en cuenta la deficiencia del paciente y que va-
lores queremos alcanzary la recuperacién in vivo del
factor. Posteriormente es aconsejable la monitoriza-
cién de los niveles de Fll para ajustar el tratamiento.
Con el uso de este producto se han descrito compli-
caciones tromboembdlicas por lo que siempre hay
que buscar la minima dosis terapéutica®.

Deficiencias congénitas del FV
de la coagulacién

Quick fue el primer autor que sospechd la existen-
cia de un factor en plasma necesario para la con-
versién de la protrombina en trombina. Owren®, en
1943, lo identificé, denomindndolo FV de la coagu-
lacién por ser el quinto factor descubierto.

La deficiencia grave del FV es una enfermedad he-
morragica rara con una frecuencia en torno a 1 en
1.000.000. La deficiencia de este factor sigue una
transmisién autosémica recesiva. Pacientes con de-
ficiencia congénita del FV de la coagulacién pueden
ser divididos en tres grupos: los que presentan tan-
to una actividad funcional como antigénica inde-
tectables, los que presentan una disminucién de am-
bas y los pacientes con niveles antigénicos mayores
que la funcién de la molécula®.

El FV es una glucoproteina de 330.000 Da sinteti-
zada en los hepatocitos y megacariocitos. Sobre un
75% circula en la sangre como una molécula precur-
soray el 25 % restante se encuentra almacenado en
los granulos a de las plaquetas®.

Tras la secrecién, el FV circula como un polipép-
tido con baja actividad procoagulante. La conver-
sién del FV a su forma activa (FVa) se produce a
través de la accién de la trombina y/o del FXa por
la escisién de 3 residuos arginina (Arg 709, Arg
1018 y Arg 1545). El FVa acttia como cofactor del
FXa que junto con fosfolipidos forman el complejo
protrombinasa. En presencia de iones calcio, el

Tabla 3. Defectos moleculares en hipoprotrombinemias
congénitas

Referencia Aiio Defecto molecular
Iwahana et al 1992 4177insT
Poort et al 1994 Y44C
O’Marcaigh 1996 Q541X
Tamari et al 1997 7248-7249delG
Poort et al 1997 C138Y
Poort et al 1997 W357C
Poort et al 1998 WS569X
Poort et al 1998 1261C>G
Akhavan et al 2000 R1Q
Akhavan et al 2000 R2W
Akhavan et al 2000 D118Y
Akhavan et al 2000 R220C
Akhavan et al 2000 S354R
Akhavan et al 2000 R538C
Akhavan et al 2000 301-302delK
Akhavan et al 2003 20062-20063delGT

Tabla 4. Defectos moleculares en disprotrombinemias
congénitas

Variante/referencia Defecto molecular
Barcelona/Madrid/Obihiro R271C
Padua/Dhahran R271H
Molise/Tokushima R418W
Quick I/Corpus Christi R382C
Quick Il G558V
Salakta/Frankfurt E446A
Himi | M337T
Himi Il R388H
Camberra E157L
Greenville R517Q
Segovia G319R
Tamari et al R340W
Akhavan et al G330S
Akhavan et al R382H
Denver Q300K
Denver Q309K
Sun et al K556T
Akhavan et al H562R

complejo protrombinasa, posibilita la conversién
de la protrombina en trombina. Esta reaccién es
300.000 veces méas rdpida con respecto a la reac-
cién que se produce cuando actda sélo el FXa. La
contribucién fundamental del FVa en el complejo
protrombinasa es la retencién del FXa en la super-
ficie de la membrana celular, incrementando su
afinidad por los fosfolipidos de la bicapa. La pro-
tefna C activada (PCA) se une al FVa de forma
competitiva con el FXa y lo escinde en tres residuos
arginina (Arg 306, Arg 506 y Arg 679) produciendo
su inactivaciéon. La plasmina también inactiva la
molécula de FVa por la accién en cuatro uniones
peptidicas (Lys 309, Lys 310, Arg 313 y Arg 348).
La molécula de FV no activada contribuye al au-
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Tabla 5. Defectos moleculares en deficiencias congénitas del factor V

Referencia Afio Genotipo Defecto molecular
Murray et al 1995 Homozigoto A221V
Guasch et al 1998 Homozigoto 1303X
Montefusco et al 2000 Homozigoto 2833-2834del
Van Wijk et al 2001 Heterozigoto compuesto 1130-1139del, Y1702C
Homozigoto 4291-4294del
Homozigoto Q773X
Heterozigoto K310X
Heterozigoto C585R
Castoldi et al 2001 Homozigoto Y1702C
Heterozigoto compuesto Y1702C, desconocida
Xie et al 2001 Homozigoto 1763A>C
Van Wijk et al 2001 Homozigoto/homozigoto 3571C > T (FV Leiden)
Schrijver et al 2002 Homozigoto 1701G > T (E498X)
Schrijver et al 2002 Homozigoto R2074H
Bossone et al 2002 Homozigoto R2074C
Ajzner et al 2002 Heterozigoto compuesto 2952delT, 5493insG
Fuetal 2003 Heterozigoto compuesto G392C, 4887-8delG
Hou et al 2003 Heterozigoto 675delA
Montefusco et al 2003 Heterozigoto compuesto T1702C, R1606X
Heterozigoto compuesto V1813M, R712X
Heterozigoto compuesto 5127-5128insA,
C472G
Homozigoto W1854X
Homozigoto Y1702C
Heterozigoto compuesto R1002X, 6122-6123ins
Duga et al 2003 Homozigoto R2074C
Asselta et al 2003 Homozigoto P2070L
(Mutacién de Mary)*
Asselta et al 2003 Homozigoto IVS19 + 3A>T
Fuetal 2004 Homozigoto IVS8-2A > G

Heterozigoto compuesto

2238-9delAG, G2079V

*Primera paciente descrita por Owren.

mento de la inactivacién del FVIlla por la accién
del complejo PCA/proteina S'°.

La molécula de FV es estructural y funcionalmen-
te similar al FVIII. Las dos proteinas comparten la es-
tructura de los dominios A1-A2-B-A3-C1-C2. Su ac-
tivacién conlleva la pérdida del dominio B. El FVa
estd compuesto por una cadena pesada de 105 kDa
(A1-A2) y una ligera de unos 74 kDa (A3-C1-C2)"".

El diagnéstico de la deficiencia de este factor se
sospecha, al igual que en la deficiencia de protrom-
bina, ante un alargamiento del TPy TTPA, que se
corrigen con la adicién de plasma normal absorbi-
do, con un TT normal. Posteriormente se confirma
la deficiencia de este factor con tests de coagulacién
para medir su funcién coagulante y técnicas inmu-
nolégicas para detectar la molécula. Un 25 % del
total del FV se encuentra almacenado en las plaque-
tas y aunque los estudios de funcionalidad plaque-
taria en estos pacientes son normales, hasta un ter-
cio pueden presentar un tiempo de hemorragia
prolongado. Algunos pacientes con déficit de FV
pueden presentar inhibidores los cuales se pueden
detectar por que no se corrigen o se prolongan el
TPy el TTPA tras mezclar plasma del paciente con
plasma normal®.

El diagnéstico diferencial se debe establecer prin-
cipalmente con las deficiencias adquiridas por la
presencia de autoanticuerpos, habitualmente aso-
ciados a enfermedades (carcinomas, pancreatitis,
tuberculosis pulmonar, etc.), presentdndose menos
frecuentemente de forma idiopatica. Se han descrito
anticuerpos inhibidores contra el FV y la trombina
en pacientes que reciben trombina bovina tépica ya
que esta trombina puede estar contaminada con FV
bovino. En hepatopatias graves o en la coagulacién
intravascular diseminada también existen niveles dis-
minuidos de FV normalmente asociados a descenso
de otros factores de la coagulacién®.

El gen del factor V se localiza en el cromosoma 1y
posee 25 exones. Desde 1995 se han comunicado nu-
merosas mutaciones presentadas en la tabla 512,

Un polimorfismo en el gen del FV que conlleva la
sustitucion de arginina 506 por glutamina en la molé-
cula, es conocido como FV Leiden. Este es un punto
de escisién por la PCA, por lo que los pacientes con
este polimorfismo presentan una inactivacién del FV
Leiden por la PCA 10 veces inferior que el FV normal,
siendo los individuos heterozigotos y sobre todo los
homozigotos mds propensos a sufrir problemas
trombéticos. El haplotipo HR2, caracterizado por la
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mutacién histidina 1299 arginina en la molécula de
FV, presentan una resistencia leve a la PCA por alte-
racién de la escisién en la Arg 506 y la Arg 306 y un in-
cremento del riesgo de trombosis venosa. Reciente-
mente se ha publicado que pacientes con FV HR2 y
otra alteracion del FV, tanto el FV Leiden como defi-
ciencias de FV, aumentan su riesgo trombdtico'®'>.

Clinicamente los pacientes con niveles de FV infe-
riores al 1% suelen presentar problemas hemorrégi-
cos graves. Aunque los pacientes con niveles hasta
un 10 % también pueden tener una tendencia he-
morragica variable, en general los niveles de FV no se
correlacionan bien con la gravedad del sangrado,
por lo que hay autores que han sugerido que esta
mas relacionada con el FV plaquetario. Pacientes
con FV Quebec presentan clinica hemorrdgica y se
caracterizan por trombocitopenia leve con niveles
normales o discretamente disminuidos de FV en
plasma pero niveles funcionales de FV plaquetario
bajos. Los problemas hemorragicos en las deficien-
cias tipicas se manifiestan principalmente en forma
de equimosis, epistaxis y gingivorragias, menorragia,
sangrado gastrointestinal e incluso sangrado tras la
caida del cordén umbilical y en el sistema nervioso
central. Se ha descrito algtin caso de deficiencia del
FV de la coagulacién con tendencia trombdtica’.

La principal arma terapéutica para la deficiencia de
FV es el PFC. Generalmente es suficiente alcanzar unos
valores minimos entre 15-30 % previo a un procedi-
miento quirdrgico. Las dosis utilizadas de PFC son
inicialmente de 15-20 ml/kg, seguidas de una dosis de
mantenimiento de 5-10 ml/kg cada 12-24 h. Aunque
no estd aclarada su vida media, ya que se ha estimado
desde unas 4 hasta 36 h, parece que esta es larga. En
caso de no controlar un problema hemorrdgico con
estas medidas se puede afiadir al tratamiento concen-
trados de plaquetas, teniendo siempre en cuenta que
pueden inducir la creacién de anticuerpos antiplaque-
tarios y que es un hemoderivado no inactivado viral-
mente®. Se han comunicado algunos casos del uso de
rFVlla en pacientes con inhibidores o reacciones alér-
gicas al plasma con resultados variables.

Deficiencias congénitas del FX (factor
Stuart-Prower) de la coagulacion

Durante los afios 50 dos grupos de investigadores
descubrieron el FX al estudiar dos pacientes con sos-
pecha de deficiencia del factor VIl de la coagulacién.
Ambos pacientes, Stuart y Prower, aportaron su
nombre a la deficiencia del FX de la coagulacién o
de Stuart-Prower'®.

La deficiencia de este factor sigue una herencia au-
tosémica recesiva. También es poco frecuente en su
forma grave, afectando a 1/500.000 personas. Los
pacientes homozigotos presentan una deficiencia gra-
ve con clinica manifiesta de sangrado, mientras que
los heterozigotos pueden presentan manifestaciones
hemorrdgicas ante procedimientos quirdrgicos. Al
igual que en las deficiencia anteriores hay casos con

niveles descendidos tanto de la molécula como de su
funcién (CRM-) y otros en que con cantidades nor-
males de factor este es disfuncionante (CRM+)'6.

El FX es sintetizado en el higado y es uno de los
factores vitamina-K dependientes. Circula en plasma
como una glucoproteina de 59.000 Da de peso mo-
lecular con una cadena ligera de 17.000 Da y una
cadena pesada de 42.000 Da’.

El FX es activado bien por la via extrinseca, por el
complejo FT-FVlla o por la via intrinseca, complejo
FIXa/FVllla con fosfolipidos e iones calcio. En ambos
casos se produce la escision de la unién peptidica ar-
ginina 194-isoleucina 195 de la cadena pesada. Tan-
to la cadena pesada como la ligera del FVa interac-
cionan con el FXa. Como hemos visto anteriormente
seglin si actta sélo el FXa o el complejo protrombina-
sa se produce una escisién diferente en la molécula de
protrombina, aunque el producto final sea igualmen-
te la produccién de a-trombina. La diferencia radica
en que cuando interviene el complejo protrombinasa
la generacién de trombina es mucho mas rapida que
si s6lo interviene el FXa. El mayor inhibidor de la via
extrinseca es el inhibidor de la via del factor tisular de-
pendiente de FXa. Este forma un complejo con el FXa
el cual se une al complejo FT-FVlla formando una es-
tructura cuaternaria y produciendo la inhibicién. El
FXa es inhibido por la antitrombina Ill, siendo esta
reaccién acelerada por la presencia de heparina®'®.

El diagnéstico de laboratorio se sospecha ante un
TPy TTPA alargado con un TT normal. El tiempo
de veneno de vibora de Russell, que activa el FX di-
rectamente, suele estar alterado aunque ha sido nor-
mal en algunas variantes. Posteriormente se con-
firma con tests especificos para medir la funcién del
FX e inmunolégicos para cuantificar la cantidad de
molécula®'®.

El diagnéstico diferencial incluye la enfermedad
hepdtica y las deficiencias de vitamina K por malab-
sorcién o ingesta de dicumarinicos o andlogos, en la
que estan afectados otros factores vitamina-K de-
pendientes. Hay escasas publicaciones de deficien-
cias adquiridas secundarias a la presencia de un in-
hibidor contra el FXy es frecuente la asociacién de
esta deficiencia con algunas infecciones (lepra, mi-
coplasma) y sobre todo con la amiloidosis por
unién del factor a las fibras amieloides®'®.

El gen del FX se encuentra en el brazo largo del
cromosoma 13 y estd compuesto por 8 exonesy
7 intrones. Tanto la estructura del gen como la se-
cuencia de aminodcidos muestran gran similitud
con otros factores de la coagulacién vitamina-K de-
pendientes, sugiriendo su origen comun. Numerosas
alteraciones genéticas han sido encontradas en las
distintas variantes de la deficiencia de este factor
como se muestra en la tabla 6'77'8,

La severidad de la clinica hemorrdgica en estos pa-
cientes parece estar asociada al nivel de factor. Los
pacientes con deficiencias graves pueden presentar
todo tipo de hemorragias mucosas (epistaxis, me-
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Tabla 6. Variantes y defectos moleculares
en las deficiencias del factor X

Variante/autor Genotipo Defecto molecular
Friuli Homozigoto P343S
Ketchikan Homozigoto E14K
Malmo Heterozigoto E26B
Marseille Homozigoto $334p
Ockero Homozigoto G114R
Prower Heterozigoto doble B282N, R287W
Roma Homozigoto T318M
St. Louis Homozigoto E7G
San Antonio Heterozigoto doble 814delC, R326C
Santo Domingo Homozigoto G20R
Stockholm Heterozigoto B282N
Stuart Homozigoto V246M
Viagoya 1 Homozigoto R306C
Viagoya 2 Heterozigoto G366S
Viena Homozigoto G204E
Vorarlberg Homozigoto E14G
Wenatchee | Heterozigoto doble R139C, B57T
Wenatchee I Heterozigoto B5S7T
Frankfurt | Heterozigoto E25K
Odom et al Heterozigoto doble H383Q, Y421R

Marchetti et al

Heterozigoto doble
Heterozigoto doble

W421R, H383Q
S334P, E102K

Peyvandietal =~ Homozigoto R(-1)T
Homozigoto G78B
Homozigoto c81Y
Homozigoto G94R
Homozigoto B9SE
Homozigoto G222B
Homozigoto IVS1 + 3 AT
Homozigoto IVS2-3TG

Padua 4 Homozigoto C350F

Leicester Homozigoto 1411F

Au et al Heterozigoto doble 33-34delGC, F71S

Pinotti et al Heterozigoto V342A

Tabla 7. Déficit combinados de factores de la coagulacién

Tipo Factores deficitarios
I v, VI

Il VI, IX

Il 11, VI, 1X, X
[\ VI, VI

Vv VI IX, XI

Vi IX, XI

\l Vi, Xl

trorragias, sangrado gastrointestinal), sangrado tras
la caida del cordén umbilical y aunque no tan fre-
cuentes como en pacientes con hemofilia A o B, no
son raros los hematomas y hemartros que pueden
llegar a producir artropatia. En pacientes heterozi-
gotos el riesgo hemorragico suele asociarse a inter-
venciones cruentas®'®.

Los niveles de FX necesarios para alcanzar hemos-
tasia no son claramente conocidos, aunque se su-
giere que niveles entre 10-35 % son suficientes. El tra-

tamiento de esta deficiencia se puede realizar con
PFC a dosis iniciales de 15-20 ml/kg seguido de
3-6 ml/kg cada 24 h, ya que la vida media del FXes
de 40 h. Una segunda opcién es la utilizacién de CCP
que presentan concentraciones variables de este fac-
tor. Dado que se ha documentado un riesgo espe-
cial de problemas trombéticos en estos pacientes
cuando se tratan con CCP se recomienda no aumen-
tar los valores de este factor en plasma en mas de un
40-50%°%'°. Existe en la actualidad concentrados mas
purificados que contienen FIXy FX (Factor IX/X HS®)
que pueden ser una buena opcién terapéutica. Con
todos los tratamientos disponibles es recomendable
la monitorizacién de los valores plasmaticos alcanza-
dos para ajustar las pautas de tratamiento. En pa-
cientes con deficiencia severa y clinica hemorragica
importante se puede realizar tratamiento profilactico
con concentrados de factor IX/X o CCP que se ad-
ministran una o dos veces a la semana'®%°.

Deficiencias combinadas congénitas
de factores de la coagulacién

Se han descrito diferentes déficits combinados
congénitos de la coagulacién que son poco frecuen-
tes (tabla 7). Trataremos los que implican a los fac-
tores de la via comtun de la coagulacién.

Deficiencia combinada de FV 'y FVIl o tipo |

Se trata de la deficiencia combinada mas frecuente.
Normalmente los pacientes presentan unos niveles
concordantes de actividad antigénica y coagulante,
situados en torno al 15%. El patrén de herencia es au-
tosémico recesivo. Las alteraciones genéticas de esta
deficiencia se suelen encontrar en el cromosoma 18,
en el gen ERGIC-53. Este gen codifica una proteina
chaperona que reside en el compartimiento interme-
dio del reticulo endoplasmico/Golgi e interviene en el
transporte intracelular del FV'y FVIII. Diferentes mu-
taciones han sido identificadas en este gen.

La deficiencia se sospecha en pacientes con clinica
hemorragica leve y con un TP y TTPA leve o mode-
radamente prolongados, confirmandolo con la va-
loracién de los niveles de ambos factores. Clinica-
mente no suelen presentar sangrado espontdneo,
asociandose a problemas hemorrégicos tras extrac-
ciones dentarias o cirugia.

El tratamiento consiste en el aporte de FV con PFC
y aporte de FVIII con desmopresina o concentrados
de FVIIE3.

Deficiencia combinada de Fll, FVII, FIX y FX o tipo Il
Esta deficiencia se suele asociar con niveles reduci-
dos de proteina C, S o proteina Z. Los pacientes con
deficiencia de los factores vitamina-K dependientes
suelen presentar una clinica hemorragica mas grave
que otras deficiencias combinadas, por lo que suelen
requerir tratamiento. El empleo de vitamina K sélo
ha sido eficaz en ciertos pacientes por la que en oca-
siones se ha requerido la utilizacién de PFC o CCP.
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ALTERACIONES
DEL FIBRINOGENO
EN LA HEMOSTASIA

V. ViLA, E. REGANON Y J. AZNAR
Centro de Investigacién y Departamento de Biopatologia
Clinica. Hospital Universitario La Fe. Valencia.

Introduccién

El fibrinégeno es una glucoproteina plasmatica
(340 kDa) compuesta por dos subunidades idénti-
cas. Cada subunidad esta compuesta por tres cade-
nas polipeptidicas, Aa, BB y Y que se mantienen uni-
das por puentes disulfuros’. Las tres cadenas son
codificadas por tres genes diferentes, expresados

constitutivamente en los hepatocitos y situados en el
cromosoma 42, Las 6 cadenas se organizan en tres
dominios globulares que se unen por la zona N-ter-
minal de las cadenas Aa, BR y 'y formando el domi-
nio central “E”. Los dos extremos de cada subuni-
dad contienen la zona C-terminal de las cadenas
polipeptidicas BB y y y constituyen el dominio “D”.
La zona C-terminal de la cadena Aa forma un né-
dulo globular que tiene la capacidad de asociarse
entre siy con el dominio central “E”*. La zona no
globular de interconexién de los dominios esta for-
mada por 111 aminodcidos de las cadenas Aa, y v,
y 112 residuos de la BB. La caracteristica del fibriné-
geno de ser una molécula dimérica y simétrica le
confiere la capacidad fundamental de hacer de
puente entre sus propias moléculas, polimerizdndo-
se, o entre moléculas distintas, tanto solubles en
circulacién como insertadas en distintos tipos celu-
lares de la sangre y del endotelio vascular. Estas inte-
racciones moleculares estdn moduladas por sitios
especificos o dominios de la molécula que le confie-
ren multiples funciones (tabla 1). Dominios especifi-
cos de la zona N-terminal se asocian tanto con la
unién de la trombina a la molécula de fibrinégeno,
tripéptido Gly-Pro-Asp, y Ao 7,9,12,15,16, como
con los aminodcidos criticos, Aa Arg16 y BB Arg14,
por los que por accién catalitica de la trombina se li-
beran los fibrinopéptidos Ay B3, Estos sitios espe-
cificos modulan la principal funcién del fibrinégeno
como sustrato de la trombina, que es transformar-
se en fibrina. Otros dominios de la zona N-termi-
nal, localizados en 3 15-42,y 3 68, se asocian con la
unién de la trombina a la molécula de fibrinégeno, y
se denominan no sustrato por no estar relacionados
con la liberacién de los fibrinopéptidos. Estos sitios
unen trombina después de la liberacién del fibrino-
péptido B, y constituyen un almacén de trombina.
Estudios cristalograficos han proporcionado datos
que asocian sitios especificos de la estructura del fi-
brinégeno con su funcién. Asi, por la resolucién de
la estructura de la regién C-terminal de la cadena vy
se ha caracterizado los sitios funcionales para la po-
limerizacién de fibrina, unién de calcio, y unién co-
valente por FXIII*7. Los sitios especificos implicados
en la polimerizacién de fibrina son los llamados A, a,
By b que intervienen en las asociaciones D:Ey D:D
de moléculas de fibrina. Los sitios Ay B se localizan
en la zona N-terminal de las cadenas o (17-19,
Gly-Pro-Arg) y B (15-17, Gly-His-Arg), respectiva-
mente. Los sitios a y b se localizan en la zona C-ter-
minal de las cadenas vy (319-320y 374-376) y a res-
pectivamente (tabla 1). La fibrina formada es capaz
de modular su propia fibrindlisis por unirse al plas-
mindgeno en los residuos o(148-160) y a su activa-
dor el t-pA en vy (312-324) facilitando la formacién
de plasmina que produce la lisis de la fibrina®. La
zona de interconexién de los dominios contiene los
lugares de rotura de las tres cadenas por la plasmi-
na. El fibrinégeno pertenece a la familia de proteinas
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Tabla 1. Sitios especificos de la molécula de fibrinégeno implicados en interacciones moleculares

Aa BB v
Trombina
Ligando 7,9,12,15,16 15-42, 68
Sitio catalitico 16 14
Polimerizacién
A 17-19 (Gly-Pro-Arg)
a 319-320
374-376
B 15-17 (Gly-His-Arg)
b C-terminal
D:D Arg275, Tyr280
Ser300
FXIII 237,328,
508,556,562 406-398 (v-v)
Hidratos de carbono-A sidlico 364-366 52-54
(Asn-Arg-Thr) (Asn-Lys-Thr)
Plasmina/plasminégeno 148-160
t-pA 312-324
Plaquetas 95-97 (RGD) 400-411(AGDV)
572-574 (RGD) 370-383
318-322
CE 95-97 (RGD)
572-574 (RGD)
Ca 311-336

RGD: secuencia Arg-Gly-Asp; AGDV: secuencia Ala-Gly-Asp; incluida en el dodecapéptido yC-terminal.

adhesivas y tiene la capacidad de interaccionar con
distintas células sanguineas. Los sitios de unién del
fibrinégeno a receptores plaquetarios (GP Ilbllla) se
localizan en o (95-97) y o (572-574) (Arg-Gly-Asp),
y Y (400-411)%"°. La interaccién del fibrinégeno con
las plaquetas es esencial para la agregacién plaque-
taria lo que le confiere una funcién de gran relevan-
cia en la hemostasia primaria. El fibrinégeno tam-
bién interacciona con otras células sanguineas,
como diferentes tipos de leucocitos, y vascula-
res como células endoteliales y musculares lisas,
uniéndose a receptores especificos a través de domi-
nios del fibrinégeno como los que contienen la se-
cuencia Arg-Gly-Asp (RGD, a 95-97 y o 572-574)
por los que se une a las células endoteliales'". Las al-
teraciones estructurales de fibrinégeno pueden ser
de cardcter congénito o adquirido y pueden produ-
cir modificaciones en sus propiedades funcionales y
alterar alguno de sus papeles hemostéticos.

Defectos congénitos del fibrinégeno

Las alteraciones congénitas del fibrindgeno son
causadas, en su mayoria, por un espectro de muta-
ciones puntuales de los genes que codifican las tres
cadenas polipeptidicas Aa, BB y vy, con sustitucién
de un simple aminodcido. Estos defectos en el ADN
pueden influir sobre la sintesis de fibrindgeno, dan-
do como resultado variaciones en la concentracién
de fibrinégeno circulante y causar afibrinogenemias,

hipofibrinogenemias y pueden, también, causar una
variedad de alteraciones estructurales que produ-
cen defectos funcionales (disfibrinogenemias). Los
defectos genéticos del fibrinégeno no son frecuentes
si se compara con otros defectos hemostaticos, es
por lo que la prevalencia de las disfibrinogenemias
congénitas entre la poblacién general no estd esta-
blecida. El patrén de heredabilidad es casi siempre
autosémico dominante'.

De todos los casos de alteracién congénita del fi-
brinégeno se ha determinado el defecto estructural
en 326 variantes, hasta abril de 20045, En la ac-
tualidad se han descrito 146 mutaciones diferentes,
61 se localizan en la cadena Ao, 32 enla BBy 53 en
la vy (tabla 2). Estas mutaciones causan alteracio-
nes estructurales definidas que pueden asociarse
con defectos funcionales y alterar el papel del fibri-
négeno en la hemostasia. La mayoria de los pacien-
tes (60 %) no tienen historia clinica de hemorragia o
trombosis, mientras que un 26 % desarrolla episo-
dios hemorrédgicos y un 14% trombéticos'. Las
manifestaciones hemorragicas incluyen sangrado
postoperatorio, sangrado postparto, hemartrosis,
hematomas, retraso en cicatrizacién de heridas, y
varfan en la severidad de moderado a grave'®. Las
manifestaciones trombdticas incluyen trombosis ve-
nosas de las extremidades inferiores, tromboflebitis,
trombo embolismo pulmonar, trombosis arterial, y
combinacién de trombosis venosa y arterial'?.
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Cuando se examinan los defectos localizados en
las diferentes cadenas del fibrinégeno se observa
que la cadena Aa es la que sufre el mayor nimero de
mutaciones (42 %) y en la que con més frecuencia
se repiten estas mutaciones, siendo responsable del
56 % de los casos caracterizados de defectos congé-
nitos de fibrinégeno'®. La cadena B es en la que se
producen menor niimero de mutaciones (22%) vy la
que ha causado menos casos de defectos congénitos
de fibrinégeno (16 %). La cadena vy sufre el 36 % de
las mutaciones caracterizadas y es responsable del
28 % de los casos de defectos moleculares del fibri-
négeno. Sin embargo, las alteraciones de fibrinége-
no debidas a la cadena Aa presentan menor impli-
cacién clinica siendo el 64 % asintomaticas, y del
36 % restante, 27 % desarrolla episodios hemorrdgi-
cos y sélo un 10 % trombéticos. Los defectos de la
B@ se asocian, en su mayoria, con manifestacién
clinica (59 %), de tipo hemorrégico (35 %) o trom-
bético (24 %). Los defectos debidos a la cadena vy
son en su mayoria asintomadticos (61 %), pero los
que producen manifestacién clinica causan con la
misma frecuencia episodios trombdticos (19 %) o
hemorragicos (20 %).

Disfibrinogenemias

Cuando se analizan los datos de los defectos del
fibrinégeno que causan disfibrinogenemias'®, se ob-
serva que el nimero de variantes caracterizadas
genéticamente es de 252, en las que se han identifi-
cado 110 mutaciones diferentes (tabla 2). Estas mu-
taciones se localizan 42 en la cadena A, 22 en la B
y 46 enlay. Un 55% de los casos de disfibrinogene-
mia no tienen historia clinica de hemorragia o trom-
bosis, mientras que un 27 % desarrolla episodios he-
morragicos y un 18 % trombdticos.

La cadena Aa es la que sufre el mayor ndmero de
mutaciones (38 %) y en la que con mds frecuencia se
repiten estas mutaciones en los casos de disfibrino-
genemia congénita (53 %) (tabla 2). De los 610 ami-
nodcidos que componen la cadena Aa, la zona la
N-terminal es en la que mads veces se ha identificado
un defecto molecular. El 56 % de las mutaciones pro-
ducen defectos en los 20 primeros aminodacidos. La
mutacién que mds se repite es la que origina un cam-
bio de Arg en posicién 16 por Cys o His (78 casos).

Este defecto origina una alteracién funcional del fi-
brinégeno, retraso en la liberacién de fibrinopépti-
dos y en la posterior polimerizacién de fibrina, debi-
do a que es sobre 16-Arg donde se produce la accién
catalitica de la trombina, con la liberacién de FpA
(tabla 1). Esta misma mutacién se puede manifestar
con clinica hemorrégica (18 casos, 23 %), trombéti-
ca (6 casos, 8%) o sin manifestacidn clinica (54 ca-
s0s, 69 %). La mutacién en posiciéon 19Arg, la pre-
sentan 8 variantes con manifestacién hemorrdgica en
el 50% y trombdtica en un 25 %. Otras mutaciones
de interés se asocian con clinica trombética, y se pro-
ducen en los residuos Aa272, 328, 452, 461, 532,y
554. Se han descrito tres casos que presentan clinica
trombdtica y hemorragica, producidas por las mu-
taciones en Ao 151 y Aa 328 Gln stop, la mutacién
Aa 461Lys stop y la mutacién que causa Aa80 Asn
delecién. Los defectos estructurales de la cadena Aa
son asintomaticos en un 56 %. Los sintomas clinicos
mas frecuentes son hemorrdgicos (32 %) siendo los
episodios trombdticos del 14 %.

La cadena B3 es la que sufre el menor nlimero de
mutaciones (20 %), y, es en la que con menor fre-
cuencia se repiten estas mutaciones, siendo sélo el
14 % del total de los disfibrinégenos los que son cau-
sados por defecto de la cadena BR'* (tabla 2). Sin
embargo, las mutaciones que se producen en esta
cadena tienen mayor trascendencia clinica, produ-
ciendo defectos de fibrinégeno que causan sintomas
en el 60% de los casos, con un porcentaje de episo-
dios trombéticos del 29 % y de hemorrdgicos del
31%. La alteracion de la zona N-terminal de la cade-
na Bf3 es la més critica en la tendencia a la trombo-
sis'%, estando implicada en este defecto la sustitucién
del aminodcido 14-Arg o 44-Arg por Cys en el 50%
de los casos de fibrinégeno con trombosis. Otra mu-
tacién en posicién B3 68, también se asocia con
trombosis. Los aminodcidos de esta zona N-terminal
son los sitios especificos de unién de la trombina a la
molécula de fibrinégeno/fibrina (tabla 1), por lo que
la pérdida de capacidad de interaccién, parece tener
importancia en la adecuada neutralizacién de la
trombina circulante. Los defectos de fibrinégeno que
producen clinica hemorragica son, por el contrario,
debidos en su mayoria a mutaciones producidas en
la zona C-terminal de la cadena BR'S.

Tabla 2. Resumen de las mutaciones de los genes de las cadenas Aa, BB y vy, identificadas en los defectos de fibrinégeno
caracterizados como disfibrinogenemias. Implicacién en la clinica trombética o hemorragica

Mutacién Variante Trombosis T/H Hemorragia Asintomdtico

n.° % n.’ % n.° % n.’ n.° % n.’ %

Aa 42 38 133 53 19 14 3 43 32 74 56
BB 22 20 35 14 10 29 - 11 31 14 40
v 46 42 84 33 17 20 2 15 18 52 62
Total 110 252 45 18 5 68 27 140 55
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Tabla 3. Resumen de las mutaciones de los genes de las cadenas Aa, BB y v, identificadas en los defectos de fibrinégeno
caracterizados como afibrinogenemias. Implicacién en la clinica trombética o hemorragica

Mutacion Variante Trombosis T/H Hemorragia Asintomdtico

n.° % n’ % n’ % n’ n.’ % n’ %

Aa 20 54 51 69 - - - 7 14 44 86
Bp 10 27 16 22 1 6 1 7 44 9 56
? 7 19 7 9 - - - 3 43 4 57
Total 37 74 1 <1 1 17 23 57 77

En la cadena vy se han detectado 46 mutaciones
diferentes identificadas en 84 variantes de fibrinége-
no (tabla 2). En general, las mutaciones en la ca-
dena vy se producen en la zona carboxiterminal’>,
implicando: a) pérdida de la interaccién con recep-
tores plaquetarios; b) pérdida de aminoacidos im-
plicados en la interaccién de sitios A”a”, y ¢) pérdida
de potencia en la interaccién lateral D:D(y275)'. La
mayoria de ellas son asintomdticas (62 %) y en las
restantes se presentan en semejante proporcién epi-
sodios trombéticos (20 %) o hemorrdgicos (18 %).
Las mutaciones que con mds frecuencia se repiten
son las que se producen en la posicién 275 que im-
plica la sustitucién de un residuo Arg por Cys, en
15 variantes, o por His, en 10 variantes. La mayoria
de los 25 fibrinégenos con sustitucién y(275) Arg
son asintomaticos (71 %) aunque también se ha ca-
racterizado esta mutacién en fibrinégenos asocia-
dos a episodios trombdticos, en un 24 % y sélo en
un 4% a hemorragicos. Otra mutacién de interés es
la que produce la sustitucién de y(308)Asn por Lys,
identificada en 5 variantes de fibrinégeno que causa
sintomas en el 60 % de los casos, asocidndose a epi-
sodios trombdticos en 2 de ellas (40 %) y hemorragi-
cos en una (20 %). Esta sustitucién de y(308)Asn
produce cambios en la polimerizacién D:D y estabi-
lizacién por FXIII'7. Mutaciones entrey 318 y 322 se
detectan en 7 variantes en las se ha observado pér-
dida de interaccién plaquetaria, afinidad al calcio y
fallo de polimerizacién que puede asociarse a epi-
sodios trombéticos o hemorragicos. La mutacién
327Ala — Thr produce resistencia a la fibrina y epi-
sodios trombdticos arteriales. Otras mutaciones
v292 Gly-Val, y y318 Asp-Gly cursan con clinica
trombdtica y hemorragica.

Afibrinogenemias

La afibrinogenemia congénita es una alteracién
del fibrinégeno, de heredabilidad autosémica recesi-
va, caracterizada por la ausencia total de esta pro-
tefna en plasma'®. Son causadas por mutaciones ho-
mozigotas o por mutaciones combinadas. Los casos
de las mismas mutaciones expresadas de forma he-
terozigota pueden producir hipofibrinogenemias'®.
Las mutaciones que han sido caracterizadas en los
74 casos de afibrinogenemias’ se han localizado en

los genes que codifican las tres cadenas del fibriné-
geno (tabla 3). Algunas mutaciones impiden el en-
samblaje de los tres pares de cadenas de fibrinégeno
(y 153 Cys = Arg), y otras inhiben su secrecién
(BR414Gly — Ser)?.

Los defectos del gen que codifica la cadena Aa
son los que han causado el mayor ndimero de casos
de afibrinogenemia’®. El 69 % de los 74 casos de afi-
brinogenemias caracterizadas, son debidas a muta-
ciones de la cadena Aa (tabla 3). Una mutacién que
provoca la delecién de 11kb, causando perdida de
aminoécidos en la zona N-terminal de la cadena Aa,
se ha asociado con 8 casos de afibrinogenemia.
Otras mutaciones del gen que codifica la cadena Aa
en la zona central y C-terminal producen cortes de
cadena que también se asocian con afibrinogene-
mias, como es el caso de Arg en posicién 149 (5 ca-
sos)y 151 (11 casos). El 86 % de estas afibrinogene-
mias son asintomaticas, y el 14 % restante presenta
clinica hemorragica, sin que se observen casos de cli-
nica trombdtica.

Defectos genéticos de la cadena B3 se han carac-
terizado en 16 casos de afibrinogenemias causa-
dos por 10 mutaciones distintas (tabla 3). En la
zona N-terminal se produce la mutacién BB17 (Arg
17 stop), descrita en 4 casos, dos asintomaticos,
uno con clinica hemorragica y otro con clinica he-
morragica y trombdtica, en el que se combina con la
mutacién BB414. El resto de las afibrinogenemias,
son causadas, en su mayoria, por mutaciones pro-
ducidas en la zona C-terminal de esta cadena que in-
cluyen la formacién de B truncadas. La pérdida de
25 aminodcidos de la zona carboxiterminal no inhi-
be el ensamblaje de las seis cadenas pero inhiben su
secreciéon?'. Las afibrinogenemias debidas a muta-
ciones de la cadena B3 se manifiestan el 56 % asin-
tomaticas y el 44% con clinica hemorrdgica.

Defectos de la cadena y sélo se han observado en
7 casos de afibrinogenemia, cada uno causado por
una mutacién distinta (y + 1, y15, y76, y152 dele-
cién, y197stop y y231stop). La clinica asociada a
estos casos es la hemorragica en un 43 %y son asin-
tomdticos el 57 % restante. No se han observado
episodios trombdticos.

Los defectos de coagulacién de las afibrinogene-
mias no son mds severos que el de las hemofilias A
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y B, y sorprendentemente, son en su mayoria asin-
tomaticas. La hemorragia del cordén umbilical es a
menudo la primera manifestacién clinica. Epistaxis,
menorragia, hemorragia gastrointestinal, y hemar-
trosis pueden ocurrir con distinta intensidad. Tam-
bién se han dado casos de hemorragia intracerebral
esponténea y rotura del bazo??.

El analisis de los disfibrinégenos ha proporciona-
do una informacién de utilidad, para entender de-
talles moleculares que se asocian con funciones
especificas de la molécula de fibrinégeno. Los meca-
nismos fisiopatolégicos que asocian el defecto mo-
lecular con el riesgo de hemorragia, parecen deber-
se a alteraciones localizadas en los sitios especificos
implicados en la liberacién de fibrinopéptidos (Ao
16Arg — Cys o His), asi como, en los implicados en
la polimerizacién de los monédmeros de fibrina. Las
bases fisiopatoldgicas de trombosis en las disfibri-
nogenemias, se podrian asociar con mutaciones que
conducen a una disminuida unién a la trombina en
los sitios de la fibrina (B 15-42, B68), lo que impli-
caria una peor neutralizacién de la trombina circu-
lante con posibles accidentes trombdticos. Otro me-
canismo que se podrfa asociar con la trombosis en
las disfibrinogenemias, podria estar relacionado con
mutaciones que alteran los sitios de unién del plas-
mindgeno y t-pA, o que produzcan una resistencia
a la degradacién de la fibrina por plasmina, con in-
hibicién de la fibrindlisis. Sin embargo, en algunos
casos se ha observado que el mismo defecto puede
manifestar indistintamente clinica trombética o he-
morrdgica, en la misma variante o en distintas va-
riantes con idéntica mutacién, o ausencia de mani-
festacién clinica. La interaccién de los aspectos
genéticos con los medioambientales pueden también
determinar variaciones de la manifestacién clinica.

Diagnéstico de laboratorio

El diagnéstico de alteraciones del fibrinégeno se
pone de manifiesto por modificaciones, tanto de su
concentracién plasmdtica como de su funcién, que
se identifican en el andlisis previo a la caracteriza-
cién de las mutaciones de los genes que codifican
sus cadenas. Una primera aproximacién al diagnos-
tico de fibrinégenos alterados incluye la valoracién
de la concentracién de fibrinégeno por técnica de
cuantificacién proteica y funcional (posible discre-
pancia), el andlisis deliberacién de fibrinopéptidos
(56 % anormal), la cinética de polimerizacién de fi-
brina (90 % anormal), la formacién de fibrina esta-
bilizada (17 % anormal), la permeabilidad de la fi-
brina, el andlisis de heterogeneidad del fibrinégeno
circulante mediante medida del peso molecular de la
molécula completa y de sus cadenas por electrofore-
sis, el estudio de degradacion de fibrinégeno/fibrina
por plasmina (resistencia en el 50 %), estudio de
unién de fibrinégeno a trombina, plasminégeno y
t-pA, cuantificacién de hidratos de carbono, de &ci-
do sidlico, o de fésforo, interaccién con plaquetas o

células endoteliales. La valoracién de todos estos es-
tudios se ha realizado de forma irregular en el diag-
nostico diferencial de disfibrinogenemias.

Las pruebas bdasicas que se realizan para el diag-
néstico de disfibrinogenemia?® son el tiempo de
trombina y reptilase, y la relacién entre la valora-
cién antigénica y funcional del fibrinégeno.

El tratamiento de las disfibrinogenemias/afibri-
nogenemias es sintomatico. Los episodios hemo-
rrdgicos se tratan con perfusién de plasma o fibri-
négeno purificado. Los episodios trombdticos con
anticoagulacién oral, o heparina.

Alteraciones adquiridas de fibrinégeno

Las disfibrinogenemias adquiridas mas frecuentes
son las causadas por hepatopatias. Se ha detectado
disfibrinogenemia en un 80 % de pacientes con di-
versa patologia hepatica, abarcando el estudio des-
de cirrosis hepatica, hepatocarcinoma o fallo hepa-
tico?*. El defecto de fibrinégeno se ha asociado a
aumento en el contenido de dcido sidlico en las ca-
denas Bf y y?° de la molécula lo que resulta en fallo
de la polimerizacién de la fibrina?®, posiblemente
mediado por el aumento de cargas negativas origi-
nado que promueve fuerzas de repulsién entre mo-
némeros de fibrina.

Las disfibrinogenemias adquiridas se han asocia-
do también a ciertas enfermedades malignas, no
sélo hepaticas sino también se ha diagnosticado en
carcinoma renal®’. La presencia de disfibrinogene-
mias puede considerarse marcador neoplasico. Es-
tudios in vitro han sugerido que la disfibrinogenemia
asociada a cancer estd originada por la sintesis de fi-
brinégeno anormal, producido por las células tu-
morales, en el que se ha detectado la pérdida de un
péptido N-terminal de la cadena Bf32%. Este defecto
produce un fallo en la unién de las tres cadenas.

Otras disfibrinogenemias adquiridas se han aso-
ciado al uso de medicamentos como mitramicina?’,
isotretinoina® y L-asparraginasa®'.

La asociacién de las disfibrinogenemias adquiri-
das con clinica trombética o hemorrdgica no es con-
cluyente. Raramente se ha asociado directamente
los episodios hemorrdgicos?® o trombéticos®? con
la presencia de una disfibrinogenemia adquirida. La
dificultad de determinar la implicacién del defecto
del fibrinégeno con la clinica, es debido, en parte,
porque la mayorfa de pacientes que desarrollan dis-
fibrinogenemia adquirida son los que presentan pa-
tologia hepatica, en la cual se desarrollan una varie-
dad de anormalidades hemostaticas que podrian
contribuir al riesgo hemorrdgico o trombdtico.

Polimorfismos del fibrinégeno

Se han identificado tres polimorfismos en el gen
de la cadena beta, 3-148C — T, BB-854 G = A,y
BB -455 G — A, y dos en el la cadena alfa,
a-58 G > Ay a-312Thr — Ala. Los polimorfismos
B-148, B-854, B-455 y a-58, modulan los niveles
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plasmaticos de fibrinégeno en un 15%. En estu-
dios epidemiolégicos previos se demostré que el au-
mento de fibrindgeno es un factor de riesgo inde-
pendiente de la enfermedad vascular arterial®.
Puesto que los genes de fibrinégeno modulan su
concentracién plasmatica, los polimorfismos po-
drian asociarse con los accidentes trombéticos. Se
han realizado estudios para relacionar estos poli-
morfismos con las trombosis arterial o venosa, sin
que hayan sido concluyentes. En el estudio ECTIM,
se asocié los polimorfismos en el gen de la cade-
na 3, con la enfermedad coronaria severa®. Sin em-
bargo, otros estudios han fallado en mostrar aso-
ciacién de estos polimorfismos con la trombosis
venosa®®. El polimorfismo Aa-312Thr — Alay el po-
limorfismo BB 448Arg — Lys generan cambios en la
estructura del codgulo de fibrina, causando mayor
estabilizacién y grosor de las fibras®’. Esta caracte-
ristica puede proporcionar un mecanismo por el que
el fibrinégeno Aa-312Ala, y BB 448Lys han mostra-
do predisponer a riesgo de episodios trombdti-
cos*®39. Es necesario una mejor caracterizacién de
los polimorfismos y su interaccién con factores me-
dioambientales, ademds de identificar el potencial
de nuevos determinantes genéticos.

Heterogeneidad del fibrinégeno
de origen no genético

El fibrinégeno plasmético en condiciones norma-
les presenta variaciones por modificaciones biosin-
téticas o posbiosintéticas que se producen en sitios
sensibles de la molécula®. Estas variaciones pueden
causar cambios en sus propiedades funcionales. Las
cadenas oy 'y estdn constitutivamente presentes en
dos formas. La variante 'y mayoritaria contiene
411 aminodcidos y representa el 85-90 % del total.
La cadena y’ es mas pesada, contiene 427 aminoa-
cidos y representa el 10-15%. Entre ambas cadenas
existen diferencias funcionales. La vy’ carece del sitio
C-terminal de afinidad a plaquetas, sin embargo
presenta nuevos sitios de alta afinidad por trombi-
na*'. El fibrinégeno formado por vy y presenta ma-
yor interaccién con las plaquetas y menor neutrali-
zacién de la trombina generada, mientras que el
formado pory’ v’ podria proteger para la trombosis
por el efecto contrario. La cadena Aa sufre modifi-
caciones postranslacionales siendo parcialmente
fosforilada en dos sitios. La fosforilacién protege de
la fibrindlisis al fibrinégeno y aumenta la cinética de
liberacién de fibrinopéptidos*? lo que le puede pre-
disponer para la trombosis. La cadena Aa y y son
parcialmente degradadas por la plasmina originan-
do especies de fibrinédgeno circulante de distintos
pesos moleculares, y diferentes funciones®. La de-
gradacién parcial de la cadena Aa, produce dismi-
nucién de la cinética de liberacién de fibrinopépti-
dos, y de la polimerizacidén y estabilizacién de la
fibrina*®42. Este puede ser el mecanismo por el que
el fibrinégeno de alto peso molecular (HMWFg),

con aumentada cinética de liberacién de fibrinopép-
tidos, y de polimerizacién de fibrina, se asocie con
riesgo de trombosis*. Otras modificaciones mo-
leculares implican glucosilacién, sulfatacién, oxida-
cién y acetilacién, que pueden causar variaciones
de funcidn. La glucosilacién aumenta la resistencia a
la protedlisis y la acetilacién la disminuye®.

Las causas de alteracién de la funcién del fibriné-
geno tienen un amplio espectro. El estudio de las al-
teraciones ligadas a defectos genéticos, por muta-
ciones puntuales, sigue proporcionando datos que
amplian el conocimiento de las funciones del fibri-
négeno. Aunque por su escasa prevalencia su reper-
cusién en la clinica no es frecuente, sin embargo
puede ser compleja. Se puede dar la paradoja que
defectos congénitos causados por una misma muta-
cién, manifiesten clinica trombdtica o hemorragica
que, con técnicas gendmicas o protedmicas, es ne-
cesario interpretar.

El estudio de las variaciones genéticas polimérfi-
cas del fibrinédgeno pueden tener mas trascendencia
clinica. La asociacién de los polimorfismos y la en-
fermedad vascular, arterial o venosa se continda in-
vestigando. Los resultados de los estudios han sido
contradictorios y, también, han abierto nuevas posi-
bilidades de asociacién entre estructura y funcién.
Se ha podido establecer relacién entre polimorfis-
mos y estructura del codgulo o concentracién de fi-
brinégeno. Por otro lado, los factores ambientales
pueden intervenir amplificando la modulacién gené-
tica. En este sentido, en el estudio de los polimorfis-
mos del fibrinégeno, en relacién con la patologia
trombdtica, se debe valorar las interacciones entre
factores genéticos y factores ambientales.

El conocimiento progresivo sobre la implicacién
que las alteraciones del fibrinégeno tienen en la he-
mostasia, puede facilitar la aplicacién de nuevas es-
trategias terapéuticas, incluyendo la terapia génica.
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Déficit combinado de factores
de la coagulacién

Déficit de sintesis de factores

Hepatopatia

La cirrosis hepatica se asocia con alteraciones de
la coagulacién manifestandose en forma de didtesis
hemorragica o fenémenos tromboembdlicos. El hi-
gado es el principal érgano de sintesis de los facto-
res de coagulacidn; la cirrosis hepadtica, la hepatitis,
las alteraciones del parénquima hepatico y las enfer-
medades infiltrativas pueden conducir a un déficit
en la sintesis de proteinas plasmaticas relacionadas
con la hemostasia.

La protrombina, y los factores VIl y X son de sin-
tesis exclusivamente hepdtica y precisan de la ac-
cién de la vitamina K para ser funcionales; el fibriné-
geno y el factor V también se sintetizan en el higado
sin participacién de la vitamina K, su descenso es
de gran trascendencia clinica y traduce un impor-
tante dafio hepatocelular. Cuando el hepatocito
presenta un dafio importante la sintesis de factores
de coagulacién es inviable a pesar de la administra-
cién exégena de vitamina K (prueba hepatica de Ko-
ller). Aunque en escasa cuantia, pueden detectarse
en algunas ocasiones proteinas descarboxiladas
circulantes, y ser utilizados en ocasiones como mar-
cadores de estos trastornos (produccién auténoma
en el caso de hepatomas). Los factores VIl y X (jun-
to con el factor V) muestran en la fase de dafo he-
patico agudo un descenso mas precoz, existiendo
poca afectacién de la via intrinseca; posteriormente
desciende la protrombina y ya en procesos créni-
cos, los factores de la via intrinseca IX y XI'.
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Muy frecuentemente estas alteraciones son subcli-
nicas mostrando valores descendidos de los distin-
tos factores de coagulacién en ausencia de clinica
y/o alargamiento del tiempo de tromboplastina par-
cial activado (TTPA) o tiempo de protrombina (TP).
La prolongacién de ambos pardmetros traduce una
mayor disfuncién hepdtica asocidndose a un peor
prondstico.

Por lo que se refiere al factor tisular (FT) una publi-
cacién del afio 2001 muestra en contraste con estu-
dios previos la presencia de niveles elevados de FT en
pacientes con hepatopatia, estableciéndose asi mis-
mo una correspondencia con la clasificacién de Child
y otros marcadores de sintesis hepdtica. El por qué de
la elevacién de los niveles de FT se desconoce, la acti-
vacién del sistema mononuclear fagocitico y el dafio
endotelial secundario a la liberacién de citocinas por
los monocitos conllevaria la expresién de FT a nivel
del endotelio. En los pacientes en los que se asocia
una insuficiencia renal, no queda claro que exista una
relacién entre el deterioro de la funcién renal y la
disminucién del aclaramiento de FT. Existe una co-
rrelacién entre los factores fisiopatolégicos anterior-
mente mencionados y el grado de hepatopatia (clasi-
ficacién de Child, TPy actividad colinesterasa, no asi
con la aspartato aminotransferasa [AST] y la alanino
aminotransferasa [ALT]), mds marcada para el FT en
los estadios finales de la enfermedad. El impacto de la
elevacion del FT en la aparicién de fenémenos trom-
béticos no ha podido ser todavia demostrado?.

A nivel practico debemos ser cuidadosos a la hora
de valorar los estudios de coagulacién fundamental-
mente en lo que respecta a un pardmetro tan am-
pliamente utilizado como el indice normalizado in-
ternacional (INR). Una reciente publicacién® que
comparaba pacientes en tratamiento con warfarina y
pacientes afectados de hepatopatia mostraba que
para un determinado INR el grado de descenso de
los factores |, Vy VIl es mayor en el segundo grupo,
esto ultimo reflejaria la presencia de factores vitami-
na-K dependientes total o parcialmente descarboxi-
lados (PIVKA-II, que actuarian como inhibidores
competitivos y prolongarian el INR en pacientes en
tratamiento anticoagulante oral). Del mismo modo
empleando distintos reactivos de tromboplastina co-
mercial de diferentes origenes, se obtenian valores de
INR que oscilaban de 1,76 a 2,39%. Hay que tener en
cuenta ademds que en muchos pafses la prioridad
ante un posible trasplante hepatico se asigna tenien-
do en cuenta entre otros este pardmetro.

Por lo que respecta al déficit de vitamina Ken el
contexto de hepatopatias de mdltiples etiologfas este
aspecto serd tratado en el epigrafe correspondiente.

Falta de aporte de vitamina K

La vitamina K interviene en la sintesis de los facto-
res de la via extrinseca y comun Il, VIl y X a través de
la carboxilacién de los residuos glutdmico de la re-
gién N-terminal de la cadena peptidica de estos fac-

tores de la coagulacién. En ausencia de vitamina K,
los factores se sintetizan. La dieta media diaria ame-
ricana contiene entre 300 y 500 pg®. Ingestas tan
bajas de vitamina K como 10 pg/dia durante varias
semanas, no modifican significativamente la activi-
dad de protrombina, sin embargo, elevan los niveles
de protrombina hipocarboxilada (PIVKA Il) la detec-
cién de esta sustancia es la prueba mds sensible de
la falta de vitamina K. Posteriormente, disminuye la
actividad de los factores vitamina K dependientes. La
ingesta de 1 pg/kg/dia de vitamina K, es suficiente
para prevenir o limitar estas alteraciones. Es infre-
cuente observar déficit de vitamina K lo suficiente-
mente graves como para producir alteraciones en el
tiempo de Quick, sin embargo, déficit subclinicos de
vitamina K, medidos por la elevacién de PIVKA 11, se
observan en alcohdlicos con defectos nutricionales® y
en pacientes ingresados, fundamentalmente en uni-
dades de cuidados intensivos y de neonatologia: en
un reciente estudio’, en recién nacidos, durante la
primera semana de vida, el déficit de vitamina K es
importante y se debe, en parte a la falta de aporte
(ayuno las primeras 24 h, déficit de vitamina Ken la
leche materna, y en prematuros, inmadurez hepatica,
con déficit de sintesis). En el neonato, estan habi-
tualmente descendidos, los factores II, VIl y X, estan-
do elevado el factor V. Entre el dia 1y 3 de vida, la ac-
tividad de protrombina puede ser de entre un 10y un
30%, con una incidencia de sangrado (enfermedad
hemorrdgica del recién nacido) de entre el 0,25 y el
1,7 %, por lo que se recomienda la administracién
profilactica de una dosis de 0,5-1 mg intramuscular
a todos los recién nacidos. Menos conocida, es la en-
fermedad hemorrdgica tardia por déficit de vitami-
na Ken nifios que reciben tinicamente lactancia ma-
terna. Se debe a la pobreza de la leche materna en
vitamina Ky tiene una incidencia en Europa de un
4,4 aun 7,2 por 100.000 nacimientos. Si se hace
profilaxis al nacimiento, la incidencia desciende a
1,4 a 6,4 por 100.000%. Sin embargo, si no se admi-
nistran suplementos de vitamina K a la madre y al
lactante durante las primeras semanas de vida, el
déficit subclinico, medido por la elevacién de PIVKA
I, alcanza a un 48 % de los lactantes®.

Falta de absorcion de vitamina K

La vitamina K es un factor liposoluble. La deficien-
cia de vitamina K por déficit de absorcién se observan
en pacientes con alteraciones cuantitativas y/o cuali-
tativas de la mucosa intestinal: resecciones intestina-
les, derivaciones, fistulas yeyunales, en enfermedades
intestinales inflamatorias crdnicas, la incidencia sub-
clinica (elevacién de PIVKA 1) es de hasta un 31% de
los pacientes'®. En la fibrosis quistica, en el esprue y
en la enfermedad celiaca, son también habituales los
déficit subclinicos de factores de la coagulacién vita-
mina K dependientes, la elevacién de los niveles de
protrombina hipocarboxilada sin alteracién del tiem-
po de Quick se observa en buena parte de los pacien-
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tes, normalizdndose la actividad de los factores vita-
mina K dependientes y el PIVKA Il si se realiza un
aporte extra de vitamina K''. En fases avanzadas de
estas enfermedades, el descenso de los factores puede
alargar el tiempo de Quick y producir sangrados.

Tambien se observa déficit de vitamina Ken las in-
suficiencias biliares en pacientes con cirrosis biliar
primaria, colestasis intra y extrahepatica. En las icteri-
cias obstructivas, el alargamiento del tiempo de
Quick se observa a partir de la segunda semana de es-
tablecido el cuadro. Los pacientes en tratamiento cré-
nico con bloqueantes de la sintesis de sales biliares
(colestiramina) pueden también presentar disminu-
cién de la actividad de los factores VII, 11, IXy X.

Déficit de sintesis de factores vitamina K dependientes
secundarias a fdrmacos

Los farmacos dicumarinicos, por su similitud con
la vitamina K, interfieren de forma competitiva para
unirse a los sistemas enzimaticos que regeneran las
formas inactivas (ep6xido, quinona) de la vitami-
na K transformandolas en sustancia activa (hidro-
quinona). El tratamiento con dicumarinicos. Dada
la naturaleza de esta charla, no trataremos con mds
profundidad este tema.

Mencidn especial merecen otros farmacos de uso
habitual, que pueden impedir la normal sintesis de
factores de la coagulacién vitamina K dependientes:

Las cefalosporinas, especialmente algunas de ter-
cera generacién, como moxalactam, cefamandol y
cefoperazona, pueden causar hipoprotrombinemia,
en algunos raros casos con significado clinico (alar-
gamiento del tiempo de Quick, y mds raramente he-
morragias). Este efecto secundario se debe a la se-
paracién de la molécula del farmaco del radical
MTT (1-metiltetrazol-5-tiol), esta sustancia, es ca-
paz de inhibir la y-carboxilacién de los residuos glu-
tamico de los factores de la coagulacién vitamina K
dependientes. El resultado es la sintesis de unos fac-
tores biolégicamente inactivos, detectable por la ele-
vacién del PIVKA 11, y en casos mds serios, por la dis-
minucién de la actividad de los factores II, VIl y X'y
por el aumento del tiempo de Quick. Otra cefalos-
porina, la cefazolina, también puede inducir, aun-
que mucho mds raramente, hipoprotrombinemia
por el mismo mecanismo. Esta molécula carece de
grupo MTT, pero su estructura incluye el grupo
MTD (2-metil-1,3,4-tiaziazol-5-tiol), que puede in-
terferir la carboxilacién de los factores vitamina K
dependientes. El riesgo de hipoprotrombinemia gra-
ve, se produce con mayor frecuencia en pacientes
con disminucién de la actividad del enzima tiopuri-
na-S-metiltransferasa (TPMT), capaz de inactivar los
grupos MTT y MTD. Esta enzima es polimérfica, cal-
culandose que un 11 % de individuos caucasicos son
heterozigotos para variantes que condicionan una
actividad enzimatica intermedia, y 1 de cada 300 in-
dividuos son homozigotos para variantes de TPMT
de nula o muy baja actividad'.

Los antitiroideos tiamidicos propiltiouracilo y me-
timazol, tienen una estructura similar al grupo MTT,
por lo que pueden inducir hipoprotrombinemia y
descensos en la actividad de VIl y X. Ademds, el me-
timazol es capaz de inhibir in vitro la enzima epéxido
reductasa, impidiendo la regeneracién endégena de
la vitamina K.

Otros farmacos que dificultan la carboxilacién de
la protrombina son los antiepilépticos. Los niveles
de PIVKA Il estdn elevados en los pacientes que los
consumen'.

Coagulacion intravascular diseminada

El subcomité de coagulacién intravascular dise-
minada (CID) de la Sociedad internacional de trom-
bosis y hemostasia define la CID como un sindrome
adquirido caracterizado por la activacién intra-
vascular de la coagulacién debida a diversas causas
y que puede originarse a partir de la microcircula-
cién o bien producir un dafio de la misma que si es
suficientemente grave lleva a la disfuncién organica.

Las causas de la CID son muiltiples, en la tabla 1 se
resefian de forma resumida las principales.

En algunos casos, particularmente en las CID pro-
vocadas por venenos de determinadas serpientes, la
CID se inicia por transformacién directa del fibriné-
geno en fibrina (Botrops, Ankistrodon), por conver-
sién del factor Il en trombina (Echis carinatus), o
por activacién directa del factor X (vibora de Rus-
sell). Sin embargo, y centrdndonos en la via extrin-
seca'y comun de la coagulacién, lo mas habitual, y el
hecho central en la mayor parte de los pacientes con
CID es la generacién de trombina mediada por la
unién del FT a su ligando, el factor VII sin participa-
cién inicial del sistema de contacto: la administra-
cién de endotoxina o factor de necrosis tumoral alfa
a animales o a individuos sanos, provoca un aumen-
to de los niveles de trombina circulante sin activa-
cién del sistema de contacto'®, ademds, la infusién

Tabla 1. Condiciones que se asocian a CID

Sepsis e infeccién (potencialmente cualquier tipo
de microorganismo)
Tumores
Sélidos
Neoplasias hematolégicas
Traumatismos. Lesiones de érganos de diverso origen
Dano tisular grave
Traumatismo craneoencefélico grave
Embolismo grave
Patologfa obstétrica
Abruptio placentae
Embolismo de liquido amnidtico
Anomalias vasculares
Aneurismas de grandes vasos
Hemangiomas gigantes (sindrome de Kasabach-Merritt)
Fracaso hepético grave
Otras: reacciones inmunoldgicas graves; téxicos: drogas,
mordeduras de serpiente, reaccion transfusional, etc.
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de anticuerpos frente al complejo FT/FVII, es ca-
paz de inhibir la activacién de la coagulacién induci-
da por endotoxinas'® asi como de prevenir la CID
en babuinos inoculados con Escherichia coli'”. El an-
tigeno del factor tisular se detecta en la mayor parte
de pacientes con CID, aunque la fuente exacta de
FT es motivo de discusién.

Una vez formado el complejo FT/FVlla, la pro-
gresion de la CID lleva al descenso del resto de
los factores de la coagulacién. Esta progresion de-
pende de la deplecién de los sistemas inhibidores de
la coagulacién y de la fibrindlisis. En el caso de la
via extrinseca, el principal inhibidor del complejo
FT/FVlla, es el inhibidor de la via del factor tisular
(TFPI). En condiciones normales, el TFPI circula en el
plasma a bajas concentraciones y unido a lipoprote-
inas. El papel del TFPI en la CID no estd completa-
mente aclarado: en modelos animales, la deplecién
de este factor con anticuerpos especificos favorece el
desarrollo de CID en conejos. Por otra parte, una vez
establecida, la infusién de TFPI disminuye global-
mente la mortalidad, reduce el depésito de fibrina,
y bloquea la respuesta inflamatoria en modelos ani-
males'®. Sin embargo, en la sepsis, y a pesar de que
los niveles de TFPI no estdn demasiado disminuidos,
la concentracién de TFPI parece insuficiente para
regular in vivo la activacién de la coagulacién y la res-
puesta inflamatoria durante la CID". En humanos,
parece que la infusién de TFPI no modifica la morta-
lidad en CID.

En 5 estudios en los que se reunen 900 pacientes,
los hallazgos de laboratorio més frecuentes en la
CID son, por orden de frecuencia, la trombocito-
penia, la elevacién de productos de degradacién del
fibrinégeno, el alargamiento del tiempo de Quick,
la prolongacién del TP, la prolongacién del tiempo
de cefalina y la disminucién del fibrinégeno. Si la
CID progresa, practicamente todos los factores
de la coagulacién disminuyen, sin embargo, el défi-
cit de factor Vy el del fibrinégeno son las més fre-
cuentes en CID aguda, asi, un fibrinégeno menor a
100 mg/dl, en ausencia de hepatopatia, se asocia
invariablemente a una CID aguda. En la CID cré-
nica, el grado de consumo de factores, puede ser
compensado por una sintesis hepdtica aumentada,
y las alteraciones de laboratorio antes menciona-
das pueden ser minimas o inexistentes. En estas cir-
cunstancias, la patologfa precipitante, y las pruebas
indicadoras de la generacién de trombina y fibriné-
geno, pueden ayudar al clinico a establecer el diag-
néstico de CID.

Otros

Paraproteinemias y amiloidosis

En la amiloidosis se describen diversas alteracio-
nes de la coagulacién, a nivel de las vias comtn y
extrinseca de la coagulacién. La mds habitual es el
déficit de factor X, pero también se han descrito dé-

ficit de factor V, VIl e inhibidores de la conversién del
fibrinégeno a fibrina. El déficit de factor X en la ami-
loidosis primaria se describié hace mds de 40 anos.
La incidencia es del 8,7 %. De éstos, en un 87 % de
los casos, se observa alargamiento del INR. En un
28 % de los pacientes se alarga el T de cefalina.
Un 56 % de los pacientes con déficit de factor X san-
grardn, a veces con niveles de factor entre 25y 50 %.
El déficit funcional, medido por descenso de la acti-
vidad de factor X, es superior al antigénico que sue-
le ser discreto. En el caso del déficit de factores, el
mecanismo mads aceptado es la adsorcién de facto-
res de la coagulacién a las fibrillas de amiloide. Asi,
el aumento de aclaramiento disminuye la vida media
del factor. El tratamiento de las hemorragias con
plasma fresco puede ser poco eficaz si los factores
infundidos son rapidamente adsorbidos. Reciente-
mente se ha utilizado rFVlla con éxito. El tratamien-
to de la amiloidosis con quimioterapia, seguida o no
de autotrasplante mejora o incluso normaliza los
factores deficitarios?. Se ha descrito también algtin
caso aislado de amiloidosis primaria en la que la
deficiencia adquirida de factor X de coagulacién me-
jora de forma espontdnea. Como tratamiento palia-
tivo, la esplenectomia, posiblemente debido a la re-
tirada de abundante amiloide presente en el bazo, y
la plasmaféresis, mejoran transitoriamente los nive-
les de factores de la coagulacién.

Alteraciones de la via extrinseca y comiin en el sindrome
nefrdtico y otras nefropatias

El el paciente con sindrome nefrético, se observan
habitualmente aumentos del fibrinégeno, factor I, V,
VIl y X. Estos aumentos, que a veces se ponen de ma-
nifiesto por discretos acortamientos del tiempo de
Quicky de cefalina, se correlacionan inversamente
con la concentracién plasmatica de albiimina, lo que
sugiere una disminucién de su catabolismo y un au-
mento de la sintesis hepdtica. En el sindrome nefré-
tico, hay ademads una pérdida significativa de factor ||
a través de la orina, lo que en algunos pacientes pue-
de llevar a un déficit adquirido de protrombina?'.

Alteraciones de la via extrinseca y comiin
en cirugfa/circulacion extracorpdrea

En grandes cirugias, especialmente en cirugfa car-
diaca con by-pass cardiopulmonar, no son infrecuen-
tes los déficit de fibrinégeno y del factor V. Estos
suelen ser debidos a una hiperfibrindlisis primaria en
el lecho quirdrgico.

Déficit aislados de factores
de la coagulacién

Déficit de factor X
Mieloma

En 1992 se describié un caso de déficit aislado y re-
currente de factor X??; su etiologfa no esté clara, aun-



XLVI Reunion Nacional de la AEHH y XX Congreso Nacional de la SETH. Simposios 171

que parece que las cadenas ligeras monoclonales se
unirfan al factor X circulante impidiendo su funcién.

Tumores sdlidos/otras hemopatias

Se han referido déficit adquiridos de factor X en ti-
moma, carcinoma renal/adrenal, carcinoma gastri-
co, leucemia no linfoblastica aguda y leucemia mie-
loblastica aguda en tratamiento con amsacrina®.

Infecciones

Se han descrito déficit transitorios de este factor
en el contexto de infeccién por Mycoplasma pneumo-
niae, observdndose una recuperacién completa de
los niveles a las 3 semanas. El mecanismo es desco-
nocido aunque se cree que el agente infeccioso y el
factor X compartirian epitopos similares, siendo re-
tirados de la circulacién por el sistema inmune?.

Inhibidores adquiridos

Son poco frecuentes y suelen ser transitorios. Se
han descrito en el contexto de infecciones respirato-
rias, lepra, grandes quemados y aplicacién de trom-
bina tépica; también se han detectado inhibidores
en ausencia de factor desencadenante?®?*.

Fdrmacos

Se ha descrito la asociacién entre el uso de metil-
bromuro y la aparicién de un déficit reversible de
factor X.

Déficit de factor VII

Anemia apldsica

En los afios 1980 se describieron varios casos de
déficit de factor VIl aislado o junto con un descenso
de fibrinégeno en pacientes afectados de esta he-
mopatfa, y que habian seguido tratamiento con in-
munoglobulina antitimocitica y altas dosis de metil-
prednisolona. Aunque se desconoce la etiologia,
parece que podria deberse a una inhibicién selecti-
va de la sintesis de ambos factores por un mecanis-
mo aun no aclarado?.

Inhibidores adquiridos

Se han descrito pocos casos, alguno de ellos aso-
ciado a la presencia de anticoagulante lipico en un
paciente con virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) y adicto a drogas por via parenteral o en el
contexto de aplasia medular por la unién de un an-
ticuerpo a un sitio no activo dando lugar a un incre-
mento en el aclaramiento del factor?®?’.

Déficit de factor V

Inhibidores adquiridos

El antecedente mads frecuentemente observado
(hasta dos terceras partes de los casos) es la cirugia
previa a la aparicién del inhibidor y en la mayoria
de los casos asociado al uso de trombina tépica o

fibrin glue debido a que esta sustancia contiene trom-
bina y factor V bovinos que dan lugar a la aparicién
de anticuerpos contra la trombina bovina y/o fac-
tor V con reactividad cruzada frente a los respectivos
factores humanos de la coagulacién. Otras circuns-
tancias en las que se ha constatado la presencia de
un inhibidor son: pacientes con déficit congénito de
factorV en tratamiento sustitutivo, tuberculosis pul-
monar, tiroiditis de Hashimoto, cirrosis biliar prima-
ria, glomerulonefritis membranosa, penfigoide bu-
lloso, enfermedad por crioaglutininas, sindrome de
Sjogren, lupus, dermatomiositis y sarcoma de Kapo-
si en paciente VIH positivo?*?83. Finalmente, hay
casos idiopdticos, en los que no se descubre ninguna
asociacion. Hay que destacar la variabilidad clinica
que presentan los pacientes con inhibidores frente al
factor V. Este hecho tal vez se deba a que el factor V
plaquetario podria inactivar en parte el inhibidor,
protegiendo al paciente de una clinica hemorrdgica
y explicando por qué algunos pacientes con inhibi-
dor frente al factor V'y clinica hemorrdgica dejan de
sangrar al recibir una transfusién de plaquetas.

Déficit de factor 11

Fdrmacos

Ya se ha comentado en el punto correspondiente a
la sintesis de factores vitamina K dependientes que
diversos farmacos anticonvulsivantes (valproato, fe-
nitoina, carbamazepina y fenobarbital) conllevan un
incremento de los PIVKA Il y descenso de niveles to-
tales de protrombina por interferencia en el proce-
so de carboxilacion.

Infecciones

Se ha descrito un caso de hipoprotrombinemia
adquirida asociada a un anticoagulante ltpico en el
contexto de un proceso viral en una nifia de 2 afios,
el déficit fue de presentacién aguda y rapida recu-
peracién®’.

Sindrome nefrdtico

Como se ha descrito previamente en el sindrome
nefrético puede existir un descenso de los niveles
plasmaticos de factor Il y un incremento en la excre-
cién urinaria®?.

Inhibidores

En el contexto de sindrome antifosfolipido es fre-
cuente la presencia de anticuerpos frente a la pro-
trombina generalmente en ausencia de hipopro-
trombinemia. En los casos en los que se observa un
descenso en los niveles de factor Il parece deberse a
un incremento en su aclaramiento a través de la for-
macién de inmunocomplejos. Por otro lado se han
descrito anticuerpos frente a la trombina en pacien-
tes con antecedentes de enfermedades autoinmunes
o sometidos a cirugia con el uso de trombina bovina
o fibrin glue®>3*.
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PERSPECTIVAS ACTUALES EN EL TRATAMIENTO
DE LA BETATALASEMIA MAIOR

COORDINADORA: A. VILLEGAS. Falta centro??, Madrid

Resumen del simposio

Las talasemias constituyen desérdenes de la hemoglobina que se caracterizan por una disminucién o au-
sencia de sintesis de alguna cadena de hemoglobina, mientras que las hemoglobinopatias son alteraciones
estructurales de la cadena de globina, que dan lugar a variantes de la hemoglobina normal.

Dentro de estos cuadros, la betatalasemia maior, la hemoglobinopatia SS o SCy las interacciones beta-
talasemia/hemoglobinopatia S, producen cuadros clinicos severos que requieren cuidados médicos espe-
ciales y tratamiento de sus complicaciones.

El tratamiento de la betatalasemia maior, ha contribuido de una manera notoria a lo largo de los dltimos
afos, a mejorar el prondstico, supervivencia y calidad de vida de estos pacientes, de tal modo que el 96 %
de los pacientes con betatalasemia severa superan en el momento actual la tercera década de la vida.

Las complicaciones fundamentalmente vienen derivadas de la terapéutica transfusional y de la sobrecarga
del hierro del organismo, motivada en parte por las transfusiones, pero también por el aumento de la ab-
sorcién de hierro.

En Espafia el nimero de pacientes con talasemia maior es muy inferior al de otros paises de la cuenca
mediterrdanea, como India o Grecia; sin embargo, debido al éxito del régimen hipertransfusional, nos en-
contramos con un nimero cada vez mayor de pacientes en edad adulta, que requieren un adecuado mane-
jo terapéutico.

En este simposio analizamos el tratamiento de la betatalasemia maior y de sus complicaciones.

En primer lugar la Dra. Domenica Capellini, con su dilatada experiencia, nos detalla el tratamiento con-
vencional de la betatalasemia, sefialando cémo a partir de 1975 los pacientes italianos con el régimen hi-
pertransfusional, tienen una probabilidad de supervivencia a los 20 afios superior al 96 %. Comenta un as-
pecto realmente importante, como es en qué momento debe iniciarse la terapia transfusional. De acuerdo
con su experiencia este inicio depende de varios factores como el tipo de defectos moleculares, la severidad
de la anemia, el grado de eritropoyesis ineficaz, asi como de otros criterios clinicos.

Comenta el papel de la esplenectomia y la terapia quelante con hierro y los resultados del trasplante de
médula Ssea.

Sefiala como mas frecuentes, las complicaciones cardiacas, infecciosas o las disfunciones endocrinas.
Dentro del capitulo de las infecciones comenta cémo, a pesar de suponerse una susceptibilidad mayor a pa-
decer infecciones en los pacientes talasémicos con sobrecarga de hierro, en la préictica no parece evidente el
aumento de infecciones bacterianas a excepcién de la Yersinia enterocolitica en pacientes con sobrecarga férri-
ca tratados con desferoxiamina.

Las anomalias endocrinas son otras de las complicaciones con retraso de la pubertad, alteraciones de la
funcién hipotaldmica, trastorno de la fertilidad u osteoporosis. Todas estas complicaciones ponen de ma-
nifiesto la necesidad de colaboracién de un equipo multidisciplinario, compuesto por enfermeras entrena-
das, hematélogos y médicos especialistas.

El diagndstico y tratamiento de las complicaciones cardiacas de la sobrecarga de hierro en pacientes con
betatalasemia, es analizado en mayor profundidad por el Dr. Vilacosta.

Sefiala cémo es la principal causa de muerte de los pacientes talasémicos, y cémo la disfuncién ventricu-
lar depende, fundamentalmente, de la cantidad de hierro depositada en ambos ventriculos.

En el diagnéstico, resalta la utilidad de diferentes métodos diagndsticos, matizando cémo la técnica de
eleccién para estudiar la funcién diastdlica y sistélica es el ecocardiograma.

Finalmente, describe el tratamiento a utilizar cuando se produce insuficiencia cardfaca, cuyo prondstico
sefiala, incluso con tratamiento adecuado de diuréticos, betabloqueantes, inhibidores de la enzima conver-
sora de la angiotensina o espirolactonas, es muy mala.




174 Haematologica (ed. esp.), volumen 89, extraordin 1, octubre 2004

El manejo de los enfermos de talasemia maior con sobrecarga de hierro es analizado por el Dr. Renzo Ga-
lanello de la Universidad de Cagliari, que ha participado en varios protocolos multicéntricos con desferro-
xiamina y deferipona en pacientes con talasemia maior.

Comenta, en primer lugar, la probada eficacia de la desferroxiamina como un medicamento eficaz para
disminuir los depdsitos de hierro del organismo, aunque sefiala los problemas derivados de su empleo.

El quelante ideal de hierro, deberd cumplir las siguientes propiedades: tener una alta afinidad y especifici-
dad, una alta eficacia in vivo para conseguir un balance negativo de hierro y la menor toxicidad posible.
Otro factor importante es la posibilidad de administracién por via oral.

Analiza a continuacién una serie de nuevos quelantes orales de hierro, unos con mayor experiencia como
deferiprona y otros nuevos compuestos analizados en animales o en fases mas avanzadas como desferri-
thiocina bishidroxy-phenyl thiazole (ICL-670) y otros. Se han realizado estudios en fase | y [l con ICL-670. Es-
tudios preliminares indican que 20 mg/kg/dia de ICL-670, pueden tener una eliminacién similar de hierro
que la desferroxiamina a dosis de 40 mg/kg/dia.

En el momento actual, nuevas estrategias de quelacién con desferroxiamina y dereriprona, mejoran la se-
guridad y eficacia de cada farmaco por separado y su efecto puede ser sinérgico y contribuir a eliminar ma-
yor cantidad de hierro.

La dltima ponencia corre a cargo del Dr. Madero et al, y recoge la experiencia de los trasplantes de médu-
la ésea en la betatalasemia maior.

En el registro Europeo de trasplantes de médula ésea EBMT, en abril de 2004 se recogen 2.312 trasplan-
tes de pacientes con betatalasemia maior realizados en 112 centros, de ellos 1.003 han sido trasplantados
por Guido Lucarelli en Italia. En todos ellos la fuente de progenitores fue la médula 6sea de donantes fami-
liares histocompatibles. Estos pacientes han sido estratificados en tres grupos, siendo los resultados éptimos
para los nifios y adultos jévenes, en los grupos de riesgo 1y 2.

Comentan las modificaciones que a partir del afio 1997 se han realizado en los pacientes de riesgo 3 (pa-
cientes con quelacién irregular, hepatomegalia y fibrosis hepdtica), asi como los resultados obtenidos con
un nuevo protocolo de acondicionamiento, con una supervivencia global de 93 % y una supervivencia libre
de enfermedad de 85%. Por tanto, los resultados obtenidos con estas modificaciones en los pacientes de
riesgo 3, son, en la actualidad, similares a los obtenidos previamente con los pacientes de los grupos 1y 2.

Analizan posteriormente los resultados de trasplante de donantes no emparentados. Las series son cortas.
La serie mas amplia incluye 32 pacientes y los resultados no son concluyentes, dado que unos autores reco-
miendan realizarlo sélo en pacientes del grupo 3 y otros sefialan que debe ser realizado en pacientes jéve-
nesy del grupo 1.

También puede realizarse el transplante con otras fuentes de progenitores, como sangre periférica o san-
gre del corddn. Asi el grupo Eurocord ha comunicado la realizacién de 37 trasplantes de cordén umbilical
de donantes familiares idénticos en pacientes con betatalasemia maior, con una supervivencia libre de en-
fermedad del 80 %.

Finalmente, analizan y comentan los acondicionamientos de intensidad reducida en dos series publica-
das en la literatura médica de 7 y 13 pacientes, respectivamente.

En resumen, este simposio es una puesta al dia del tratamiento de los pacientes betatalasémicos, que va
a ser una gran ayuda para el manejo, dia a dia, de los enfermos.
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Conventional treatment

Quality and duration of life of transfusion-depen-
dent 3-thalassemia patients have been transformed
over the last ten years with life expectancy increasing
well into the third and fourth decades. Neverthe-
less, the life prolongation discloses several compli-
cations, partly due to the underlying disorder, part-
ly related to the conventional treatment with blood
transfusions and to iron overload. Moreover, we are
starting to deal with complications aging related,
in the contest of a multiorgans disease that requires
for a proper management a team of hematologists
or clinicians who have specific knowledge of tha-
lassemias, working together with different special-
ists and well trained nurses. A cooperative study in-
volving seven lItalian centres, reveals that today
almost 80 % of the Italian patients are aged over
20 years. At follow-up evaluation, the probability of
survival calculated by Kaplan-Meier method, at
25 years was 82 % for patients born in the years
1970-1974, up to 96 % probability of survival at
20 years for patients born in 1975-1979". The defi-
nition of the optimal transfusion and iron chela-
tion regimen has been the most important advance
in the management of the disorder with the prima-
ry objective to keep under control the ineffective
erythropoiesis, its consequences and the iron bur-
den. The optimal transfusion regimen involves regu-
lar blood transfusions, usually administered every
two to five weeks, to maintain the pretransfusion
haemoglobin level above 9-10.5g/dl. The decision
to initiate lifelong transfusion therapy should be
based on a definitive diagnosis of severe thalas-
saemia, taking into account the molecular defects,
the severity of anaemia on repeated measurement,
the level of ineffective erythropoiesis and clinical cri-
teria such as failure to thrive or bone changes.

Many patients with thalassaemia major require
splenectomy because of hypersplenism, however,
optimal clinical management may delay or even
exclude the need for splenectomy. Splenectomy
should be considered for patients whose annual
blood consumption increase progressively, respon-
sible for significant increase of iron stores despite
good chelation therapy or, in presence of symptoms
due to spleen enlargement. Clinical problems re-
lated to leucopenia or thrombocytopenia due to
hypersplenism could also be the reasons for con-
sidering splenectomy. The major complication of

splenectomy is severe and sometimes overwhelm-
ing infection. Because removal of the spleen may re-
duce the primary immune response to encapsulated
organisms, it is advisable to delay splenectomy until
patients are at least 5 years old or more?*. Unfor-
tunately the mortality rate for postsplenectomy
overwhelming infection in thalassaemia patients is
approximately 50 % despite intensive supportive
care, therefore it is mandatory to adopt preventive
measures including immunoprophylaxis (vaccina-
tion against streptococcus pneumoniae, pneumo-
coccus and meningococcus), chemoprophylaxis
and parent and patient education to recognize and
report febrile illnesses®.

Iron overload is an inevitable and serious compli-
cation of long-term blood transfusion therapy which
requires adequate treatment in order to prevent ear-
ly death mainly from iron-induced cardiac disease. It
has been clearly shown that optimal chelation thera-
py extends complication-free survival. The gold stan-
dard of chelation therapy remains the use of desfer-
rioxamine (DFO) because its long-term efficacy has
been extensively documented in large multicenter tri-
als in Italy and elsewhere®®. Unfortunately, compli-
ance with the rigorous requirements of daily subcu-
taneous infusions is a serious limiting factor and in
non-compliant patients life expectancy is not differ-
ent from that in the pre-DFO era. This is the ratio-
nale behind the intensive effort to identify alterna-
tive, orally effective iron chelators. The most studied
oral chelator is Deferiprone (DFP) that has a high
rate of intestinal absorption. In Europe, according
to the EMEA, treatment with DFP should be consid-
ered in patients unable to use DFO or patients with
an unsatisfactory response to DFO as judged by
serum ferritin levels and by liver iron concentration’.
At a DFP dose of 75 mg/Kg/day, iron stores may de-
crease in some patients, remain stable in others and
increase in some others®. Recent studies indicate
that DFP may be more effective than DFO in pro-
tecting the heart from the accumulation of iron®°.
A potential benefit of combined DFO/DFP therapy
has been hypothesized. An additive effect of DFO
and DFP has been proved in vitro and in vivo, where-
as a synergistic effect is not yet well documented,
however, at present, there are no consistent data on
long-term safety and efficacy of DFO/DFP combina-
tion treatment. A new and promising orally effective
iron chelator, ICL670 (Exjade) has been developed
and it is in phase Il study. Phase Il results indicate
that a single daily dose of 20 mg/Kg it may be as ef-
fective as sc DFO 40mg/Kg/day. Pharmacokinetic
studies showed that ICL670 has a low rate of clear-
ance from the circulation, and at a dose of 20-40
mg/Kg/day is able to induce a negative iron bal-
ance'’. Other oral iron-chelating agents are under
investigation in pre-clinical or phase | trials, such as
GT56-252, 40sD02, second-generation hydrox-
ypyridones.
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Bone marrow transplantation

Marrow transplantation from HLA-identical sib-
lings has been increasingly adopted for the cure of
Thalassaemias. Since 1981 a large clinical experience
has been gained with more than 2000 bone marrow
transplants performed in many centres world wide.
Three classes of patients have been identified on the
basis of @) the inadequacy of iron chelation therapy,
b) the presence of liver fibrosis and ¢) hepatomegaly.
Patients in Class | have none of these characteristics,
patients in Class Il have one or two, and patients in
Class Il have all three characteristics. These risk fac-
tors have been found to significantly influence the
post-transplant outcome. Among Class | thalas-
saemic children transplanted early in the course of
the disease, the probabilities of survival and dis-
ease-free survival are 93% and 91 %, with a 2% risk
of rejection and a risk of transplant-related mortali-
ty of 8 %. The outcome between centres that per-
form transplants in patients with broadly similar
characteristics are comparable. The probabilities of
survival, disease-free survival, rejection and non-re-
jection mortality are respectively 87 %, 83 %, 3 % and
15% for Class Il patients and 79 %, 58 %, 28 %, and
19 % respectively for Class Il patients.. In this last
category of patients, the improvment of condition-
ing regimens resulted in a significant decrease of
transplant-related mortality, but with a concomitant
increased risk of graft rejection. Patients older than
16 years of age are classified as adults. In the adult
group, the probability of surviving the transplant is
66 %, the probability of cure is 62 %, with a 35%
chance of transplant-related mortality and 5% of re-
turning to the pre-transplant thalassaemic condi-
tion'?. However, only 25-30 % of patients have an
HLA-compatible sibling, thus a vast majority lack a
suitable donor. Recently, the Italian cooperative
group for bone marrow transplantation reported on
32 patients aged 2-28 years, transplanted with bone
marrow cells from an unrelated donors. The results
of this study indicate that BMT from unrelated
donors may have results comparable with those ob-
tained in transplants using HLA-identical family
donors, particularly for patients with lesser iron
overload, provided that stringent criteria of com-
patibilita are employed for donor selection'. An al-
ternative source of haematopoietic stem cells could
be the umbilical cord blood (CBT). A recent study
from the Eurocord cooperative group, analysing the
outcome of 44 patients with either thalassaemia or
Sickle Cell Disease transplanted with cord blood
cells from a sibling, has reported no deaths from
transplant-related complications, suggesting that re-
lated CBT for thalassaemia is a safe procedure’.

Thalassaemia-related complications

The frequency and severity of many complications
depend to a large extent on the way that patients are
managed since childhood, particularly with respect

to their steady-state hemoglobin level and effective-
ness of chelation therapy.

Cardiac complications

Cardiac complications remain the most important
in determining the survival of Bthalassemia major
patients>®. It should be emphasized that they are
not restricted to the effect of anemia and iron load-
ing although they are by far the most important fac-
tors. Myocarditis, pulmonary hypertension that can
be related to iron overload but also follow recurrent
small pulmonary emboli have been recently reported
in adult patients. According to the “guidelines for
the clinical management of thalassemia”?, the ba-
sic cardiological assessment should periodically in-
clude: 12-lead electrocardiogram, chest X ray and
echocardiogram. The therapeutic strategy to prevent
or treat heart complications in patients with tha-
lassemia involves some general measures and spe-
cific cardiological interventions. As a general mea-
sures it is advisable in patients with heart disease:
a) to maintain the pre-trasfusional hemoglobin level
close to 10-11 g/dl; b) to have a regular iron-chela-
tion therapy and an aggressive (s.c. or i.v.) che-
lation in case of severe iron load ¢) to ensure a
surveillance and adequate management of other
causes of cardiomyophaties such as hypothy-
roidism, hypoparathyroidism, vitamin C deficiency
etc. The treatment with specific medications has to
be evaluated case by case'”.

Infections

Thalassemic patients have an increased risk of in-
fections because of splenectomy, iron load and
blood-borne infections, particularly viral. The role of
iron load and iron chelation in susceptibility to in-
fection has been questioned and it is not yet fully es-
tablished. In a detailed review it was concluded that
iron overload is not associated with an impressive
increase in the incidence or severity of bacterial in-
fections with one exception for Yersinia enterocoliti-
ca. Unlike most other bacteria, Yersinia enterocoliti-
ca, makes no siderophores of its own and therefore
lives better in an iron-rich environment or by using
the siderophores of other microorganisms to acquire
iron. Desferrioxamine is the natural siderophore of
Streptomyces pilosus, and Yersinia can use ferriox-
amine for growth. As soon as Yersinia enterocolitica
infection is suspected by clinical symptoms (fever, ab-
dominal pain, diarrhoea and vomiting), iron chela-
tion therapy must be immediately stopped and antibiotic
treatment must be immediately started. Ciprofloxacin is
the recommended first line treatment. Patients with
Yersinia-induced septicemia have an increased risk of
mortality and should therefore receive intravenous
antibiotic therapy. Good responses have been re-
ported with trimethoprim-sulfomethoxazole. Iron
chelation should not be restarted until the symptoms
have completely disappeared and the patient has re-
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covered'®. The blood-borne viral infections, particu-
larly hepatitis B and C and more recently HIV, have
relatively high frequency in transfusion-dependent
Bthalassemia patients. The management of post-
transfusion hepatitis in these patients should be un-
dertaken according to the updated indications'” tak-
ing into account a series of important issues that are
peculiar for thalassemic patients, such as iron over-
load, endocrine dysfunction, psychological status.
Since there is increasing evidence that iron load of the
liver increases the severity of viral hepatitis, it is very
important to measure the liver iron concentration
(LIC) on the liver biopsy that must be performed be-
fore starting any anti-viral treatment and, in case of
severe iron overload, intensive chelation therapy has
to be considered. The monitoring of antiviral treat-
ment must be very rigorous and in collaboration with
a specialist in liver disease.

Endocrine dysfunctions

Endocrine abnormalities are among the common
complications of thalassemia, despite good chela-
tion therapy. Delayed puberty and defective function
of the hypothalamic/pituitary axis occur in appro-
ximately 50 % of both male and female patients.
A proper treatment depends on factors such as age,
severity of iron overload, chronic liver disease, throm-
bophilic status and the presence of psychological
problems. All these issues must be discussed in col-
laboration between the doctor in charge for the pa-
tient’s care, the endocrinologist and the patient him-
self. The hormones substitution, is usually started
after pubertal assessment according to Tunner. Dia-
betes mellitus is also a relatively common complica-
tion in patients who have been inadequately iron
chelated, although it has been observed also in adult
well transfused and well chelated patients. The major
problems dealing with in adult Bthalassemia patients
are “fertility” and “osteoporosis”. More and more
adult thalassemic patients in their second and third
decade of life apparently well feeling, are asking for
help with fertility. These patients have to be properly
advised about any kind of risk by the primary physi-
cian and followed by a multidisciplinary team: induc-
tion of ovulation or of spermatogenesis must be per-
formed under rigorous control and never prior a
global evaluation of the patient including a detailed
assessment of cardiac status, liver function, viral in-
fection, endocrinophaties with particular emphasis
on diabetes control and thrombophilic status.

Osteoporosis as a multifactorial complication is
very common in adult thalassemic patients of both
sexes and requires an adequate management in or-
der to prevent progressive disease and fractures. No
guidelines are so far available, being several trials still
ongoing with different compounds. Preliminary re-
ports suggest that bisphosphonates improve the re-
sults of bone densitometry but the effect on bone
strenght remains uncertain'®.
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DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO
DE LAS COMPLICACIONES
CARDIACAS DE LA SOBRECARGA
FERRICA EN PACIENTES CON
BETATALASEMIA MAIOR

|. VILACOSTA

Instituto Cardiovascular. Hospital Universitario
de San Carlos. Madrid.

Las complicaciones cardiacas son la causa mds
frecuente de muerte en los pacientes con betatalase-
mia maior'3. En los nifios con talasemia, la insufi-
ciencia cardiaca y las arritmias son las causas mds
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frecuentes de muerte. En esta enfermedad, los even-
tos cardiacos son en parte secundarios a la presen-
cia de una anemia crénica; pero ademas, y a dife-
rencia de lo que ocurre en otras anemias crénicas,
en la talasemia la hemosiderosis cardiaca es un pro-
blema importante.

En la betatalasemia maior la sobrecarga de hierro
es el resultado de una combinacién de hemdlisis ex-
travascular, transfusiones frecuentes y un aumento
inapropiado de la absorcién de hierro intestinal.
Aunque la anemia de por si contribuye, sin duda, a
la cardiomegalia, la sobrecarga de hierro cardiaca
tiene un impacto muy importante sobre la funcién
diastdlica y sistdlica del ventriculo izquierdo y es la
causa mas frecuente de disfuncién ventricular en es-
tos pacientes.

En 1982, Economidou® encontré que la mortali-
dad de 441 pacientes griegos con talasemia maior e
intermedia era similar a la de la poblacién general
hasta los 6 afios. A partir de ahi, la mortalidad au-
mentaba gradualmente de tal manera que a los
28 afios tan sélo el 24 % estaban vivos. Zurlo et al®
estudiaron la supervivencia y causas de muerte en
1.087 pacientes italianos con talasemia maior que
nacieron después del 1 de enero de 1960. De los pa-
cientes nacidos entre 1970 y 1974, el 97,4 y el
94,4 % estaban vivos a los 10 y 15 afios, respectiva-
mente. Las causas més frecuentes de muerte fueron
las cardiopatias seguidas de las infecciones, hepa-
topatias y neoplasias. La esperanza de vida de estos
pacientes ha mejorado notablemente en los tltimos
afios debido, fundamentalmente, a una disminucién
de la mortalidad de origen cardiaco; no obstante,
las cardiopatias siguen siendo la causa més frecuen-
te de muerte en estos pacientes' .

Si no se inicia un tratamiento quelante (desferro-
xamina) intensivo durante los primeros 10 afios de
vida, en la segunda década de la vida aparecen ma-
nifestaciones clinicas de afectacién cardiaca (insufi-
ciencia cardiaca) y estos pacientes fallecen bien por
insuficiencia cardfaca progresiva u ocasionalmente
de muerte stbita secundaria a una arritmia3.

En la necropsia, se puede observar una acumula-
cién importante de hierro en todas las visceras. Se
trata de un corazén que esta aumentado de peso,
hipertréfico y dilatado. Adquiere un tono pardusco
por la gran cantidad de hierro acumulado en los car-
diomiocitos que se puede demostrar tifiendo las pre-
paraciones histolégicas con azul de Prusia o con la
tincién de Pearl. En el andlisis histoldgico, el nodo si-
nusal puede ser normal, mientras que el nodo auri-
culoventricular estad habitualmente afectado.

La disfuncién ventricular depende fundamental-
mente de la cantidad de hierro depositada en los
ventriculos. Algunos autores creen que la lesién mio-
cérdica es el resultado de la liberacién de hidrolasas
4cidas por los lisosomas, inducida por el hierro.
Otros han relacionado los depésitos férricos con la
probabilidad de presentar un infarto. El incremento

de hierro podria aumentar el estrés oxidativo endo-
telial generado por los radicales libres catalizados
por el metal. En la literatura especializada se han
descrito infartos en pacientes con talasemia maior’.
El ventriculo derecho tampoco se libra de la afecta-
cién cardiaca en esta enfermedad®.

En el diagnéstico de la miocardiopatia de estos
pacientes podemos utilizar distintas herramientas
diagnésticas; la radiografia de térax, el electrocar-
diograma, los estudios isotépicos y el cateterismo
pueden ser utiles. Sin embargo, la técnica de elec-
cién para evaluar la funcién sistdlica y diastdlica de
estos pacientes es la ecocardiografia.

La radiografia de térax puede demostrar la exis-
tencia de cardiomegalia y otros signos clasicos de in-
suficiencia cardiaca. En el electrocardiograma se ob-
servan datos de hipertrofia ventricular izquierda,
cambios inespecificos de la repolarizacién ventricu-
lar (alteraciones del segmento STy de la onda T), ex-
trasistolia supraventricular o ventricular y bloqueo
auriculoventricular de primery segundo grado. El hi-
siograma puede demostrar la existencia de una pro-
longacién del intervalo PR como reflejo de una con-
duccién anormal en el nodo auriculoventricular. El
descenso del segmento ST constituye un signo espe-
cifico de lesién miocardica.

En el ecocardiograma Doppler color se puede ob-
servar un aumento de los didmetros del ventriculo iz-
quierdo, auricula izquierda y aorta, y también, un
incremento del grosor de la pared ventricular. Utili-
zando la técnica Doppler se puede valorar bien la
funcién diastdlica, tanto por el patrén de Doppler
pulsado (ondas de llenado ventricular izquierdo)
como por el patrén de Doppler tisular en el anillo
auriculoventricular. Con el modo-M color podemos
ahora estudiar la velocidad de propagacién de la
sangre durante el llenado ventricular. También con
el Doppler tisular se puede interrogar el patrén de
velocidades de los diferentes segmentos miocardicos
y, todo ello, ayuda a la realizacién de un diagnéstico
precoz. Algunos autores han demostrado que las al-
teraciones del llenado ventricular (patrén de llenado
restrictivo) y de la funcién diastélica se producen en
una etapa precoz (pre-clinica) de la enfermedad,
cuando la funcién sistélica es normal®. Mediante la
ecocardiografia de estrés con dobutamina a dosis
bajas, se puede documentar una reduccién de la re-
serva contractil del ventriculo izquierdo en pacien-
tes asintomaticos, lo que de nuevo permite identifi-
car precozmente a estos individuos'®.

En el cateterismo podemos observar elevacién de
la presién telediastdlica del ventriculo izquierdo, au-
mento de los volimenes ventriculares y disminucién
de la fraccién de eyeccion.

La mitad de los pacientes con talasemia tienen al-
gun episodio de pericarditis seca (pericarditis estéril)
que se atribuye a la hemosiderosis. Los enfermos
presentan dolor precordial, fiebre y los tipicos tras-
tornos electrocardiograficos de la pericarditis. El de-
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rrame pericardico es frecuente y, en ocasiones, es ne-
cesario realizar una ventana pericérdica.

El tratamiento de la betatalasemia maior consiste
principalmente en un programa de transfusién ade-
cuado con “hipertransfusién”, esplenectomia y tra-
tamiento precoz de las infecciones. La hemoglobina
se debe mantener por encima de 12 g/dl. El uso de
agentes quelantes (desferroxamina) para el trata-
miento y prevencién de la sobrecarga de hierro es
absolutamente necesario. Este tratamiento debe ini-
ciarse precozmente para prevenir la lesién de los 6r-
ganos, puesto que cuando la sobrecarga de hierro
de los tejidos es ya importante es dificil extraer el
hierro. Los criterios de tratamiento quelante en la ta-
lasemia maior se han definido con claridad'". La
desferroxamina debe ser administrada por via pa-
renteral con infusiones de 8 a 15 h y de manera pe-
riédica (3-7 veces por semana). El acido ascérbico
puede facilitar la extraccién de hierro por la desfe-
rroxamina. Si el paciente llega a desarrollar insufi-
ciencia cardiaca su prondstico es malo. En esta si-
tuacién, el tratamiento éptimo de la insuficiencia
cardiaca (diuréticos, betabloqueantes, inhibidores
de la enzima conversora de la angiotensina y espiro-
nolactona) con o sin farmacos antiarritmicos no
cambia mucho la historia natural del paciente. Sin
embargo, se han descrito pacientes en los que la
funcién ventricular ha revertido parcial o completa-
mente con el tratamiento intensivo con quelantes
del hierro'*'. Puede aparecer fibrilacién auricular,
flater, taquicardia supraventricular o arritmias ven-
triculares que pueden deprimir atin més la disfun-
cién sistdlica del ventriculo izquierdo y empeorar la
situacién funcional del paciente. En estos casos el
tratamiento debe ser individualizado.
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MANAGEMENT OF IRON
OVERLOAD IN PATIENTS WITH
BETA-THALASSEMIA MAJOR.
ORAL IRON CHELATING AGENTS

R. GALANELLO

Ospedale Regionale Microcitemie ASLS. Dip.Scienze
Biomediche e Biotecnologie. Universita di Cagliari.

Over the past 30 years it has been clearly esta-
blished that effective iron chelation therapy with
desferrioxamine can correct and prevent the conse-
quences of iron overload in patients with thalasse-
mia, improving their survival. However, in spite of the
proven efficacy of desferrioxamine, it is difficult to ob-
tain an effective treatment in all patients because the
use of desferrioxamine is cumbersome and unpleas-
ant, resulting in low compliance. Moreover, in some
countries the high cost of the drug and of supplies
for its administration are significant obstacles for an
effective treatment. Therefore, the need for orally ac-
tive iron chelators has been recognized for a long
time and over the last two decades, great research
efforts have been devoted to the development of
new iron chelators. Moreover, at same time con-
sistent advances have been made in the knowledge
and understanding of pathophysiology and conse-
quences of iron overload, tissue iron damage and
of methods of measuring excess iron in patients.
While hundreds of iron chelators have been identi-
fied as candidate compounds and evaluated in ani-
mal models, only a few have been studied in hu-
mans, since the separation of the pharmacological
from toxic effects has been difficult to achieve.

A range of physicochemical and biological proper-
ties are required for an ideal iron chelator, including
oral availability, high affinity and specificity for iron,
high chelating efficiency in vivo to achieve negative iron
balance, and low toxicity profile. Difficulties in the de-
velopment of iron chelators arise also from the lack of
universal animal models and, even more important,
from differences in the iron metabolism among dif-
ferent animal species and animals and man. Efficacy
and toxic effects are not always reproducible; in dif-
ferent species; appropriate clinical studies in iron
overloaded individuals are to be undertaken to obtain
the proper judgement on the compound.

Deferiprone (DFP) is the only oral chelator avail-
able at present for clinical use. It was synthesized in
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1982, and after several controversies, it has first
been licensed in India in 1995, and then in Europe in
1999 but with restricted indication under the “ex-
ceptional circumstances” policy, that requires fur-
ther studies. Completed these studies DFP achieved
full marketing authorization in April 2004.

At the most used DFP dose of 75 mg/Kg/day iron
stores may decrease in some patients, remain stable
in others and increase in some others. The most seri-
ous adverse effect reported is agranulocytosis which
occurs with an incidence of 0.6 per 100 patients-
years'. Other less significant adverse events are gas-
tro-intestinal symptoms, arthralgia, zinc-deficiency
and fluctuating liver function tests, especially in
anti-HCV positive patients. Preliminary evidences
from retrospective studies have indicated a possible
cardioprotective role of DFP?3.

Several other iron-chelating compounds are in or
near clinical trial, including desferrithiocin (DFT),
bishydroxy-phenyl-thiazole (ICL-670), GT56-252,
HBED and 40SD02. Others, such the second ge-
neration hydroxypyridones, are in preclinical devel-
opment*.

DFT is a siderophore isolated from Streptomyces
antibioticus and then produced by chemical synthe-
sis. DFT is a tridentate iron chelator orally available.
Unfortunately, the Fe (I11) complex ferrithiocin is
nephrotoxic. Therefore a number of DFT analogs
have been synthesized and tested in animals. One of
this analogs, 4-OH-desazadesmethyldesferrithiocin
has been evaluated in animals, without evidence of
adverse effects at the doses to be used clinically and
is now ready for phase | studies in humans®>®.

ICL-670 is a tridentate ligand, orally active, which
has emerged as the best candidate for further devel-
opment from the screening of 44 compounds of a
new class of iron chelators, the triazole derivatives’.
The basic structure of this completely new chemical
class of iron chelators was developed on the basis
of computer modelling by Novartis. ICL-670 has un-
dergone extensive pre-clinical studies in animals,
which have given the following results: ICL-670 pro-
motes iron excretion mainly (90 %) through the fecal
route; the effective dose is around 20 mg/kg/day; it
seems more potent than desferrioxamine and de-
feriprone; it is highly selective for iron. Nephrotoxic-
ity observed in non-iron loaded animals, was signifi-
cantly reduced in iron overloaded animals. Phase |
and Il studies with ICL-670 have been performed, to
evaluate safety, tolerability and effects on liver iron
concentration®'%. The compound is suitable for
once daily administration and there is a close corre-
lation between dose, pharmacokinetics and fecal
iron excretion. Preliminary data have shown that
ICL670 at a dose of 20 mg/kg/day produces a fall
in liver iron concentration similar to desferrioxam-
ine at 40 mg/kg/day. ICL670 has been generally well
tolerated and not relevant toxic effects have been
reported. These data support the long term use of

ICL670 and additional safety and efficacy data are
currently being generated at higher doses.

GT56-252 is a tridentate novel orally available iron
chelator under development by Genzyme'". Pharma-
cokinetics and toxicology studies have been con-
ducted in animals as part of a pre-clinical program
to support phase | clinical studies. Iron excretion is
rapid and more than 80 % of the administered dose
is eliminated in 24 hours with the feces.

HBED is an hexadentate chelator, first synthesized
more than 30 years ago. Initial results in rodents
showed activity after oral administration, but further
evaluation in both iron loaded primates and hu-
mans revealed that the oral activity was too small to
be of some utility in the treatment of iron overload'?.
HBED has been re-examined as a parenteral chelator
since the level of iron excretion in iron-loaded pri-
mates was more than twice that produced by an
equimolar dose of desferrioxamine.

Pyridoxal isonicotinoyl hydrazone (PIH) and its
derivates deserve a specific note. PIH, a tridentate
oral chelator, was introduced by Ponka et al more
than 20 years ago but, despite some promising re-
sult, the progress in the development has been very
slow, mainly because being a not patentable agent
the attractiveness for drug industry is seriously re-
stricted'®. Moreover, the therapeutic potential of
PIH and its derivatives needs further evaluation.

Besides the new compounds under evaluation, a
future perspective for iron chelation is represented
by the combined use of two chelators. New strate-
gies of chelation are being explored with desferriox-
amine and deferiprone to improve the inadequacies
of these chelators with respect to their safety and ef-
ficacy as single drugs. DFO and DFP seem to chelate
iron from different pools and organs and their com-
bined use may result in additive or synergistic effects
in iron removal>1.

Conclusions

The clinical experience with DFO and DFP has
shown that there is a wide variation among patients
in response to different iron chelators, depending on
the drug metabolism, mechanism of action and
preferential site of removal. It is well known that the
amount of iron excreted per given dose of a chelat-
ing agent may be different for each patient. We ex-
pect in the future, from having several chelators, that
individual tailoring of chelation with appropriate
dosages and schedule of administration, will result
not only in more effective therapeutic protocols, but
will have positive effects on compliance and quality
of life of patients with thalassemia.
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TRASPLANTE HEMATOPOYETICO
EN TALASEMIA
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Betatalasemia y drepanocitosis son las enferme-
dades con base genética de mayor prevalencia. El so-
porte transfusional crénico con medidas para quelar
la sobrecarga férrica es el dnico tratamiento indica-
do en la talasemia grave que ha demostrado una
mejorfa clinica de los pacientes y una mayor supervi-
vencia. Sin embargo el Unico tratamiento curativo
de la enfermedad hasta este momento es el tras-
plante hematopoyético. La supervivencia con esta
medida terapéutica ha mejorado en los dltimos
afios en base a la reduccién de la mortalidad rela-
cionada con el procedimiento y una menor frecuen-
cia del fallo de injerto.

Hasta abril de este afio, en el registro internacional
del EBMT (European group for Blood and Marrow
Transplantation) habia constancia de 2.312 pacien-
tes trasplantados por talasemia. Estos casos perte-

Tabla 1. Grupos de riesgo segtin Lucarelli et al (NEJM 1990)

Quelacion Hepatomegalia  Fibrosis hepdtica
Grupo de Regular No No
riesgo 1
Grupo de  Regular/irregular No/Si No/Si
riesgo 2°
Grupo de Irregular Si Si
riesgo 3

@ Debe cumplir dos de los tres criterios.

Tabla 2. Resultados con acondicionamiento
ciclofosfamida (200 mg/kg dosis total) y busulfin
(14-16 mg/kg dosis total) de acuerdo a los grupos
de riesgo

Grupo de riesgo Grupode  Grupode  Grupo de
clasificacion de Pesaro riesgo 1 (%) riesgo 2 (%) riesgo 3 (%)
Supervivencia global 94 80 61
Supervivencia libre 94 77 53
de eventos
Recaida 0 9 16

necian a 112 centros, siendo el centro con mayor ex-
periencia el de Pesaro (ltalia). La mayor parte de los
trasplantes se realizaron a partir de donantes fami-
liares idénticos (90 %) y empleando como fuente de
progenitores la médula ésea (90 %) (Angelucci, co-
municacién personal).

El doctor Guido Lucarelli y su grupo de Pesaro, co-
menzaron a emplear este tipo de terapéutica en pa-
cientes diagnosticados de talasemia en 1981. En los
dltimos 20 afios se han trasplantado en su unidad
1.003 pacientes. En todos ellos la fuente de proge-
nitores fue la médula 6sea de donantes familiares
compatibles. Por este motivo, los avances relaciona-
dos con este tratamiento en pacientes con talasemia
han sido en su mayor parte descritos por estos inves-
tigadores. El protocolo inicialmente empleado para
el acondicionamiento consistia en ciclofosfamida
200 mg/kg dosis total y busulfan 14-16 mg/kg dosis
total. Este protocolo se sigue empleando sin modi-
ficaciones en la mayor parte de los pacientes en la
actualidad. La experiencia con este tipo de acondi-
cionamiento permitié en el afio 1990 dividir los pa-
cientes talasémicos menores de 17 afios en 3 grupos
de riesgo, de acuerdo a la afectacién hepdtica que
presentaban (tabla 1)'. Los resultados variaban de
acuerdo a estos grupos de riesgo (tabla 2). Los pa-
cientes incluidos en la clase 3 tenfan una superviven-
cia libre de eventos mds baja, fundamentalmente, en
base a una mayor mortalidad asociada con el proce-
dimiento. Por este motivo, la primera modificacién
propuesta al protocolo fue la reduccién de la dosis
de ciclofosfamida a 120-160 mg. Tras esta modifica-
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cién la supervivencia global aumenté hasta un 74 %,
pero la probabilidad de fallo del injerto aumenté has-
ta un 35%>. De este modo, la supervivencia libre de
enfermedad apenas se vio modificada (53 % frente al
49 %)?. Los pacientes mayores de 16 afios pertene-
cientes a los grupos de riesgo 2y 3 también se trata-
ron con dosis reducidas de ciclofosfamida alcanzan-
do sélo un 65 % de supervivencia global (62 % de
supervivencia libre de enfermedad)?®. La dltima actua-
lizacién de estos datos demostré una mortalidad re-
lacionada con el trasplante del 36 % en pacientes
adultos, mientras que era de un 18 % en los pacien-
tes menores de 16 afios*. Por tanto, en los pacientes
adultos, los fallos de este tratamiento se deben con
mayor frecuencia a toxicidad del trasplante. Por otro
lado, en todos estos estudios ha quedado demostra-
do que el mayor problema en los sujetos jévenes per-
tenecientes al grupo de riesgo 3, se relaciona con el
fallo de injerto?*. La probabilidad de fallo de injerto
se sitla en este grupo en un 30 %".

De todo lo anterior se puede concluir que los re-
sultados son 6ptimos para los nifios y adultos jéve-
nes pertenecientes a los grupos de riesgo 1y 2. El
objetivo ha sido en los dltimos afios mejorar los re-
sultados en los pacientes adultos y aquellos pertene-
cientes al tercer grupo de riesgo.

El protocolo inicial se modificé en afio 1997 para
los pacientes englobados en el grupo 3 de riesgo. En
nuevo protocolo consiste en un régimen de hiper-
transfusién y quelacién previo al trasplante. Ade-
mds desde el dia -45 al -11 se realiza tratamiento con
azatioprina 3 mg/kg/dfa e hidroxiurea 30 mg/kg/dfa.
Con estas medidas se trata de disminuir la expan-
sién de la serie roja inmadura en la médula ésea
y disminuir la carga de hierro que el régimen hiper-
transfusional produce. Desde el dia -17 al -13 se
realiza tratamiento con fludarabina a dosis de
20 mg/m?/dia por sus propiedades mielosupresoras
e inmunosupresoras. Finalmente el acondiciona-
miento propiamente dicho consiste en busulfan
1 mg/kg/dosis 3 dosis al dia durante 5 dias (-10 a -6,
dosis total 14 mg/kg); y ciclofosfamida 40 mg/kg/dfa
(-5 a -2, dosis total 160 mg/kg). La profilaxis de
la enfermedad injerto contra huésped se realiza
con ciclofosfamida 7,5 mg/kg el dia 1; metotrexato
10 mg/m? intravenoso los dias 3 y 6; ciclosporina a
5 mg/kg del dia -2 hasta el +5 reduciéndose después
a 3 mg/kg hasta su administracién oral; y predniso-
lona 0,5 mg/kg del -1 al +25. Este nuevo acondicio-
namiento ha conseguido que la supervivencia global
sea del 93%y la libre de enfermedad alcance el 85%".
Ademds, la probabilidad de fallo de injerto se ha re-
ducido hasta un 8%, y la mortalidad téxica hasta el
6 %. Con este protocolo, por tanto, los resultados ob-
tenidos por el trasplante de médula ésea en los pa-
cientes pertenecientes al grupo de riesgo 3 son simi-
lares a los obtenidos en los pacientes de grupo 1
y 2 con el protocolo inicial. En los adultos también se
emplea un protocolo modificado similar a éste, aun-

que la dosis total de ciclofosfamida se ha reducido
hasta 90 mg/kg. Los resultados de este nuevo proto-
colo para adultos atin no han sido hechos publicos.

Con todo esto parece que los retos del pasado,
consistentes en reducir toxicidades y mejorar las ta-
sas de injerto, han sido alcanzados. En este momen-
to, los objetivos futuros se centran en conseguir so-
luciones para aquellos pacientes que no poseen un
donante familiar compatible.

Trasplantes no relacionados

El primer trasplante realizado a partir de un donan-
te no emparentado fue publicado en 1994 por Con-
tu et al®. Sin embargo, los resultados de la tnica serie
que engloba un cierto nimero de pacientes ha sido
publicados recientemente. La Nasa et al” presentan
en este trabajo los resultados obtenidos tras trasplan-
te de médula 6sea usando donantes no relacionados
pero con una cuidada seleccién de los donantes en
base a un tipaje HLA (antigeno de histocompatibili-
dad) amplio. La serie incluye 32 pacientesy es hasta el
momento la mayor publicada. Cuatro pacientes per-
tenecian al grupo de riesgo 1, 11 al 2y 17 al 3. El
acondicionamiento se realizé en los cuatro primeros
pacientes con ciclofosfamida 200-160 mg/kg dosis
total y busulfan 14 mg/kg dosis total. Debido al fallo
de injerto de dos de estos 4 pacientes, se afiadi al
tratamiento tiotepa 10 mg/kg. En los dltimos pacien-
tes mayores de 16 afios, incluidos en esta serie, se re-
dujo la ciclofosfamida hasta 120 mg/kg dosis total.
La supervivencia estimada por el método de Kaplan-
Meier era del 79%, y de supervivencia libre de talase-
mia del 66 %. De los 22 pacientes con un donante 6p-
timo seguin el criterio empleado por los autores, 19 se
encontraban vivos y 17 de ellos no precisaban sopor-
te transfusional. Desde el empleo de tiotepa en el pro-
tocolo, sélo 2 pacientes tuvieron un fallo de injerto.
Seis pacientes fallecieron como consecuencia del pro-
cedimiento, y aunque no alcanzaba significacién es-
tadistica, es importante sefialar que cinco de ellos
pertenecian al tercer grupo de riesgo.

En la dltima reunién del EBMT Addari et al® han
presentado también su experiencia en el trasplante
de médula ésea con donantes no familiares idénti-
cos. La serie inclufa 17 pacientes, 14 de ellos perte-
necientes al grupo de riesgo 3. El acondicionamien-
to se realizé en 10 casos con busulfan-ciclofosfamida,
anadiéndose tiotepa en 6 pacientes, y en un caso se
empleo un acondicionamiento con fludarabina-bu-
sulfan. La profilaxis de la enfermedad injerto contra
huésped (EICH) se hizo con ciclosporina y metotre-
xato en la mayor parte de los casos. Se diagndstico
EICH aguda en el 30 % de los casos y crénica en el
27%. En 3 casos se produjo un fallo de injerto (uno
primario y dos secundarios). La supervivencia libre
de talasemia es del 70 %. Los autores de este estu-
dio dan varias consideraciones de interés. La prime-
ra es que la seleccién de donantes debe ser cuida-
dosa y tras estudios de alta resolucién para el tipaje
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HLA. La segunda es que los pacientes de los gru-
pos de riesgo 1y 2, sélo deben ser trasplantados
a partir de un donante familiar HLA idéntico. Y la
tercera es que los pacientes adultos y del grupo de
riesgo 3 presentan complicaciones mds graves, y tie-
nen una mortalidad relacionada con el trasplante
més alta.

Una nueva serie que incluye 11 pacientes se ha pu-
blicado en los tltimos meses’. A los pacientes se les
realizé un trasplante de médula 6sea tras acondicio-
namiento con ciclofosfamida 200 mg/kg dosis total
y busulfan 16 mg/kg dosis total. En este caso se afia-
di6 globulina antilinfocitica 40 mg/kg dosis total.
Ocho pacientes se inclufan en el grupo de riesgo 1y
2 en el grupo 3. Diez donantes eran idénticos a nivel
molecular para HLA-A, -B, y -DRB1. Sélo un pa-
ciente era distinto a nivel molecular para HLA-DRBT1.
La profilaxis de la EICH se realiz6 con metotrexato y
ciclosporina. No hubo ningtin fallo de injerto y to-
dos los pacientes sobrevivieron al procedimiento.
Tres pacientes (27 %) fueron diagnosticados de
EICH crénico limitada. Los autores sugieren que
este tipo de procedimiento deberia ser evaluado en
pacientes jOvenes y mayoritariamente pertenecientes
al grupo de riesgo 1. Su recomendacién se basa en
que, al igual que en otras patologias, el empleo del
trasplante de médula dsea, atin con donantes no
relacionados, en pacientes con menor afectacion sis-
témica puede tener mejores resultados que cuando
se emplea en estadios avanzados de la enfermedad.

Trasplante a partir de otras fuentes
de progenitores

El empleo de células progenitoras obtenidas de
sangre periférica para el trasplante hematopoyético
estd cada vez mds extendido tanto en las enfermeda-
des congénitas como en las adquiridas. La mayor fre-
cuencia y gravedad de la EICH crénica, que parece
provocar esta fuente de progenitores, ha hecho que
su empleo sea mds aceptado en aquellas enfermeda-
des en que su empleo ha demostrado una mayor su-
pervivencia tras el procedimiento. En otras patolo-
gfas en que esta supervivencia no se ha demostrado,
y ademas el efecto injerto contra leucemia no es ne-
cesario, se prefiere el empleo de médula ésea. En la
dltima reunién del EBMT se ha presentado una serie
de 31 pacientes trasplantados a partir de células pro-
genitoras de sangre periférica (Mamoud HK). El
acondicionamiento empleado fue busulfan 20 mg/kg
dosis total, ciclofosfamida 120 mg/kg dosis total y
globulina antitimocitica 110 mg/kg dosis total. La
profilaxis de la EICH se basé en ciclosporina y meto-
trexato. Sélo en un 6% de los casos se produjo fallo
de injerto. La incidencia de EICH aguda fue de un 3%
y el crénico de un 13 %. La supervivencia libre de en-
fermedad ha sido superior al 90 % y todos los pacien-
tes se encuentran vivos.

Los progenitores hematopoyéticos obtenidos de
sangre de cordén umbilical también estdn siendo

cada vez mas empleados en diversas patologias. Re-
cientemente, Eurocord ha publicado su experiencia
con esta fuente de progenitores para el trasplante de
pacientes diagnosticados de talasemia y drepanoci-
tosis'®. Cuarenta y cuatro pacientes fueron trasplan-
tados con progenitores hematopoyéticos obtenidos
desde la sangre de cordones umbilicales de donan-
tes familiares idénticos. Treinta y tres pacientes eran
talasémicos (20 pertenecientes al grupo de riesgo 1,
y 13 al grupo de riesgo 2), y en 11 casos el diagnds-
tico era de drepanocitosis. La probabilidad de injer-
to era del 89 %y la de supervivencia libre de enfer-
medad fue para los pacientes talasémicos del 80 %y
para los diagnosticados de anemia drepanocitica
era del 90 %. La probabilidad de injerto contra hués-
ped agudo era del 8% y de crénico del 6 %. Es im-
portante sefialar cémo en esta serie el uso de meto-
trexato como profilaxis de la EICH se relacioné con
una menor supervivencia libre de eventos (55 % fren-
te al 90 %). Se observé también cémo los pacientes
talasémicos pertenecientes al grupo de riesgo 1, y el
acondicionamiento distinto de busulfan-ciclofosfa-
mida se relacioné con una supervivencia libre de
eventos mayor, aunque estas diferencias no alcanza-
ron significacién estadistica. La supervivencia global
de la serie fue del 100 %.

Acondicionamientos de intensidad reducida

Existe poca informacién en relacién con el uso de
acondicionamientos de intensidad reducida en el
trasplante hematopoyético para pacientes diagnos-
ticados de hemoglobinopatias. Se ha probado la
combinacién de fludarabina con dosis bajas de bu-
sulfan o irradiacién corporal total (200 cGy) aunque
ninguna de estas combinaciones ha demostrado po-
sibilitar el injerto en un alto porcentaje de pacientes.

En una reciente serie publicada tras acondiciona-
miento con fludarabina y 200 cGy de irradiacién cor-
poral total, ninguno de los pacientes (siete) consiguié
un injerto estable y duradero'’. Seis pacientes consi-
guieron un quimerismo mixto, para mas tarde experi-
mentar recuperacién autéloga, y un paciente tuvo un
fallo primario de injerto. Ghavamzadeh et al'?, tam-
bién recientemente, han comunicado una incidencia
de fallo de injerto del 77 % en su serie de 13 pacientes
acondicionados con fludarabina 150 mg/m? dosis to-
tal, busulfan 8 mg/kg dosis total y globulina antiti-
mocitica 40 mg/kg dosis total, en pacientes talasé-
micos pertenecientes al grupo de riesgo 3.
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NUEVAS DIANAS MOLECULARES TERAPEUTICAS
EN LAS NEOPLASIAS MALIGNAS

COORDINADOR: J.M. HERNANDEZ RivAs. Falta centro??, Salamanca

Resumen del simposio

En los dltimos afios hemos asistido al desarrollo de nuevas moléculas que actdan frente a dianas tera-
péuticas especificas. Este campo de la investigacién ha aportado soluciones a los enfermos diagnosticados
de hemopatias malignas y es evidente que continuard progresando. Al tratamiento con ATRA de la leuce-
mia aguda promielocitica se ha afiadido el uso del mesilato de imatinib en la terapia de la leucemia mieloi-
de crénica y de los sindromes mieloproliferativos con afectacién de genes con actividad tirosinquinasa
(PDGFR alfa y beta, entre ellos) y un cada vez mayor ntiimero de anticuerpos monoclonales, que han de-
mostrado su utilidad en el tratamiento de los linfomas. Por ello, hemos organizado este simposio en el que
hemos pretendido aunar la actividad de la investigacién basica y de la aplicada y contemplar el uso de es-
tos farmacos frente a sindromes mielo y linfoproliferativos. El Dr. Faustino Mollinedo es investigador del
Centro de Investigacién del Cancer de la Universidad de Salamanca-CSIC y ha desarrollado una importante
labor en el estudio del mecanismo de accién de nuevos farmacos antitumorales, con especial énfasis en su
actividad reguladora de la apoptosis. Su ponencia se centra en el andlisis de las cualidades que debe tener un
fadrmaco para poder ser usado en la préctica clinica como antineoplasico a la vez que analiza con una vi-
sién integradora los avances y la complementariedad de las nuevas técnicas gendmicas, bioinformdticas y de
andlisis funcional. La Prof. Melo, trabaja en el Hospital Hammersmith de Londres y ha realizado importan-
tes avances en la investigacion del uso del mesilato de imatinib en la leucemia mieloide crénica. Su trabajo
versard sobre la definicién de nuevas dianas terapéuticas en el tratamiento de las hemopatias mieloides. El
Dr. Caligiuri pertenece a la Divisién de Hematologia del Hospital de Ohio y presentard los datos relativos uso
de nuevas moléculas para el tratamiento de los sindromes linfoproliferativos asociados con infeccién por
virus de Epstein-Barr, cada vez mas frecuentes en enfermos inmunodeprimidos. En su trabajo el uso de la
inmunoterapia como complemento de la retirada de la inmunosupresién ofrece posibilidades esperanza-
doras en el tratamiento de los linfomas postrasplante. Finalmente el Dr. Cortés, del MD Anderson de Hous-
ton explicara cudles pueden ser las soluciones en los casos de resistencia al mesilato de imatinib. Con estas
cuatro aportaciones de especialistas de primer nivel en el campo de los tratamientos disefiados frente a
dianas especificas se afianzard nuestro conocimiento de esta auténtica revolucién en la terapia neoplasica.




186 Haematologica (ed. esp.), volumen 89, supl. 4, octubre 2004

INTEGRATION OF BIOLOGICAL
CONCEPTS, GENOMICS

AND HIGH-THROUGHPUT
TECHNOLOGIES IN CANCER
DRUG DISCOVERY

F. MOLLINEDO

Centro de Investigacién del Cdncer. Instituto de Biologia
Molecular y Celular del Cdncer. Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC). Universidad de Salamanca.
Campus Miguel de Unamuno. Salamanca.

Abstract

Advances in high-throughput molecular technolo-
gies, including genomics, proteomics and microar-
rayed compound screenings, have led to a dramatic
change in the way of how drugs are discovered.
These technology breakthroughs together with our
growing understanding of the molecular aspects of
cancer development and treatment are leading to
the advent of novel therapeutic strategies and to the
generation of new drugs to fight against cancer. In
addition new frameworks are being set up in the
pursuit of more specific and selective anticancer
drugs. Likewise, the use of genomic-scale approach-
es is leading to a more complete knowledge and de-
finition of cancer at the molecular level, and this will
entail to classify and characterize new distinct cancer
subtypes as well as to target them more specifically.
Furthermore, our current understanding of apopto-
sis as well as its implication in cancer development
and treatment should facilitate the design of new
therapies. These apoptotic-targeted approaches,
hopefully, may improve the clinical outcome of can-
cer therapy, especially for those tumours with a low
growth capacity.

Conceptual basis and molecular targets
for cancer therapies

There are several strategies for identifying new
chemical entities, either synthesized chemicals or nat-
ural compounds extracted or derived from plant, mi-
crobial, or marine sources. The history of cancer drug
discovery reflects an evolution from highly empiric
approaches, based on testing of randomly selected
compounds against rapidly proliferating murine
leukaemia, to the current, more focused testing of
natural products, rationally synthesized agents, and
biologic products against well-characterized tumour
cell lines or molecular targets. In addition, the advent
of novel high-throughput molecular and biologic
technologies, including genomics and proteomics,
together with microarrayed compound screening
(LARCS™) technologies, have led to a dramatic
change in the way of how drugs are discovered and
to speed up the pace in finding a particular drug for
a specific target.

Throughout history drug discovery has been large-
ly influenced by the prevailing ideas and paradigms of
each period of time (table 1). Thus the predominant
paradigms of the 1950s to 1970s considered that:
a) tumours were composed of rapidly dividing cells;
b) tumour cells lost the normal growth control that
regulate progression through cell cycle, leading to the
notion that cancer cells are continuously cycling and
dividing, and ¢) cancer cells became somehow im-
munologically “foreign” or dedifferentiated so as to
present cancer-specific antigens that could be ex-
ploitable via immunological mechanisms. Later, in
the 1980s to 1990s the knowledge of the molecular
changes in oncogenes, tumour suppressor genes, and
the diverse set of genes that control senescence, an-
giogenesis, and apoptosis during tumour formation
led to define new targets for cancer drug discovery. In
this regard, gain-of-function mutations in oncogenes
(Ras, Abl, Myc, epidermal growth factor receptor
-EGFR-) led to the development of small-molecule
inhibitors of the corresponding signalling events
(e.g., farnesyltransferase inhibitors to block Ras acti-
vation). On the other hand, loss-of-function muta-
tions or deletions in tumour suppressor genes (Rb,
p53) led to gene therapy approaches trying to restore
the mutated key cellular sensor. In addition, a num-
ber of evidences showed that tumour cells exhibit
telomerase activity, adding new telomeric DNA to
the ends of chromosomes replacing the sequen-
ces lost during repeated rounds of cell division, and
thereby the development of telomerase inhibitors
could eventually block tumour proliferation. In the
late 1990s an indirect and ingenious way to target
cancer relied on the fact that tumour cells induce
neovascularization of tumours (angiogenesis), as
they require new blood supplies to maintain viabili-
ty. The synthesis of a number of key molecules, in-
cluding vascular endothelial growth factor (VEGF),
fibroblast growth factor (FGF) and integrins, resulted
essential for this process, and therefore a series of an-
giogenesis inhibitors (TNP-470, suramin) started to
be developed. Furthermore, it also became clear that
tumour cells possess defects in their DNA repair
process, resulting in increased frequency of random
mutations. This leads to the hypermutability or plas-
ticity of some cancer phenotypes that ultimately con-
tributes to the acquired drug resistance phenotype.
This genetic instability is a major problem in the suc-
cessful treatment of cancer.

Genomic-scale approaches
and pharmacogenomics

With the beginning of the twenty first century a
burst in high-throughput technologies have allowed
us to improve and speed up our way to identify nov-
el targets and to generate new target-specific drugs.
The advent of DNA microarray technology as well
as other high-throughput techniques have revolu-
tionized both the way to face drug discovery as well
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Table 1. Conceptual Basis and Molecular Targets for Cancer Therapeutics

187

Biologic concept

Molecular targets

Therapeutics

Rapidly dividing cells, loss of

cell growth control

Immunologically “foreign” or
dedifferentiated cells

Activated oncogenes and
critical protein kinases

Loss of tumor suppressor genes

Abnormal DNA repair

Nucleic acids, proliferative machinery,
DNA synthesis, microtubules, mitotic
spindle apparatus

Tumor selective antigens
Nuclear receptors

Ras GTP binding proteins
ErbB-2 kinase

Abl kinase

Src kinase

EGFR

PDGFR

c-Kit

VEGFR

Raf kinase
Cyclin-dependent kinases

Retinoblastoma protein, p53, AT,
MCC, APC, von Hippel-Lindau

protein

DNA mismatch repair enzymes-MSH2,

Alkylating agents (cyclophosphamide,
busulfan); Topoisomerase inhibitors
(etoposide, doxorubicin); Antibiotics
(mitomycin C, actinomycin D)

Antimetabolites (cytosine arabinoside,
mercaptopurine, methotrexate,
fludarabine, fluorouracil);
Microtubule-interfering agents (vincristine,
vinblastine, vinorelbine, paclitaxel,
docetaxel)

Cytotoxic immune cells (LAK, TIL cells);
Monoclonal antibodies; Cytokines (IL-2,
IFN); Nuclear receptor ligands (vitamin D3,
retinoids)

Farnesyl transferase inhibitors; Tyrosine kinase
inhibitors (Gleevec™ -STI571-, Iressa™
-ZD1839-, leflunomide -SU101-,
Tyrphostins, Lavendustins,
Anilinoquinazolines); Serine/threonine
kinase inhibitors (olomoucine,
staurosporine, butyrolactone)

Gene therapy to restore normal suppressor
gene function

Gene therapy to restore normal enzyme

mechanisms MLH1, PMS1, PMS2

Senescence Telomerase

Angiogenesis FGF, VEGF

Integrin receptors

Epigenetic inactivation of genes

DNA methylation, histone deacetylases

activity; Checkpoint inhibitors to promote
susceptibility to DNA damaging agents

Telomerase enzyme inhibitors

Endostatin, TNP-470; Suramin;
B3 and o,Bs antagonists

DNA methyltransferase (DNMT) inhibitors
(5-azacytidine and 2'-deoxy-5-azacytidine
-Decitabine-); Histone deacetylase (HDAC)
inhibitors (suberoylanilide hydroxamic acid
~SAHA-)

as to classify disease, which will translate, very likely,
into a new way to treat patients. All marketed drugs
so far target about 500 gene products™2. Thus, it
is expected that a great number of the 30,000-
40,000 protein-coding genes in the human genome,
will offer immense new opportunities for the identi-
fication of new potential targets.

The development of cancer is accompanied by ge-
netic alterations of multiple genes, especially onco-
genes and tumour suppressor genes. Before the ge-
nomic onset, the standard techniques of molecular
biology have been used to identify a limited number
of genes in the cancer development process. Howev-

er, these methods are highly focused, targeting one or
few genes at a time, and do not provide broad insight
into global changes in gene expression patterns. With
the advent of DNA microarrays, it is possible to sur-
vey the level of expression of thousands of genes at a
time, leading to unforeseen data involving unexpect-
ed genes in the drug discovery process. Thus, DNA
microarray is a promising tool for monitoring com-
plex gene expression patterns required to be analysed
in complex diseases, like cancer, that involve the par-
ticipation of a rather wide number of genes.

The combination of genomics, bioinformatics and
biological testing have led to a new field, pharma-
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Figure 1. Genomic-scale and
high-throughput technologies
in drug discovery and

molecular cancer definition.

cogenomics, that holds the promise of improving
dramatically the efficacy and reducing the risk of
drug treatment by identifying markers that predict an
individual’s response to a drug. A major goal of phar-
macogenomics is to elucidate the association be-
tween genetic variation of an individual and drug re-
sponse, thereby identifying genetic markers that
predict response to drugs in the clinic®. This involves
the identification of the level of expression of genes
responsible for drug absorption and metabolism as
well as target genes for a particular drug in each in-
dividual together with the expression level of those
genes involved in the signalling pathways mediating
the drug effect. Pharmacogenomic markers also in-
clude both indicators of DNA differences between in-
dividuals (e. g., SNPs) as well as quantitative differ-
ences between gene expression levels of normal and
tumour tissues. Altogether, implementation of these
techniques will lead to what is called “personalized
medicine”, in which the association of drug response
with molecular markers will open new opportunities
for drug discovery in non-responding patients and,
more important, distinguish the sort of most conve-
nient drug for each individual because of a higher
confidence in expected efficacy and safety (fig. 1).

In addition, the use of genomics in pharmaceutical
research will help to elucidate the mechanism of ac-
tion of anticancer drugs?, to provide novel high-qual-
ity targets as well as to reduce the percentages of pre-
clinical and clinical failures®. Nevertheless, most of
these failures are due to the fact that the currentin
vitro and in vivo models used to evaluate antitumor ac-
tivity are faulty and lack predictability®, and hence

the generation of novel more reliable models for anti-
tumor activity is much needed.

Our increased understanding of the genomics and
molecular pathology of cancer provides us with an
intellectual framework for devising innovative and
ingenious strategies to strive it (fig. 1). Thus, identifi-
cation of new targets driving the molecular patholo-
gy and progression of human cancer will provide a
framework for discovering new target-directed drugs
with a putative improved efficacy and selectivity. This
is much needed due to the lack of selectivity of the
current antitumor agents, which is another major
problem in cancer chemotherapy, and leads to com-
pounds with a rather poor therapeutic index, defined
as the ratio of maximum tolerated dose/minimum
effective dose. Medically useful drugs should idea-
lly have a high therapeutic index. The combination
and implementation of new technologies such as
genomics, proteomics, high-throughput screening
(HTS), combinatorial chemistry, structural biology
and computational modelling, are largely contribut-
ing to accelerate the pace and efficiency of drug dis-
covery (fig. 1).

New targets must be validated in order to assure its
importance in cancer development and/or treat-
ment. Target validation includes several factors, al-
though not all of them must be met to get on a drug
discovery program: a) assessment of the frequency
of genetic or epigenetic deregulation of the target or
signalling pathway in human cancer; b) demonstra-
tion in model systems, both in vitro and in vivo, that
the target contributes to the malignant phenotype;
¢) evidence for the reversal of the malignant pheno-
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type blocking or silencing the target gene; and d) fea-
sibility of designing a drug for the specific target.
Both over-expression and gene-deletion technologies
are useful in assessing target validation. However, be-
cause most small-molecule drugs achieve antago-
nism rather than agonism of an effector, gene dele-
tion technology is favoured. Thus, mammalian
gene-silencing and knockout technologies including
antisense oligonucleotides, small interference RNAs
(siRNA) and knock-out in mice are widely used. Fi-
nally, as mentioned above, the target must be feasi-
ble for drug development. In this regard enzymes are
generally more tractable than are most protein-pro-
tein interactions.

In addition, the analysis of thousands of genes at a
time during oncogenesis, drug resistance and drug
treatment is leading to the development of diagnos-
tic, prognostic and pharmacogenomic biomarkers
to enable the targeting of individualized treatments
to those patients most likely to benefit. This is lead-
ing to a new concept in cancer therapy, redefining
and reclassifying cancer in a number of increasing
cancer subtypes.

Targeted treatment in specific
disease subtypes

Most drugs work, at best, for 60 % of the patients
for whom they are prescribed, and drugs that work
well for some patients make others ill. This is largely
due to individual variations in metabolism and/or to
a deficient definition of different disease subtypes.
Use of genomic and proteomic techniques will al-
low to characterize different disease pathologies and
molecular mechanisms in particular malady sub-
types, leading to redefine diseases with greater accu-
racy at the molecular level and classify diseases, se-
lect patients for specific treatments, and develop
tests for diagnosis and prognosis. In fact, the term
cancer includes more than 200 distinct entities.

Molecular approaches (DNA microarrays and pro-
teomics) are being widely used to define and classify
disease subtypes more accurately, such as cancer®’,
separating in this way diseases that are currently clus-
tered together as if they were the same disease, and
treat them as clinically defined subtypes within a dis-
ease family. Thus, genomics and proteomics are ex-
pected to lead to: a) development of tests to identify
people with specific metabolic variations and disease
subtypes; b) identification of suitable targets, and
subsequent validation; and ¢) development of diag-
nostics and monitoring tests based on the molecular
markers of the disease subtypes to evaluate progres-
sion, severity and efficacy outcome. In addition, re-
defining cancer subtypes with great accuracy at the
molecular level will make it considerably easier to val-
idate a target. For instance, overexpression of the
HER2/neu (erbB2) gene occurs in various cancers, in-
cluding 20 % of breast cancers, has led to define a
cancer subtype and to develop a drug specificically

designed for these patients, Herceptin™ (Genen-
tech). A number of spin-offs have subsequently come
out, such as a test to identify patients who over-ex-
press the HER2/neu protein.

It is now expected that more than three decades of
research on molecular aspects of cancer develop-
ment and treatment may finally pay offin a new gen-
eration of more specific, less toxic, cancer drugs.

Gleevec as a drug discovery paradigm
for a specific type of cancer

Gleevec™ (also named Glivec, imatinib mesylate,
and STI1571, formerly CGP57148), manufactured by
Novartis (Basel, Switzerland), exemplifies the suc-
cessful development of a rationally designed, molec-
ularly targeted therapy for the treatment of a specific
cancer, the chronic myelogenous leukaemia (CML).
This disease is a clonal hematopoietic stem cell dis-
order associated, in more than 95 % of cases, with
the £(9;22) chromosomal translocation that involves
the long arms of both chromosomes, thereby gener-
ating the known Philadelphia (Ph) chromosome, a
hallmark of this disease, joining the bcr gene in chro-
mosome 22 to the abl gene from chromosome 9.
The molecular consequence of this event is the gener-
ation of a chimeric bcr-abl gene that codes for a
210-kDa protein, which is seen in 95 % of patients
with CML. Abl is a tyrosine kinase involved in cell sig-
nalling and once the chimeric protein, consisting of
the N-terminal fragment of Ber fused to the C-termi-
nal of Abl, is formed the tyrosine kinase activity is
constitutively hyperactive, so that it stimulates pro-
liferation of the Ph leukaemia cells and inhibits these
cells from dying by apoptosis, leading to excessive
numbers of white cells that are released into the
bloodstream, producing leukaemia. Transduction
of p210 Bcr-Abl into murine hematopoietic stem
cells, causes a CML-like syndrome®?. Therefore,
the chimeric Ber-Abl protein became an obvious
target for therapeutic attack. Thus, after being well
known that the tyrosine kinase activity of the Ber-Abl
quimeric protein was the cause of CML, Brian J.
Druker and Ciba Geigy (now Novartis) in 1990 con-
ducted a series of assays searching for a compound
able to inhibit specifically this activity. Of the several
compounds generated Gleevec emerged as the lead
compound for clinical development based on its high
in vitro selectivity against CML cells. In the summer of
1998 a phase | study was initiate and 54 patients
that had failed therapy with interferon o were treated
with Gleevec. The results were surprising, 53 out of
54 patients achieved a complete haematological re-
sponse'®!". The excellent results obtained with this
drug in CML treatment has turned this drug as a new
paradigm in drug discovery.

On the other hand, Gleevec is also known to in-
hibit two additional tyrosine kinases, namely the
platelet-derived growth factor receptor (PDGFR)
and stem-cell factor receptor (c-Kit), which are be-
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lieved to play important roles in maintaining bone
marrow stroma-progenitor cell interactions, and
thereby the inhibition of these kinases could also
account for some of the compelling clinical activity
of Gleevec in CML. Interestingly, c-Kit-activating mu-
tations are associated with gastrointestinal stromal
tumour (GIST), a highly chemotherapy refractory
malignancy. In this regard, promising and interesting
data are being obtained in ongoing clinical trials of
GIST patients with Gleevec'?. In addition, glioblas-
toma the most common brain tumour and a highly
chemotherapy- and radiation-resistant tumour, is
associated with an autocrine growth loop involving
PDGF and its receptor, and thereby Gleevec could
have a potential as a therapy for this currently in-
curable disease'.

One-target drug affecting multiple
cancer gene targets

Unfortunately, in solid tumours, the disease is
more complex than CML due to the underlying in-
volvement of several deregulated pathways. Thus, a
potential peril in dealing with diseases caused by
multiple genetic abnormalities, as cancer, is that the
more finely tuned our molecular therapies become,
the less they will be able to confront the inherent ge-
netic instability of cancer cells. Because of the genet-
ic plasticity of cancer cells, they are very efficient at
adapting to a noxious environment leading to thera-
py resistance and relapsing. An approach might be to
target the machinery that allows cancer cells to adapt
so successfully to environmental stress. Cells respond
to stress by increasing synthesis of molecular chaper-
ones (Heat shock proteins, Hsps), required for the
stability and function of multiple signalling molecules
that promote growth and survival of cancer cells.
One of the most abundant Hsps is Hsp90. By the
early 1990s, several observations showed that Hsps
in general, and Hsp90 in particular, were over-ex-
pressed in a wide variety of cancer cells and in virally
transformed cells'. Hsp90 client proteins include
mutated p53, Ber-Abl, Akt, ErbB2, and is constitu-
tively expressed at 2-10-fold higher levels in tumour
cells compared with their normal counterparts’.
Thus, targeting Hsp90 is expected to affect a number
of gene products important for cancer cell survival.
Geldanamycin and the benzoquinone ansamycin
17-allyalminogeldanamycin (17AAG) are potent
Hsp90 inhibitors with potential antitumor activity'®.

A hallmark of cancer cells is the epigenetic inacti-
vation of genes that are crucial for the control of nor-
mal cell growth (Rb, p16, APC, caspase-8, DNA re-
pair genes, etc). Epigenetic transcriptional repression
of genes include DNA methylation and histone
deacetylation and methylation. In unmethylated nu-
cleosomal DNA, histone acetylation leads to active
transcription of genes by RNA polymerase II, however
methylation of CpG islands in DNA near to gene pro-
moters is associated with chromatin changes such as

deacetylation and methylation of core histones, lead-
ing to exclusion of transcription factors and sub-
sequently to gene silencing. Histone deacetylases
(HDAC) inhibitors (butyrates, trapoxin A, apicidin,
benzamides, and hydroxamic acids, such as tricho-
statin, oxamflatin and suberoylanilide hydroxamic
acid -SAHA-) and DNA methyltransferase (DNMT)
inhibitors (5-azacytidine, 2'-deoxy-5-azacytidine, also
known as Decitabine) restore expression of genes si-
lenced by methylation in cancer cells, promoting
growth arrest, cell differentiation and apoptosis'’.

Another target that controls ultimately the expres-
sion of plenty of survival regulators is the protea-
some. The 26S proteasome degrades proteins that
have been marked by the addition of multiple ubig-
uitin molecules, a process called ubiquitination, to
short (3-22 residue) polypeptides. Thus, targeting
proteasome could have a potential for the treatment
of cancer due to the decrease in the level of survival
gene products. The first compounds identified as
proteasome inhibitors included the natural inhibitor
lactacystin and synthetic peptide aldehydes related
to calpain inhibitor I. Further modifications in the
structure of these latter compounds, and the differ-
ential effect that proteasome inhibition exerts on
malignant cells, have led to the development of the
dipeptidyl boronic proteasome inhibitors, including
PS-341'8. PS-341 (bortezomib, Velcade) protea-
some inhibitor shows promising anticancer activity
in both haematological, especially multiple myelo-
ma, and solid tumour malignancies.

Apoptosis as a major cancer
therapeutic target

The only modest progress in cancer chemotherapy
over the past sixty years suggests that some of the
frameworks used for targeting the cancer cell are
wrong. Perception of the malignant cell as having only
an uncontrolled proliferation is one of such frame-
works. The rather modest impact of antiproliferative
drugs in clinic is not surprising since many tumours
have a low growth capacity. In contrast, increasing ev-
idence is leading to the conception of a tumour cell as
a cell mainly defective in triggering its own death by
apoptosis. In addition, it is becoming clear that ma-
lignant tumours are comprised of both cancer stem
cell, with a high proliferative potential, and more dif-
ferentiated cancer cells, with limited proliferative po-
tential’. A number of cancer stem cells have been
identified that have the potential to self-renew, to
transfer disease and to form tumours following trans-
plantation’. Stem cancer cells can be envisioned to
be rather resistant to apoptosis. Thus, this could ex-
plain the frequent failure of chemotherapy in curing
cancers. More differentiated cancer cells could be
killed by chemotherapy leading to tumour shrinkage,
but if cancer stem cells survive, these latter will con-
tinue the process of tumour growth and progression.
Thus, new approaches should be developed in order
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to efficiently promote killing of stem cancer cells or
differentiation into a more drug-sensitive cell or a be-
nign tumour, exhausting the pool of cancer stem cells.

Anticancer agents with diverse primary targets, in-
cluding microtubule-active agents, topoisomerase I
inhibitors, DNA-alkylating agents, antibiotics and fo-
late antagonists, trigger signalling pathways leading
ultimately to apoptosis in a rather indirect way?%->?
(fig. 2). Conversely, because drugs with different tar-
gets induce apoptosis through similar ultimate apop-
totic mechanisms, mutations in apoptotic programs
lead to multidrug resistance and treatment failure.
Thus, the effectiveness of anticancer drugs reflects
the cell’s ability to detect and respond to the pertur-
bation induced by the drug?'. The majority of anti-
cancer drugs target DNA synthesis, whereas others
affect cellular metabolism and cell division. In this re-
gard, induction of apoptosis by these drugs is rather
indirect because effects on cell cycle or cell metabo-
lism must be sensed by the cells as signals that, after
reaching a certain threshold, trigger an apoptotic re-
sponse?’. Thus, cells sense this drug-induced damage
or cellular perturbation through the presence of “sen-
sors”, calibrate these lesions and mount a response
to these aggressions, reacting according to their phe-
notype?*. When this drug-induced metabolic, bio-
chemical or DNA damage is excessive or difficult to
be repaired, the cell decides to self-destruct by apop-
tosis avoiding in this way to threaten adjoining cells
and tissues. The failure of some tumour cells to die
following a chemotherapeutic treatment may be due
to either their inability to sense the drug-promoted
harm or their resistance to engage apoptosis. This
implies the existence of an “apoptosis threshold”, in
response to damage that is set differently in distinct
cell types?'. Mutations in sensors involved in trigger-
ing an apoptotic response hamper the onset of apop-
tosis, and it is well-known that cancer cells try to get
rid of sensors that can lead to cell death enhancing
their “apoptosis threshold”?'. In this regard, the tu-
mour suppressor gene p53, involved in cell-cycle con-
trol, apoptosis, and in the maintenance of genetic
stability, is mutated in about half of all human can-
cers. In order to avoid putative mutations in the sen-
sors linking cell damage to a cell death response that
could hinder or frustrate the use of anti-cancer thera-
pies, a direct activation of the apoptotic machinery
should be more appropriate to kill rapidly and effi-
ciently the tumour cell?’. The idea of developing
drugs able to target and induce apoptosis in tumour
cells constitutes an attractive and promising ap-
proach in cancer treatment. Direct activation of the
cell death machinery could circumvent the action of
cellular sensors and checkpoints, which are frequent-
ly mutated or altered in cancer, and therefore their
mutant state should be largely irrelevant to this ther-
apeutic approach (fig. 2).

Three major components of the cell death machin-
ery include: death receptors, regulators (Bcl-2 family

m (Antiproliferative drugs)

Damage sensors

Signalling pathways
Apoptosis machinery | (Apoptosis-targeted drugs)

J0

Apoptotic
cell death

Figure 2. Induction of apoptosis in current cancer
chemotherapy involves a multi-step pathway. Antiproliferative
drugs induce a cell damage into the cancer cell that is sensed
through damage sensors. These latter activate a number of
signalling routes, some of those eventually trigger apoptosis.
Mutation or deletion of damage sensors in tumours precludes
or hampers the triggering of downstream signalling events.

A direct activation of the apoptotic signalling could
hypothetically circumvent these obstacles and lead to rapid
demise of cancer cells.

members), and executors (caspases). Likewise two
major signalling pathways play critical roles in the trig-
gering of apoptosis, namely the extrinsic pathway
(death receptor-mediated route) and the intrinsic
pathway (mitochondria-mediated route), leading to
the formation of two major apoptotic complexes:
DISC (death-inducing signalling complex), made up
of Fas, Fas-associated death domain protein (FADD)
and procaspase-8%4, and apoptosome, made up of
cytochrome c, Apaf-1 and procaspase-9%°. A number
of new drugs and biological substances are being de-
veloped to promote killing of cancer cells in a rather
direct way, namely by promoting oligomerization of
Apaf-1 into the apoptosome through indolone com-
pounds?® or by antagonizing the antiapoptotic func-
tion of Bcl-2 or Bcl-xL with the low molecular weight
organic compound HA14-1, discovered using a com-
puter screening strategy, or the natural products
Tetrocarcin A and Antimicyn A*. In addition, our
recent demonstration of the translocation and cap-
ping of the death receptor Fas (also known as APO-1
or CD95) into membrane rafts in Fas-mediated apop-
tosis?®, subsequently confirmed by other investi-
gators??30) has led to another new efficient way
to trigger apoptosis in tumour cells*"3?. Thus, cyto-
toxic drugs can be used in chemotherapy via enhance-
ment of raft-dependent killing of tumour cells®'. Such
as a notion has found experimental support in our
recent studies in which the antitumour ether lipid
ET-18-OCHj3 induces apoptosis in tumour cells via
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cocapping of Fas-containg raft membrane micro-
domains?®32. This cocapping presumably amplifies
raft-dependent Fas signalling, likely through structur-
al reorganization of raft membrane microdomains.
Our data also indicate that rafts represent a poten-
tial target for therapeutic intervention in cancer.

Outlook

Advances in elucidating the molecular mechanisms
involved in cancer development and treatment, great-
ly facilitated by the outbreak of novel high-through-
put technologies, will lead to an outburst in the choic-
es of drug discovery targets in the future. With the
aid of genomics and proteomics, it is expected that
cancer will be more precisely subdivided into different
disease subtypes with remarkable and specific molec-
ular features. Some of these molecular peculiarities
or hallmarks might become major therapeutic tar-
gets that, in turn, could result in the development of
new more specific and selective drugs for each cancer
subtype. Redefining cancer subtypes with greater ac-
curacy at the molecular level makes it considerably
easier to validate a target, and putatively increases the
efficacy outcome of a target-directed therapy. In ad-
dition, direct activation of the apoptotic machinery in
cancer cells opens a new framework in drug discovery,
averting the deleterious effect of a great number of
mutated sensors, inherent to the genetic instability
of cancer cells, that frequently hampers the use of
DNA-targeted and antiproliferative drugs.
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Introduction

The Epstein-Barr virus (EBV) is a ubiquitous lym-
photrophic human gamma-herpes virus that infects
resting human B cells and epithelial cells. EBV gains
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Figure 1. Latent and lytic cycle of EBV. Each form of latency is associated with a specific type of EBV* malignancy. Each form of latency is
capable of spontaneous or induced viral reactivation and induction of the lytic gene program.

access to the human host via primary infection of
the epithelial cells of the nasopharynx. Here, activa-
tion of an EBV lytic gene program results in local viri-
on production and infiltration of submucosal lym-
phoid tissue where naive/resting B lymphocytes are
infected. It is primarily within this resting B-cell com-
partment that EBV establishes a persistent, subclin-
ical infection. This is achieved via a highly coordinat-
ed EBV latent gene expression program which down
regulates the expression of immunogenic EBV pep-
tides in response to an efficient T-cell mediated im-
mune response to the virus. EBV is associated with
a variety of neoplastic diseases including lympho-
proliferative disorders (LPD) that arise in patients
with congenital (X-linked-LPD), acquired (AIDS-lym-
phoma), or iatrogenic (post transplant lympho-
proliferative disorder, PTLD) immune deficiency,
Burkitt’s lymphoma (BL), Hodgkin’s disease (HD), a
subset of T/NK-cell lymphomas (T/NK-cell lym-
phoma nasal-type), and lymphoepithelioid carcino-
mas of the gastric' and nasopharyngeal mucosa?.
Each EBV-associated malignancy is character-
ized by a specific pattern of EBV gene expression.
Three major latent gene programs have been de-
scribed (fig. 1). EBV* resting B cells and Burkitt
Lymphoma (BL) cells display a Latency | gene ex-
pression profile restricted to the expression of the
EBV nuclear antigen 1 (EBNA1) and Latent Mem-
brane Protein-2 (LMP-2). Hodgkin’s disease (HD),
T/NK-cell lymphomas and Nasopharyngeal Carcino-
mas (NPC) express a Latency Il gene expression pro-
file restricted to expression of EBNA1, LMP-2 and

LMP-1. Finally, LPD associated with immune defi-
ciency and EBV-transformed human B-cells capable
of proliferating indefinitely in-vitro (Lymphoblastoid
Cell Lines, LCL), display a less restricted Latency Il
profile and express EBNAT, EBNA-2, EBNA 3a, 3b,
3c, EBNA-4.LP, LMP-1 LMP2a and LMP2b3. The
specific role of EBV in inducing and/or maintaining
the neoplastic phenotype of the infected cells in each
of these malignancies is not completely understood,
although it is known that several of the latent EBV
gene products (LMP-1, EBNA-2) are required for
B-cell transformation in vitro. LMP-1 leads to con-
stitutive activation of NFkB and upregulation of
cellular Bcl-2 in EBV-infected B-cells and thus repre-
sents an attractive target for therapeutic interven-
tion. Conversely, lytic EBV gene products have gener-
ally been considered to have very limited or no role
in B-cell transformation and their expression in clin-
ical specimens of EBV-LPD has not been systemati-
cally studied, although drugs inhibiting viral replica-
tion (acyclovir, ganciclovir) are frequently used
empirically in immunosuppressed patients with
EBV-LPD. As the burden of morbidity and mortality
due to EBV-LPD is substantial, the identification of
novel treatment strategies capable of specifically tar-
geting the EBV-transformed cell is highly desirable.

Over the last several years, we have focused on
devising unique strategies to specifically target
EBV-LPD, particularly in the context of immunosup-
pression (IS). Our work thus far has identified sever-
al treatment regimens that have produced encourag-
ing results in preclinical animal models*® and in a
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limited number of patients with EBV-LPD”*'%. This
work has shown that EBV-specific cytotoxic (CD8+)
T-cells spontaneously expand in vivo following re-
duction of IS and that the monitoring of these T-cells
over time is helpful to predict outcome in patients
with PTLD after kidney transplantation'. The obser-
vation that a substantial fraction of the expanded
CD8+ T-cells was specific for lytic EBV antigens and
that most PTLD specimens expressed lytic antigens,
such as early lytic gene product viral thymidine ki-
nase (VTK), suggests that, at least in PTLD, lytic EBV
antigens may represent a valid therapeutic target,
both immunologically and biochemically.

EBV-positive Post-Transplant
Lymphoproliferative Disorders (PTLD)
respond to reduction of immunosuppression
and antiviral therapy

PTLD is a serious complication of allogeneic solid
organ and hematopoietic stem cell transplantation
that is due to iatrogenic IS and is associated with
mortality as high as 70-80 %. PTLD is usually EBV-
positive, of B-cell lineage, and typically develops in
the first 12-18 months after transplantation. More
rarely, PTLD may develop late after transplantation
(5-10 years), in which case it is more likely to be EBV
negative and of T/NK-cell lineage. The incidence of
PTLD varies according to the type of allograft, the
intensity of IS, and the EBV status of the recipient
(EBV seronegative patients having the highest risk).
Following solid organ transplantion the incidence
ranges from 1-2 percent (kidney transplantation) to
8-10 percent (small bowel transplantation). No stan-
dard therapeutic approach exists and the efficacy of
reduction of IS and antiviral drugs as front-line thera-

py for PTLD has remained unclear. We initiated a
prospective study looking at a standardized and uni-
form approach consisting of rapid IS taper and an-
tiviral therapy in patients with EBV-positive PTLD fol-
lowing kidney transplantation, with the goal of
determining the response rate to this approach and
the immunological basis of response. Immediately af-
ter review of the diagnostic biopsy sample and con-
firmation of the presence of EBV (by EBER1, and 2 or
LMP-1 expression), azathioprine or mycophenolic
acid were discontinued, the dose of cyclosporin A or
tacrolimus was reduced by 50 %, and prednisone was
quickly tapered to 5-10 mg/day. Patients were simul-
taneously started on high-dose intravenous acyclovir
(10 mg/kg every 8 hours) for 4 weeks, followed by
maintenance oral acyclovir (800 mg three times a
day) for a total of 12 months. Peripheral blood T-cell
subpopulations were measured at baseline and every
4-6 weeks afterwards; peripheral blood mononuclear
cells were serially procured to quantitate and ana-
lyze EBV-specific T-cells, via HLA-tetramer-peptide
analysis. Eleven patients were treated with this ap-
proach over 3 years, all with EBV-positive PTLD of
diffuse large B-cell ymphoma histology. In all pa-
tients examined, CD8+ T-cells expanded rapidly in
the peripheral blood after IS taper, with a peak at ap-
proximately 10-12 weeks and an increase that ranged
from 2.5-fold to 38.2-fold. In most cases the CD8+
T-cell expansion, compared to baseline, was sus-
tained to the time of last follow up. Ten patients
achieved a complete response (CR) within a median
time of 16 weeks (range 7-26). Of these, nine are in
continuous CR, whereas one had a recurrence and
was treated with second line therapy (rituximab)
(fig. 2). Notably, this patient had a very modest in-

Figure 2. Clinical outcome in
11 renal transplantation
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Figure 3. Quantification of EBV-specific T cells in 2 HLA-B8* patients with HLA tetramers. Serial PBMC samples from 2 HLA-B8" patients
were analyzed by flow cytometry with APC-conjugated MHC/peptide tetramers. Representative results obtained at 3 time points with the
HLA-B8 tetramer containing the RAKFKQLL peptide (HLA-B8/RAK) from the EBV immediate early gene BZLF-1 are shown in panel A.
CD3+ events occurring in a lymphocyte gate are shown in blue. The percentage of CD8+ HLA-B8/RAK" events is indicated in the upper
right quadrant of each plot. (B) The serial analysis of RAK* CD8+ cells in each patient, with RAK-specific CD8+ T cells represented as the
percentage of CD8+ T cells (left) and as the absolute number (per microliter) in peripheral blood, calculated from the absolute CD8+
T-cell number determined by flow cytometry of fresh peripheral blood when available (right). Treatment day 0 is defined as the day when
reduction of immunosuppression was initiated. Analysis with the additional tetramer reagent, HLA-B8/FLR (FLRGRAYGL; from the EBV

latent gene EBNA-3A), is also shown.

crease of CD8+ T-cells and was one of the two in
whom the expansion following IS taper was not sus-
tained. In patients carrying HLA-class | alleles com-
patible with available HLA-tetramers for EBV, this
technique was used to measure changes in peripher-
al blood CD8+ T-cells specific for two immunodom-
inant EBV peptides RAK and FLR. RAK and FLR are
immunodominant peptides for the early antigen
BZLF1 and for the latent gene EBNA-3A, respectively.
As shown in figure 3, a population of RAK-specific
CD8+ T-cells expanded remarkably after IS taper in
these patients, as they proceeded to clear their PTLD
and achieve a CR. FLR-specific CD8+ T-cells did not
change (fig. 3B). Interestingly, evidence of lytic EBV
activity was found in the majority of PTLD speci-
mens, by in-situ-RT-PCR for the viral gene thymidine
kinase. This study demonstrates that kidney trans-
plant patients have a profound suppression of T-cell
mediated immunity at the time of development of
PTLD and that controlled IS taper results in a re-
markable recovery of the number of CD8+ T-cells
within 10-12 weeks. This recovery appears to be
associated with a high number of complete clinical
responses, even in patients with histologically ma-
lignant PTLD (DLBCL), where the efficacy of a con-
servative therapeutic approach has typically been

judged very low. The specificity of the expanding
CD8+ T-cell population in our study was predomi-
nantly directed at the lytic EBV antigen BZLF1. This is
interesting given the close relationship between ele-
vated peripheral blood viral DNA load and emer-
gence of PTLD"". Although the significance of this
observation from the standpoint of clinical response
remains unclear, it may be an indication that EBV vi-
ral replication in PTLD occurs more frequently than
previously recognized and provides an additional ra-
tionale to further study the role of virus-directed ther-
apies in this disease (see section C).

Animal models of EBV-LPD and preclinical
development of novel therapies

A major focus of our laboratory involves the study
of the pathogenesis, prevention and treatment of
EBV-LPD in animal models*®%. Much of this work
has utilized a xenogeneic (human-murine) preclinical,
in vivo model where severe combined immune defi-
cient (SCID) mice are engrafted with human periph-
eral blood leukocytes (hu-PBL) from healthy human
donors who are seropositive for EBV. Following en-
graftment of hu-PBL (determined by human Ig lev-
els), animals spontaneously develop human EBV-LPD
which allows us to examine the pathogenesis of
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Figure 4. Kaplan Mier plot depicting survival of hu-PBL-SCID
mice treated with combination GM-CSF/IL2 or IL2 alone. All
mice were treated with anti-asialo GM1 antisera to deplete
murine NK cells.

EBV-LPD as well as test the efficacy of various experi-
mental therapeutic strategies in vivo. These tumors
may be monoclonal, oligoclonal, or polyclonal in na-
ture, display a latency Il EBV gene profile, and have
a surface phenotype and karyotype which most close-
ly resemble B cell tumors that arise in patients with
immune deficiency'®'®. Given the multiple similarities
that exist between EBV-associated malignancies in
immune compromised patients and EBV-LPD in the
hu-PBL-SCID mouse, this model provides a unique
opportunity for preclinical exploration of the treat-
ment of EBV positive tumors in vivo.

Cytokine Immunotherapy
in hu-PBL-SCID mice

Earlier efforts in our laboratory explored cytoki-
ne-based strategies to enhance human immune ef-
fector functions to prevent EBV-associated LPD in
hu-PBL-SCID mice*®. Tary-Lehman et al demon-
strated that human T cells from hu-PBL-SCID mice
were not responsive to T cell receptor (TCR)-stimu-
lation in vitro (anergic)'. Since human T lympho-
cytes derived from hu-PBL-SCID mice fail to produce
IL-2 in TCR-dependent fashion, we hypothesized
that provision of interleukin-2 (IL-2) could rescue
these T cells from anergy and facilitate a human im-
mune response against EBV-LPD and prolong sur-
vival of these mice. We randomized hu-PBL-SCID
mice to receive treatment with daily subcutaneous
injections of low dose human IL-2 (500 IU) or ve-
hicle control. We were able to show that low dose
IL-2 is capable of preventing EBV-LPD in the hu-PBL-
SCID mouse model and that the protective effect
was provided early after engraftment (4-8wks) by
murine natural killer (NK) cells and later (8-14wks)
by human CD3+/CD8&+ T lymphocytes.

We hypothesized that the inability of PEG-IL-2 to
provide adequate protection from EBV-LPD in the
absence of murine NK cells was due to inefficient re-
activation of human memory EBV-antigen specific T
cells and that expansion of antigen specific T cells
could be enhanced in the presence of human anti-
gen-presenting cells (APCs). In order to promote
engraftment or differentiation of human APCs in
vivo, we treated mice with human Granulocyte-
Monocyte Colony-Stimulating-Factor (GM-CSF), a
cytokine that promotes differentiation and mainte-
nance of dendritic cells. We hypothesized that treat-
ment of hu-PBL-SCID mice with GM-CSF and low
dose IL-2 would promote the outgrowth of human
EBV-specific T cells and improve survival. Hu-PBL-
SCID mice were randomized to either receive PEG-
IL-2, GM-CSF, placebo, or combined GM-CSF and
PEG-IL-2 therapy. All mice were depleted of murine
natural killer cells with weekly injections of asialo-
GM-1 anti-sera. figure 4 shows a survival curve illus-
trating the significant improvement in survival of
mice receiving combined GM-CSF and low dose
IL-2 compared to low dose IL-2 alone (p < 0.0041).
There were no significant differences in survival be-
tween animals receiving GM-CSF alone, placebo, or
PEG-IL-2 alone. Subsequent lymphocyte depletion ex-
periments were performed that identified human NK
cells, CD3+4/CD8+ T cells and human monocytes as
essential mononuclear subsets required for the pro-
tective effect of combined GM-CSF and IL-2 therapy.

To further our understanding of events taking place
in vivo, we performed flow cytometric studies to eval-
uate for the presence of human lymphocyte subsets
engrafted in hu-PBL-SCID mice at week 5. Figure 5
demonstrates the T cell and B cell immunopheno-
types using flow cytometric analysis of spleens from
these mice. Mice receiving low dose IL-2 had a high
percentage of human B cells (Top panel, CD19+)
compared to mice receiving GM-CSF and IL-2 (lower
panel, CD45+/CD19+). PEG-IL-2-treated mice also
exhibited lower numbers of human T cells (Top panel
CD3+/CD8+) compared to mice receiving GM-CSF
and IL-2 (lower panel, CD3+/CD8&+).

To determine the specificity of engrafted human T
cells for EBV, we utilized MHC Class | tetramers loa-
ded with EBV peptides. We identified EBV-specific T
cells in animals treated with combined GM-CSF and
IL-2 but not in animals treated with IL-2 alone (fig. 6).
T cells identified were labeled with MHC Class |
tetramers (HLA-B8) folded with either FLRGRAYGL or
RAKFKQLL immunodominant peptides from the EBV
genes products EBNA-3A and BZLF-1 respectively.
Remarkably, a large fraction of EBV-specific T cells
recognized the RAKFKQLL (RAK) peptide derived
from the lytic gene product BZLF-1 (fig. 6). These
data demonstrated that both lytic and latent gene
products contribute key immunodominant pepti-
des that are recognized by EBV-specific T cells for tu-
mor immunity.
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Figure 5. hu-PBL-SCID mice treated with IL-2 therapy demonstrate distinctly different populations of isolated human leukocytes in their
spleens at week 5 compared with hu-PBL-SCID mice treated with GM-CSF and IL-2. Flow cytometric analysis of splenocytes from SCID
mice 5 weeks after engraftment demonstrates a significant human B (CD19+) cell population in mice receiving IL-2 only (Upper left
panel) compared to the B cells in mice receiving GM-CSF and IL-2 (lower left panel). In contrast, IL-2-treated animals displayed a smaller
T cell (CD3+/CD8+) population (upper right panel) than the combined GM-CSF and IL-2 treatment group (lower right panel).

Targeting viral kinase gene products
with nucleoside analogues

Immune deficient patients with EBV* primary cen-
tral nervous system lymphomas (PCNSL) face a poor
prognosis with median survival times of 2-12 months
despite aggressive management with radiation thera-
py. We have developed a pre-clinical model of EBV*
PCNSL to explore strategies that specifically target
EBV-infected B lymphoblasts in vivo’. Stereotac-
tic implantation of EBV-transformed human lym-
phoblastoid B cell lines (LCL) into the caudate nucle-
us of the nude rat resulted in lethal CNS tumor burden

manifested by the onset of focal neurological symp-
toms within 21 days. Radiation (1600 cGy) of LCLs
resulted in upregulation of the EBV thymidine kinase
transcript and sensitization of these cells to drug-in-
duced apoptosis using the nucleoside analogs AZT
and ganciclovir (GCV). In vivo trials using the nude
rat PCNSL model demonstrated significantly im-
proved mean survival time (MST) with single fraction
whole-brain radiotherapy (WBRT) and AZT/GCV
(MST 41.3£3.3 days, p=0.05), compared to
AZT/GCV (MST 32.1 £ 1.1 days) or WBRT alone
(MST 22 £ 0.8 days). We discovered constitutive and
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Figure 6. HLAB.8 tetramer analysis of splenocytes collected from mice treated with either combination IL2/GMCSF or IL2 alone. Animals
treated with combination therapy demonstrated marked expansion of CD3+/CD8+ T cells that recognized immunodominant peptides

derived from both lytic (RAK) and latent EBV gene products.

abundant EBV-TK mRNA expression in a stereotactic
core biopsy specimen from a solid organ transplant
patient with EBV* PCNSL (fig. 7). Withdrawal of im-
munosuppression did not result in disease regression.
This patient achieved a complete response after thera-
py with high dose AZT and GCV in the absence of
WBRT (fig. 7), and remains in remission on oral main-
tenance AZT/GCV therapy 3 years after diagnosis’.
These results suggest that anti-viral therapies can be
effectively explored in vivo using a pre-clinical animal
model of human EBV* PCNSL, with subsequent trans-
lation to patients with EBV" PCNSL.

Conclusions

EBV-related malignancies remain an exciting and
fruitful area of basic and translational investigation.
These disorders affect very large and heterogeneous

groups of patients worldwide and basic discoveries
about mechanisms of disease and therapeutic tar-
gets are likely to have major public health impact.
One of the current challenges is the definition of the
cellular interactions and signaling pathways that are
unique to EBV-positive malignancies and are critical
to induce and sustain the malignant phenotype. The
specific road to various EBV-induced malignancies in
different patient populations is likely to depend,
among other things, on genetic background, immune
status, coexisting viral pathogens, and carcinogenic
triggers. However, the presence of EBV in the tumor
cells provides in principle a unique “Achille’s heel”. Fu-
ture research should increasingly focus on the identifi-
cation of pharmacologically and/or immunologically
relevant targets to be exploited for therapy across the
spectrum of EBV-induced malignancies.
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LINFOMAS EXTRAGANGLIONARES

CoORDINADOR: C. MONTALBAN. Hospital Raméon y Cajal. Madrid.

Resumen simposio

Hasta hace pocos afios los linfomas extraganglionares se han considerado como una rareza y se les ha
prestado poca atencién. Este panorama ha cambiado radicalmente por muiltiples motivos, el primero de
ellos la evolucién del propio concepto de linfoma extraganglionar. Aunque cualquier estructura no ganglio-
nar se puede afectar en la diseminacién de cualquier linfoma nodal, no cabe duda que en estas dreas apa-
recen linfomas de manera primaria. En muchas ocasiones no se han reconocido como linfomas, utilizando
diagnésticos de seudolinfoma o sindromes linfoproliferativos no bien definidos. Hoy dia hay instrumentos
que permiten delimitar muchas de estas situaciones como verdaderos linfomas primarios. Ha sido determi-
nante la identificacién del tejido linfoide asociado a las mucosa (MALT) y de los linfomas que aparecen en
es este sistema. Por otra parte el concepto de linfoma primario extraganglionar se aceptaba cuando el lin-
foma se encontraba exclusivamente en un érgano extranodal, pero esto es sélo una parte de la historia, ya
que estos linfomas aunque tienden a estar durante largo tiempo localizados y a manifestarse como enfer-
medad local, a lo largo de su evolucién se diseminan y se comportan como los linfomas nodales. Los linfo-
mas del MALT, considerados conceptualmente como enfermedad localizada, se ha demostrado que en una
primera fase se diseminan a otras areas del MALT, y posteriormente a dreas linfaticas y médula ésea. En al-
gunos de ellos la leucemizacidén y la afectacién medular pueden ya detectarse en el momento del diagndsti-
co. El reconocimiento de la historia natural de estos linfomas y el estudio de su incidencia en comunidades
en las que existen registros fiables, ha permitido reconocer la verdadera frecuencia de los linfomas extra-
ganglionares, que constituye alrededor de un tercio de todos los linfomas. Otro aspecto fundamental ha
sido el conocimiento de algunos de los mecanismos etiopatogénicos que ocurren en estos linfomas. El con-
cepto del MALT y de los linfomas derivados del MALT ha permitido saber que estimulos locales especificos
en algunas areas extraganglionares pueden poner en marcha una cadena de acontecimientos que condicio-
nan expansion policlonal de linfocitos B, seleccién clonal y cambios moleculares que conducen al linfoma y
a su diseminacién y transformacién. Se han reconocido varios estimulos inductores de la aparicién de lin-
fomas MALT extraganglionares, bacterias, pardsitos, virus y alteraciones inmunolégicas primarias. El caso
mejor conocido es el del Helicobacter pylori en la aparicién del linfoma MALT del estémago, pero también los
de Campilobacter jejuni en la enfermedad inmunoproliferativa intestinal (que es una forma de linfoma MALT),
Borrelia burgdorferi en los linfomas MALT cutdneos y Chlamydia psittaci en los linfomas MALT de la conjuntiva
y anejos oculares. Menos clara es la relacién de pardsitos, como anisakis y fasciola, con el linfoma intra-
vascular. Los virus también tienen un papel, ya que en algunas areas geogréficas algunos linfomas géstricos
pueden estar inducidos por virus de Epstein-Barr (VEB) o virus de la hepatitis C (VHC). El VEB estd presente
en los linfomas T nasales, en los linfomas extraganglionares postrasplante y en los cerebrales de los inmu-
nodeprimidos y estd relacionado, junto a HHVS, con los linfomas primarios de cavidades. El VHC también
estd relacionado con algunos linfomas de la zona marginal esplénica, y con linfomas linfoplasmocitarios en
otras areas (higado) o sistémicos. Situaciones autoinmunes como tiroiditis de Hashimoto y Sjogren inducen
la aparicién de linfomas MALT tiroideos y de gldndulas salivales y la enteropatia por gluten la de linfomas T
intestinales. El reconocimiento del linfoma extraganglionar como enfermedad local ha permitido curar a una
parte de esos pacientes en las fases iniciales (localizadas) de la enfermedad utilizando tratamientos locales
(cirugfa o radioterapia) y sobre todo demostrar que en algunas situaciones la eliminacién del desencade-
nante puede interrumpir la secuencia de acontecimientos y conseguir la desaparicién del linfoma e incluso
su curacién, como en el caso del H. pylori y el linfoma géstrico. Si esto sucede en unas dreas extragangliona-
res es razonable que también ocurra en otras, aunque por el momento no se conozcan los antigenos desen-
cadenantes. También seria razonable que estimulos locales o sistémicos (virales, bacterianos o inmunolégi-
cos) y mecanismos similares tengan lugar en los linfomas nodales. Los ejemplos arriba citados en relacién




XLVI Reunion Nacional de la AEHH y XX Congreso Nacional de la SETH. Simposios 201

con virus son buena prueba de ello. Persisten algunas cuestiones para los que no tenemos todavia respues-
ta: spor qué aparecen linfomas MALT primarios en el higado, la mama o la dura? ;Cudles pueden ser los me-
canismos de la aparicién de linfomas no MALT extraganglionares? sCudles son los mecanismos que subya-
cen en localizaciones tan especificas como los linfomas del sistema nervioso central (SNC)? ;Cudl es mejor
tratamiento de los linfomas del SNC? No estd claro cudl es el tratamiento adecuado para los linfomas ex-
traganglionares una vez que se han diseminado, aunque la evidencia indica que su comportamiento similar
a los linfomas nodales requiere idéntico tratamiento.

Algunos de estos interesantes problemas se van a discutir en esta sesién. La Dra. Rouskone-Fourmestraux
discutird los aspectos etioldgicos y el manejo de los linfomas MALT gastricos (la estrella de los linfomas
MALT) y de los intestinales y el Dr. Raderer los linfomas MALT de otras dreas extraganglionares y su aproxi-
macién diagndstica y terapéutica. Los Dres. Graus y Ferreri discutirdn diferentes aspectos de los linfomas ce-
rebrales, sus manifestaciones clinicas y problemas diagndsticos, su tratamiento y las incégnitas que plantean
algunos linfomas raros del SNC, cuyo comportamiento puede darnos indicaciones sobre sus mecanismos de
aparicién. La Dra. Tracey discutird cémo la tecnologfa actual puede delimitar los linfomas extranodales y se-
pararlos de otras situaciones que no son linfomas y permitir conocer sus mecanismos moleculares subya-
centes. Utilizando las micosis fungoides como modelo comentara cémo el estudio del perfil génico de estos
linfomas es un instrumento que permite contestar algunas cuestiones bdsicas, que podrd aplicarse a otros ti-

pos de linfoma extraganglionar.

PRIMARY GASTRIC AND
INTESTINAL LYMPHOMA
MALT-DERIVED AND OTHER
LYMPHOMA TYPES

A. RUSKONE-FOURMESTRAUX

Groupe d’Etude des Lymphomes Digestifs (GELD).
Servicio de Gastroenterologia. Hotel Dieu. Paris.

Introduction

The incidence rate of NHL, especially extranodal
disease, has been increasing steadily for the past two
decades. Whether this represents a real increase or
results from improved diagnosis and more efficient
case registration is as yet unclear. This increased rate
was evaluated at between 3-5% per annum in the
gastro-intestinal lymphomas (GIL). From cancer reg-
istry data from 14 countries, the calculated incidence
rate was 0.21, 0.16, and 0.08 per 100.000 for gas-
tric, small intestinal and colonic NHL, respectively'.

Primary GIL comprise a group of distinct clini-
co-pathological entities of B-and T-cell types [3]. In
occidental countries, B-cell ymphomas are more
frequent (over 80 %) while in Southern Japan T-cell
lymphomas predominate (> 75 %, intestinal cases).
In the Western world B-cell lymphomas of MALT-
type (mucosae associated lymphoid tissue-type) are
the more common. Most of these lymphomas arise
in the stomach?*. They may present as typical low-
grade (small B-cell) lymphomas or with partial or
complete transformation into high-grade (large
B-cell) tumours®. In the Middle Eastern and Mediter-

ranean populations there was a relatively high inci-
dence of small bowel NHL referred as immunopro-
liferative small intestinal disease (IPSID) comprising
alpha-chain disease (a-CD), a special form of MALT
intestinal lymphoma, they are not considered in this
chapter. Other B-cell lymphomas of the Gl tract in-
clude mantle-cell lymphoma, which presents as in-
testinal lymphomatous polyposis, follicular lym-
phoma, Burkitt’s lymphoma and immunoblastic
B-cell lymphoma associated with immunodeficiency
states. All these types also occur either in nodal or
extranodal sites. Finally enteropathy (coeliac dis-
ease)-associated T-cell lymphoma (EATL) shows dis-
tinct features and represents10 % of the GIL.

Gastric lymphomas (GL) of MALT-type

The group of lymphomas called as low-grade
MALT-type lymphomas include a number of extran-
odal lymphomas composed mostly of small cells,
that share similar clinical, pathological and molecular
features®. The term MALT-type lymphoma was first
used by Isaacson because their histological character-
istics recapitulating features of MALT as exemplified
by the Peyer’s patches. These tumours initially consist
of mucosal small cleaved cell or centrocytic-like cell
proliferation colonising the follicular germinal centers
with a tendency to invade and destroy glandular ep-
ithelium, forming the characteristic lymphoepithelial
lesions. With respect to their normal counterpart
cells, these lymphomas are defined as extranodal
marginal zone B-cell lymphomas of MALT in the last
world Health Organization (WHO) Classification of
Neoplastic Diseases of the Hematopoietic and lym-
phoid tissue®. These extranodal lymphomas may arise
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from normal native MALT physiologically present in
the gut or acquired MALT developed in sites of chron-
ic inflammation in response to either infection or au-
toimmune phenomena. In the stomach, acquired
MALT provides the background for lymphoma devel-
opment. Helicobacter pylori (H. pylori) is the only well es-
tablished chronic antigenic stimulus that causes the
development of gastric MALT. The link between H. py-
lori gastritis and low-grade GL of MALT-type has been
shown by data in case control and epidemiological
studies’” and by the regression of the majority of
low-grade GL by eradication of H. pylori®'6. These
prolonged lymphoid reactive proliferations favour the
emergence of a pathological clone, which can pro-
gressively replace the normal lymphoid population
giving rise to a MALT-type lymphoma. As in nodal
NHL, low-grade MALT-lymphoma may progress to
high-grade lymphoma. The stomach is the more fre-
quently involved site of these low-grade GIL.

Clinicopathological presentation and diagnosis
Low-grade GL typically occurs in the fifth decade
while high-grade GL are diagnosed later: 57.6 com-
pared to 65.5 years in one recent study. This obser-
vation suggests that the progression of low-grade to
high-grade GL takes about one decade. The present-
ing symptoms are generally non-specific dyspepsia or
symptoms suggestive of peptic ulcer disease, some-
times revealed by complications such as anemia or
gastrointestinal bleeding. The presence of an abdom-
inal mass is a rare phenomenon at presentation. The
endoscopic features may range from non-specific
macroscopic gastritis or thickened folds to ulcerative
or infiltrating lesions in low-grade tumours, whereas
high-grade lymphomas generally present as large ul-
cers or more protruding tumours'’. Multiple biopsies
are generally required for histological diagnosis be-
cause of the multifocal nature of the disease and to
exclude focal high-grade transformation. Combina-
tion with endoscopic ultrasonography allows evalua-
tion of locoregional extension especially in case of
parietal tumour infiltration and nodal involvement'?.
Most of early stage low-grade GL are confined to the
mucosal and submucosal layer and when invasion
to deeper layers are found, high-grade transforma-
tion should be suspected. Lymph node involvement is
generally locoregional and depends on parietal in-
volvement of the tumour. It is generally believed that
low-grade GL remains localised to the site of origin
for prolonged period. However, recent studies have
suggested the possibility of dissemination to the
small intestine, other MALT organ or even bone mar-
row. At diagnosis these potential dissemination must
be carefully excluded by using a thorough staging
procedure including the recording of patients’ physi-
cal examination; ileocolonoscopy together with up-
per gastrointestinal tract endoscopy, small bowel
and chest radiography, abdominal computed to-
mography (CT scan), Waldeyer’s ring examination

with endoscopy and biopsies or CT scan, and bone
marrow biopsy.

The pathological findings of low-grade GL of the
marginal zone of MALT include: typical morphology
with small B-cells or centrocytic-like cells, lymphoe-
pithelial lesions and clonality defined by using either
immunochemistry or molecular techniques. Associ-
ated H. pylori chronic gastritis can render the diagno-
sis difficult. The presence of scattered clusters of
large transformed blastic cells must be considered as
a progression to high-grade MALT lymphoma'®'?.
Coexistence of low-grade MALT and high-grade
components in the same tumour is frequent and the
observation of identical immunoglobulin gene se-
quences in both components confirms their clonal
identity. A low-grade component is not always de-
tected in high-grade lymphoma especially on small
endoscopic biopsies. However, it has been shown
that there is no difference in clinical behaviour be-
tween high-grade cases with or without low-grade
component and should therefore be categorised of
MALT-type.

H. pylori chronic infection induces and sustains an
actively proliferating B-cell population at risk of de-
veloping genetic abnormalities?®. A limited number
of genetic studies have provided important infor-
mation of histogenesis of MALT lymphomas. Allele
imbalance of tumour-suppressor genes (DDC and
APC) was found in some cases of MALT lymphoma
in the transition from chronic gastritis to low-grade
and high-grade GL. Thus, genetic instability in pro-
liferating B-cells provides the potential for induced
chromosomal abnormalities. Indeed, trisomy 3 was
detected in 60 % of low-grade MALT lymphomas
arising in various organs. Recent studies are now fo-
cusing on additional genetic abnormalities, such as
the t(11;18) and t(1;14). Translocation t(11;18) has
been reported in 30 % of low-grade MALT GL and
one study suggested that it was only present in more
advanced low-grade GL, non responding to H. pylori
eradication and thus appears to be related to H. py-
lori independent survival/growth?'. Another cytoge-
netic abnormality, t(1;14), less frequently detected
in MALT lymphomas, has also been suspected to
confer H. pylori independent growth of tumour cells.
Finally, further genetic events such as complete inac-
tivation of the tumour suppressor genes P53 and
P16, possibly activation of c-myc oncogenes by trans-
location and other undetermined abnormalities
have been suggest to result in high-grade transfor-
mation. Routine detection of these translocations
could not only lead to much more precise definition
of this lymphoma but help the interpretation of ther-
apeutic results and then guide therapeutic strategy.

Treatment

As H. pylori is now recognised to be the major in-
ducer of low-grade GL, its eradication could be the
first step of the treatment.
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Currently, the best treatment protocol includes
proton pomp inhibitor combined with two anti-
biotics (as clarithromycin or metronidazole and
amoxycillin) two weeks, which results in H. pylori
eradication in more than 90 % of infected patients'®.
As long as the eradication of the bacterium is effec-
tive, it as been demonstrated that more than 70 % of
low-grade MALT GL regress at early stage. Histolog-
ical complete remission may be achieved between
two and 18 months after H. pylori eradication. We
reported that in H. pylori positive status patients with
localised GL, in the absence of lymph node involve-
ment carefully assessed by endoscopic ultrasonogra-
phy, a complete remission rate of lymphoma is ex-
pected in 79 % of cases'®. Moreover, a significant
difference in response rate was observed in lym-
phoma restricted to the mucosa and more deeply
seated lesions. Monoclonal expansion remained de-
tected at distance from eradication in some cases
been judged histologically in remission’®'*. A recent
series of six patients followed for 8 years demon-
strated that histological and molecular relapses
could occur in a transient fashion??. These findings
suggest that H. pylori eradication removes a growth
stimulus from MALT GL without necessarily elimi-
nating the B-cell clone. In the absence of H. pylori re-
infection the presence of such a clone does not ap-
pears to be deleterious and may be self-limiting,
however, more prolonged follow-up is mandatory.

Patients after antibiotic failure and persisting tu-
mour and those with H. pylori negative status could
benefit of regional approach, such as radiotherapy
or radical surgical resection with curative intent. De-
spite the appearance of one dominant lesion, the
disease may be multifocal in the stomach, and total
gastrectomy was mandatory to cure GL?. In case of
large tumours surgery has the added advantage of
documenting a potential high-grade associated pro-
liferation. Nowadays surgery is much less indicated
and low-dose- (30 greys) radiotherapy seems to give
good results and is evaluated in different European
protocols?*?%. Others have also used chemotherapy
and a variety of regimens have been administered,
often with results consistent with responses seen in
other low-grade NHL?*¢?”. A complete or near com-
plete response is achieved in more than half of the
patients followed by relapse in some of them some-
times years after the initial treatment. The wait and
see strategy advocated by some authors, could be
conceivable only in older patients, owing the risk of
high-grade transformation.

In high-grade lymphomas despite anecdotal cases
regressing after antibiotics, chemotherapy including
anthracyclin and now Rituximab, sometimes associ-
ated with surgery, is the main treatment for these tu-
mours?®2°. Our results including surgery and CHOP
led to an overall five-year survival rate of 100 % in
case of localised tumour®. However, chemotherapy
alone is now more often given but in addition it is

recommended to eradicate H. pylori to eliminate a
residual or relapse low-grade component.

B-Primary intestinal B-cell ymphomas

Among gastrointestinal lymphomas, those arising
primarily in the intestine have been less extensively re-
ported. We studied the clinicopathological features
and outcome of a large series of primary B-cell intes-
tinal lymphomas (IL). They accounted for 99 (28 %) of
the 361 cases of gastrointestinal lymphomas enrolled
in the successive french GELD studies*. Ninety-two of
them (93 %) were of B-cell phenotype, including
38 diffuse large cell ymphomas, 36 mantle-cell lym-
phomas (lymphomatous polyposis), 11 follicular
lymphomas, 5 low-grade marginal zone lymphomas
of MALT-type, and 2 Burkitt’s lymphomas. Clinical
presentations differed according to histological sub-
type: younger age in Burkitt’s lymphomas and older
in low-grade MALT-type, obstruction with surgical
emergency mainly observed in diffuse large cell lym-
phomas, endoscopic extensive nodular and polypoid
pattern in mantle-cell and follicular subtypes as well as
advanced stage, poorer outcome in mantle-cell lym-
phomas with 44 % overall survival at 5 years, pro-
longed survival in follicular and MALT subtypes de-
spite failure to achieve true complete remission after
treatment.

C-Enteropathy-associated T-cell lymphoma

The term enteropathy-associated T-cell lymphoma
(EATL) largely refers to T-cell -mainly small intestinal-
lymphomas associated with the characteristic patho-
logical features of celiac disease (CD) or of non-specif-
ic ulcerative jejunoileitis. EATL is a high-grade intesti-
nal T-cell ymphoma of poor prognosis, deriving form
an extensive low-grade epithelial T-cell proliferation
that in occurs in patients with chronic and often-silent
CD after prolonged gluten exposure. Patients with
overt CD should be convinced to strictly adhere to a
gluten free diet, even if their disease is mild.

EATL often presents as a surgical emergency with
intestinal obstruction or perforation®'. The disease
may also be revealed in patients with known CD un-
responsive to gluten-free diet (GFD), known as re-
fractory sprue. Macroscopically the findings of one
or several, ulcerated tumours, mainly jejunal, are
most frequently observed, sometimes associated
with benign-appearing ulcers. Histologically, EATL
are largely high-grade lymphomas showing varying
degrees of polymorphism. Large tumoral cells very
probably derive from a subset of intraepithelial lym-
phocytes as suggested by their capability to invade
crypt epithelium and by their peculiar phenotypes,
usually CD3+, CD4-, CD8-, CD103+ or occasion-
ally CD3+, CD4-, CD8+ and CD56+, CD103+ (cells
expressing the markers of activated cytotoxic T cells).
Cells are arrested in varying stages of activation from
one tumour to another. Moreover, clonal T-cell re-
ceptors (TCR) y gene rearrangement is found®2.
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Strict adherence to GFD is the single means of pre-
vention the occurrence of EATL. Prognosis is poorer
than for B-cell ymphoma. Intensive chemotherapy is
the main treatment Even exclusive total parenteral
nutrition does not seem to be effective on reversing
mucosa abnormalities, but may be used for nutri-
tional purposes. Surgery is sometimes mandatory
for diagnosis or complication.
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Summary

Extragastrointestinal MALT lymphoma may arise in
a variety of organs, and has been associated with au-
toimmune conditions such as Sjogren’s syndrome or
Hashimoto’s thyroiditis or infection with Borrelia burg-
dorferi (cutaneous MALT lymphoma) or Chlamydia
psittaci (orbital MALT lymphoma). While characterized
by an indolent clinical course in analogy to gastric
MALT lymphoma, such patients nevertheless have a
high rate of multiorgan involvement (up to 50 %) upon
diagnosis and exact staging is mandatory. Conse-
quently, local treatment such as radiation -while re-
sulting in excellent local control- is associated with a
high rate of systemic relapses. Thus, the evaluation of
systemic approaches appears reasonable, and has giv-
en excellent results also in localized disease. Further
studies on this issue with a prolonged follow-up are
needed in view of the indolent nature of the disease.

Introduction

Extranodal marginal zone B-cell lymphoma of the
mucosa associated lymphoid tissue (MALT lym-
phoma) accounts for 7% of all lymphoma cases,
and thus is among the more common types of lym-
phoma’. Initially defined by Isaacson and Wright in
1983, the structure of the lymphoma resembles the
features of mucosa associated lymphoid tissue (as
exemplified by the Peyer’s patch) rather than mimic-
king the structure of lymph nodes?. The postulated
cell of origin of MALT-lymphoma is the marginal
zone (MZ) B-cell, which corresponds to a post ger-
minal-center B-cell with rearranged and mutated im-
munoglobulin heavy and light chain genes. These
cells are thought to capture, process and present
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antigens and to deliver co-stimulatory signals to
T-cells. In addition, MZ B-cells apparently display
the capacity to differentiate into plasma cells and
most early antibody-secreting cells are thought to
originate from MZ B-cell precursors. Of interest is
the fact that physiological MALT usually does not
give rise to MALT lymphoma, which usually develops
in acquired mucosal lymphoid tissue. According to
this concept, it is not surprising that MALT lym-
phoma of the gut -which contains the largest accu-
mulation of lymphoid tissue in the human body- is
relatively rare, while the stomach, which is normally
devoid of lymphoid tissue, is the most common site
of origin for MALT lymphoma2.

This high rate of gastric MALT lymphomas, which
comprise about 70 % of all MALT lymphoma cases,
has lead to the the erroneous notion that “MALT lym-
phoma” may be used as a synonym for gastric lym-
phoma. However, MALT lymphomas can be found
throughout the whole body in organs able to acquire
MALT in the course of chronic inflammatory/anti-
genic stimulation, and they have even been reported
in non-mucosal sites such as the dura. To the current
knowledge, the most common sites of presentation
for MALT lymphoma apart from the stomach are the
lung (14 %), head and neck area including the sali-
vary glands (14 %), ocular adnexa (12 %) and skin
(11 %), while MALT lymphoma of the thyroid (4 %)
and the breast (4 %) are relatively rare’.

Predisposing factors for the development
of MALT lymphoma

Pionieering work performed by Peter Isaacson and
co-workers has suggested MALT lymphoma to be an
antigen-driven disease (for summary see 2, 3). In
fact, the discovery of a causative role of Helicobacter
pylori (HP) and later also of Helicobacter Heilmannii in
the development of gastric MALT lymphoma and the
consecutive demonstration of reponsiveness of early
stage disease to antibiotic eradication of HP has rev-
olutionized current treatment approaches. Given the
histopathological similarity between gastric MALT
lymphoma and those diagnosed in other localiza-
tions, it is tempting to speculate that these might
also be antigen-driven.

As opposed to the gastric environment, which is
suitable only for highly specialized infective agents
such as HP and therefore allows for their relatively
easy identification, the search for other antimicrobial
causes of MALT lymphoma has been more difficult.
Regression of non-gastrointestinal MALT lymphomas
has anecdotally been reported following eradication
of H. pylori, but the results beg the question whether
these findings do reflect unspecific antimicrobial ac-
tion of the regimen against as yet undetermined bac-
teria rather that an association with H. pylori.

One of the longest known associations is between
infection with Borrelia burgdorferi and cutaneous
MALT lymphoma®. More recently, data on a causati-

ve role of Chlamydia psittaci in the development of oc-
ular MALT lymphoma have been published. In a
study reported by Ferreri and coworkers®, 40 sam-
ples from patients with ocular adnexal lymphomas
(including 24 cases with MALT lymphoma) were as-
sessed for the presence of DNA from C. psittaci, tra-
chomatis and pneumoniae using PCR. Twenty-one out
of these 24 MALT lymphoma patients were positive
for C. psittaci (87.5%) in the lymphoma samples,
whereas none were postive for C. thrachomatis and
C. pneumoniae. A causative role of the agent was also
shown by objective response of the lymphoma in
2/4 patients undergoing antibiotic therapy with
doxycycline including one patient with MALT lym-
phoma. In view of this, further studies are needed
to assess the impact of anti-chlamydial therapy in
patients with ocular adnexal MALT lymphomas.

In addition to infectious agents, the high risk of
patients suffering from various autoimmune condi-
tions for the development of lymphomas has been
noted. Especially in case of autoimmune thyroiditis
and Sjogren’s syndrome (SS), a high risk for the de-
velopment of MALT lymphomas in the primarily af-
fected organs has been demonstrated. Accordingly,
a 70 fold increased risk for thyroid MALT lymphoma
and a 44 fold increased risk for parotid lymphoma is
being attributed to autoimmune thyroiditis and
SS¢7, respectively. This is again in keeping with the
MALT lymphoma concept formulated by Isaacson,
that acquired MALT developing in the context of
chronic infection or antigenic stimulation may give
rise to MALT lymphoma following accumulation of
various genetic events. In terms of treatment, howev-
er, this association cuurently does not have an im-
pact on clinical mangement of the lymphoma, as
both conditions are virtually intractable apart from
symptomatic management of patients and thus do
not allow permanent removal of the immunologic
stimuli as opposed to eradication of antibiotic agents.
Nevertheless, the high risk of developing MALT lym-
phomas should be kept in mind in such patients.

Clinical aspects and treatment of
non-gastrointestinal MALT lymphoma

In addition to the similar pathological features of
gastric MALT lymphoma and MALT lymphomas of
non Gl-origin, both appear to be characterized by a
relatively indolent clinical course. In an analysis of
108 patients, Thieblemont and coworkers® found a
similar median overall survival for gastric vs non-Gl
MALT lymphomas, but a significantly shorter time to
progression (4.9. years vs 8.9 years) in the latter.
Nevertheless, the pattern of dissemination appears
to be different, and recent data have suggested that
this shorter time to progression reflects the higher
rate of dissemination, which might be clinically in-
apparent upon diagnosis or simply may have been
overlooked without vigorous and extensive staging.
Data from our own institution have demonstra-
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ted multiorgan involvement in about 50 % of non
GI-MALT lymphomas as opposed to 30 % in gastric
MALT lymphoma?. Similar figures have been report-
ed by Thieblemont et al'®, who have also found dis-
semination of nongastric MALT lymphoma in 48 %
of patients. As a consequence, patients should un-
dergo staging including imaging of the salivary and
lacrimal glands, ear-nose and throat investigation,
gastroscopy/endosonography with multiple biop-
sies, CT-scan of thorax and abdomen, colonoscopy
and bone marrow biopsy in order to correctly assess
the clinical stage before initiation of treatment®.

In non-GI MALT lymphoma, non-surgical manage-
ment has been more widely applied for initial manage-
ment as opposed to gastric lymphoma, where surgery
has been a mainstay of treatment before application
of antibiotic treatment or radiation®. Again, prospec-
tive data are lacking, but in a large retrospective series
on extraintestinal MALT-type lymphoma, Zinzani and
coworkers have analysed 75 patients undergoing dif-
ferent forms of therapy including radiation, local ap-
plication of interferon-a and chemotherapy, while
only four patients were treated with resection alone".
The reported response rate was 100% (79 % complete
and 21 % partial remission), and all except two pa-
tients, who died of unrelated causes, were alive after a
median follow-up time of 47 months. In an analysis
of primary ocular adnexa lymphomas, 11/19 patients
were found to have MALT-type lymphoma'?, 8 of
whom were treated with radiation only, while two
were only resected and one was given chemotherapy.
Both surgically treated patients, however, relapsed af-
ter 54 and 62 months, respectively, while the other pa-
tients remain in complete remission after a follow-up
time between 24-140 months.

Taken together, radiotherapy has been the most
widely applied form of treatment for patients with
localized MALT lymphoma of extragastrointestinal
origin. Apparently, this practice results in excellent
local control of the disease, as has consistently been
shown by Tsang and coworkers'. Data from our
own institution, however, have shown a high rate of
systemic relapse in patients with MALT lymphoma of
the head-and-neck area following local therapy, with
39 % of patients relapsing after a median follow-up
of 46 months.

In view of the common mucosal immunity and the
high rate of relapses (sometimes even after decades),
systemic approaches including application of the
monoclonal antibody rituximab or chemotherapy are
being investigated at the moment. In a recent report,
application of fludarabine containing regimens has re-
sulted in complete remission in all 31 patients with
nongastrointestinal MALT lymphomas in stage .
While these findings are encouraging, a note of cau-
tion should be added due to the relatively short me-
dian follow-up time of 3 years. Nevertheless, sys-
temic approaches should further be investigated as
front-line management of this disease.
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LINFOMAS CEREBRALES
PRIMARIOS

F. Graus
Servicio de Neurologia. Hospital Clinic. Barcelona.

Los linfomas cerebrales primarios (LCP) represen-
tan el 1-2 % de los tumores cerebrales y menos del
2% de los linfomas de origen extraganglionar. El LCP
por definicién se localiza en el sistema nervioso, ge-
neralmente es intraparenquimatoso, y no se encuen-
tra en el estudio de extensién inicial, ni durante la
mayor parte de su evolucién, ninguna afectacién
extraneural concomitante. Aunque el LCP aparece
en pacientes sin ningtn factor de riesgo aparente,
los pacientes inmunodeprimidos tienen un riesgo
elevado de desarrollar LCP. En pacientes con sida la
incidencia de LCP es del 2-4%, suele aparecer en es-
tadios finales de la enfermedad cuando el recuento
de linfocitos CD4+ es inferior a 100.

Etiologia y patogenia

Los LCP tienen unas caracteristicas anatomopatolé-
gicas, homogéneas, la mayorfa son de grado interme-
dio o alto de malignidad y tienen fenotipo B. Se ha re-
lacionado la presencia del LCP con la infeccién por el
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virus de Epstein-Barr (VEB). Mientras que la frecuencia
de expresion de ARN de VEB es practicamente del
100 % en LCP de pacientes con sida, la frecuencia es
practicamente nula en LCP de pacientes no inmuno-
deprimidos. Estos resultados sugieren que la patogé-
nesis de los LCP en pacientes con sida podria ser dife-
rente del LCP de pacientes sin inmunodepresion.

Clinica

El cuadro clinico de los pacientes con LCP depen-
derd de la localizacién, que suele afectar la sustancia
blanca de los hemisferios cerebrales y las dreas peri-
ventriculares. Los LCP se presentan como masas in-
traparenquimatosas en el 80-90 % de los casos. Las
lesiones son casi siempre supratentoriales, pero
también afectan el tronco cerebral. El paciente pue-
de presentar diversos sindromes neurolégicos, que
aparecen de manera aislada o simultdneamente,
como hipertensién intracraneal, déficit focales, tras-
tornos mentales y crisis convulsivas. Cerca del 10 %
de los LCP infiltran de manera difusa la regién sub-
ependimaria de los ventriculos laterales. Esta locali-
zacién es muy sugestiva de LCP. El cuadro clinico se
manifiesta como un déficit cognitivo, trastornos de
la deambulacién y del nivel de conciencia o, mds ra-
ramente, hipertensién intracraneal.

La presentacién del LCP como linfomatosis menin-
gea es excepcional y representa menos del 1% de to-
dos los LCP. La leptomeningitis linfomatosa es casi
siempre secundaria a un linfoma no hodgkiniano
(LNH) sistémico o a la diseminacién de un LCP ini-
cialmente intraparenquimatoso o periventricular. Por
este motivo, el diagndstico de linfoma meningeo pri-
mario sélo puede aceptarse después de confirmar
por tomografia computarizada (TC) cerebral la au-
sencia de lesiones linfomatosas y de realizar un ex-
haustivo estudio de extensién en el que no se detecte
LNH sistémico y éste no aparezca durante el segui-
miento del enfermo. La clinica de los LNH meningeos
primarios es indistinguible de la que se registra en la
infiltracién meningea por un LNH sistémico. Suele
haber afeccién de los nervios craneales, hipertension
intracraneal o alteraciones cognitivas, confusién o
trastornos psiquiatricos. La extensién espinal puede
ocasionar un sindrome de la cola de caballo, que a
veces es la tinica manifestacién clinica del linfoma.

Diagnéstico y estudio de extensién

El estudio neurorradiolégico no aporta imagenes
diagndsticas de LCP, pero algunas son muy sugestl-
vas. En la TC o resonancia magnética (RM) sin con-
traste el LCP se presenta como una (70 % de casos) o
varias lesiones (30 %) circunscritas, de densidad ho-
mogénea, con poco efecto de masa en relacién con
el volumen del tumor, y rodeadas de poco edema.
Tras la administracién de contraste el tumor capta de
manera intensa y uniforme, con bordes bien defini-
dos, de modo similar a lo que ocurre en las metdsta-
sis. Esta apariencia radiolégica descrita en los LCP

no es constante, y en pacientes con sida el patrén es
mds variable: con mayor frecuencia las masas pre-
sentan necrosis en su interior. En la forma de presen-
tacién periventricular se observan en la RM lesiones
difusas hipodensas que infiltran de forma irregular las
estructuras periventriculares, sobre todo de las astas
frontales, de manera bilateral y simétrica. La lesidn
ocasiona un edema minimo y se hace mds manifiesta
después de la administracién de contraste.

Dada la falta de especificidad de los estudios neu-
rorradiolégicos, el diagndstico de LCP debe efectuar-
se mediante biopsia o a través del estudio citolégico
del liquido cefalorraquideo (LCR). En la actualidad la
biopsia estereotéxica guiada por TC permite obtener
tejido de areas cerebrales previamente inaccesibles y
constituye la prueba diagndstica de eleccién. Si no
existen contraindicaciones, el estudio del LCR puede
poner de manifiesto células linfomatosas, lo que evita
la préictica de una biopsia cerebral.

Una vez confirmado el diagnéstico de LCP debe
realizarse un estudio de extensién minucioso, tanto
para conocer la extensién local del LNH como para
excluir la existencia de un LNH sistémico. Asi, proce-
de efectuar un examen del LCR, siempre que no exis-
tan contraindicaciones, y si las hay, debe analizarse
con detalle la RM con gadolinio para detectar capta-
cién en las meninges. Las exploraciones obligadas
en el estudio de extensién del LNH son el estudio of-
talmoldgico con ldmpara de hendidura, la TC toréci-
cay abdominal y la biopsia de médula ésea.

Factores prondsticos

La baja incidencia del LCP ha limitado la publica-
cién de series amplias donde se puedan analizar la
presencia de factores prondstico. En un estudio re-
trospectivo de 378 pacientes con LCP tratados en
23 centros diferentes se identific6 como predictores
de mortalidad la edad superior a 60 afios, un estado
funcional superior a 1 de la escala de la ECOG (Eas-
tern Cooperative Oncology Group), niveles altos de
lactato deshidrogenasa sérica o de proteinas en el
LCR, y afectacién de estructuras profundas del ce-
rebro. Con estas variables se disefié una escala pro-
néstica en la que el valor 0 significaba el no tener
ningun predictor favorable de mortalidad y el va-
lor 5 el tenerlos todos. Al aplicar el modelo al sub-
grupo de 105 pacientes que recibieron quimiotera-
pia basada en dosis altas de metotrexato se vio que
los paaentes con valores pronésticos de 0-1 tenian
una supervivencia media actuarial a los 2 afios del
80 %, aquellos con valores de 2-3 del 48 % y los de
peor prondstico (valores de 4-5) del 15%.

Las limitaciones de esta escala prondstica es la in-
clusién de valores de LCR que pueden faltar en pa-
cientes en los que la puncién lumbar estd contraindi-
cada. En otro estudio de 77 pacientes tratados con el
mismo protocolo se identificé como predictores de
mortalidad la edad superior a 60 afios, un estadio
funcional superior a 1 de la escala de ECOG y la pre-
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sencia de linfoma multifocal o con diseminacién me-
ningea. La combinacién de estas 3 variables permitié
elaborar una escala de 0 (ningtin predictor desfavo-
rable) a 3 (todos los predictores desfavorables) con
predicciones de supervivencia similares a los del estu-
dio previo (Bessell et al, en prensa).

Tratamiento

El LCP es un tumor maligno que sin tratamiento
produce la muerte del paciente en pocas semanas.
Los corticoides son citoliticos para el LCP y pueden
causar una respuesta parcial o total hasta en el 40 %
de los pacientes no inmunodeprimidos. La respues-
ta sin embargo, es de poca duracién y no tiene efecto
curativo. La radioterapia holocraneal era hasta la dl-
tima década el tratamiento estandar de los LCP. la
sobrevida mediana de los pacientes no inmunodepri-
midos tratados con radioterapia es de unos 11 me-
ses con una tasa de sobrevida a los 2 afios del 35%.
Estos resultados son claramente inferiores en los pa-
cientes con LCP y sida, ya que éstos suelen morir an-
tes de infecciones oportunistas intercurrentes.

Aunque no ha habido estudios aleatorizados, di-
versos estudios en fase Il han combinado tratamien-
tos con quimioterapia y radioterapia con resulta-
dos claramente superiores a los de la radioterapia
sola. Estos estudios han permitido llegar a las si-
guientes conclusiones:

1. Los esquemas tradicionales de tratamiento de
linfoma sistémico (ciclofosfamida, adriamicina, vin-
cristina, prednisona, CHOP) no son efectivos al no
pasar la barrera hematoencefalica. Aunque el trata-
miento con CHOP produce una buena respuesta ini-
cial al estar la mayoria del tumor no protegido por la
barrera hematoencefdlica, como lo demuestra la in-
tensa captacion de contraste, los siguientes ciclos de
CHOP no consiguen erradicar los restos del linfoma.
En un estudio aleatorizado, la adicién de ciclos de
CHOP tras la radioterapia no fue superior al trata-
miento aislado con radioterapia.

2. Los farmacos mds activos para el tratamiento del
LCP en pacientes no inmunodeprimidos son el meto-
trexato a dosis minimas de 1 g/m?y el arabinésido de
citosina (Ara-C) en dosis de 3 g/m?. Los regimenes
que incluyen estos farmacos junto con radioterapia
consiguen una tasa de respuestas cercana al 80 %y
una sobrevida media de 3 afios. La dosis de metotre-
xato ideal sigue siendo un tema de debate. Es impor-
tante que la dosis consiga unos niveles suficientes de
farmaco en el parénquima cerebral y LCR durante un
tiempo suficiente. Para ello es importante administrar
la dosis en un periodo no inferior a 4 h. Aunque la do-
sis aconsejable para alcanzar unos niveles de seguri-
dad es de 3 g/m?, esquemas con dosis inferiores, pero
siempre superiores a 1 g/m?, han demostrado tasas de
respuesta similares. Este dato es importante al consi-
derar que mds del 50 % de los pacientes con LCP tie-
nen una edad superior a 60 afios y su filtrado glome-

rular puede estar alterado con el consiguiente aumen-
to de toxicidad al usar dosis muy altas de metotrexato.

Otro aspecto no resuelto es demostrar si el trata-
miento aislado con metotrexato produce unos resul-
tados similares a regimenes de poliquimioterapia. La
tendencia es usar el metotrexato en combinacién con
otros farmacos liposolubles como nitrosureas o tio-
tepa o farmacos en altas dosis para pasar la barrera
hematoencefélica como el Ara-C siguiendo el razona-
miento que el tratamiento con monoterapia es poco
probable que cure el LCP. En la actualidad no hay nin-
glin esquema de poliquimioterapia que se haya de-
mostrado superior. Se estd valorando en hacer un es-
tudio aleatorizado para comparar el tratamiento en
monoterapia con metotrexato a dosis de 8 g/m? con
un esquema de metotrexato a dosis de 3 g/m? aso-
ciado a Ara-C, lomustina (CCNU) y procarbazina (es-
quema del Memorial Sloan-Kettering Cancer Center)
sin embargo, la baja incidencia del LCP ha limitado la
puesta en practica de este estudio.

3. La adicién de quimioterapia intratecal no pare-
ce mejorar la tasa de respuestas completas ni la so-
brevida. Aunque no hay estudios comparativos. El
analisis retrospectivo de las series que han comple-
mentado el tratamiento sistémico con metotrexato
intratecal no demuestra una superioridad clara fren-
te a estudios que no usaron esta modalidad tera-
péutica. El tratamiento intratecal se ha dado a tra-
vés de un reservorio de Omaya. El tratamiento via
reservorio es mas practico para el paciente y asegura
una mejor distribucién del farmaco en el LCR, sin
embargo, la colocacién del reservorio puede ser difi-
cil en pacientes con ventriculos pequefios y no esta
exento de complicaciones sobre todo en centros con
poca experiencia en la colocacién de este reservorio.

4. En pacientes mayores de 60 afios el riesgo de
neurotoxicidad por la combinacién de metotrexato y
radioterapia es muy alto y se desaconseja el hacer
radioterapia si el linfoma esta en remisién al acabar
la radioterapia. Sin embargo, esta actitud disminuye
de forma clara el periodo libre de recaida de la en-
fermedad. En pacientes mds jévenes el tratamiento
con radioterapia probablemente es importante para
asegurar la curacién del LCP: en un estudio retros-
pectivo, los pacientes de menos de 60 afios que
recibieron tras la quimioterapia una dosis de radio-
terapia de 36 Gy tuvieron una tasa de recaidas sig-
nificativamente superior a los que recibieron 54 Gy
sin que se apreciase en este grupo de pacientes una
mayor incidencia de neurotoxicidad.
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Abstract

Primary central nervous system lymphomas (PC-
NSL) are aggressive malignancies arising in an ana-
tomical site with certain structural, biological and im-
munological characteristics and exhibit one of the
worst prognoses among non-Hodgkin lymphomas.
PCNSL constitute a group of heterogeneous malig-
nancies, and clinical characteristics and therapeutic
guidelines reported in the related literature should
not be homogeneously applied to all lymphoprolifer-
ative disorders primarily arising in the CNS. Differ-
ences among some CNS lymphomas could be due to
special characteristics of the site where the lymphoma
arises or to the particular natural history of some lym-
phoma entities. This special subgroup of PCNSL is
constituted by rare forms of a rare malignancy, which
are associated with distinct clinical courses, and, im-
portantly, may require different therapeutic ap-
proaches. Literature regarding these rare forms of PC-
NSL is mostly constituted by case reports and small
case series, and anecdotal evidence results in a rele-

vant number of management uncertainties. This pa-
per summarizes clinical and therapeutic aspects of
the most relevant uncommon forms of PCNSL.

The “common form” of primary
CNS lymphoma

Primary central nervous system lymphomas (PC-
NSL) are rare and aggressive malignancies arising with-
in and confined to the CNS. PCNSL represent 4 % of all
primary brain tumors, 4-6 % of extranodal lym-
phomas; globally, their incidence has raised in the past
2 decades, both in immunocompromised and im-
munocompetent individuals, mostly in HIV-negative
individuals over 50 years of age'. PCNSL are more
common among individuals older than 50 years, with
a slight prevalence among males; 5-15 % of PCNSL pa-
tients have a history of a previous cancer. At presenta-
tion, PCNSL patients usually display a poor perfor-
mance status, while systemic symptoms are rare
(= 2% of cases)?. Presenting symptoms consist of
non-specific motor and/or sensory focal deficit in ap-
proximately 50 % of cases; cognitive and personality
changes, headache and others signs of intracranial hy-
pertension such as nausea, vomiting and papilledema
are frequently observed®. PCNSL exhibit one of the
worst prognoses among non-Hodgkin lymphomas,
and the best treatment modality has not been yet iden-
tified. In most prospective trials, general criteria for
treatment of aggressive lymphoma have been adopt-
ed, choosing primary chemotherapy followed by ra-
diotherapy as therapeutic modality”. This strategy pro-
duced a 5-yr survival of 22-40% in comparison to the
3-26% reported with radiotherapy alone®. Systemic
high-dose methotrexate is the most effective drug,
producing a response rate of 52-100 % and a 2-yr OS
of 58-72 %, while any regimen without this drug com-
prehensively performed no better than radiotherapy
alone”. To date, the addition of other drugs at conven-
tional doses has not consistently improved outcome.
In fact, the prognosis of PCNSL remains poor with a
great number of local relapses that, after a brief
course, inevitably leads to patient death.

Actually, PCNSL constitute a group of heteroge-
neous malignancies, and the above-summarized
clinical characteristics and therapeutic guidelines
should not be homogeneously applied to all lym-
phoproliferative disorders arising in the CNS. In fact,
some CNS lymphomas display particular differences
with respect to the majority of PCNSL, which could
be due to the distinctive characteristics of the site
where the lymphoma arises or to the particular nat-
ural history of some lymphoma categories. Litera-
ture regarding these extremely rare forms of PCNSL
is mostly constituted by case reports and small case
series. This paper is an effort to review available in-
formation on clinical and therapeutic aspects of
the most relevant uncommon forms of PCNSL,
which requires a separate analysis with respect to
the “common form” of PCNSL.
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Rare lymphoma localizations in the CNS

Most PCNSL arise in the cerebral parenchyma, pre-
senting as a single lesion, badly delimited, more fre-
quently localized in the frontal lobe and periventric-
ular structures, infiltrating the corpus callosum and
the basal ganglia, and with variable perilesional ede-
ma?. Multiple brain lesions are observed in 30-40 %
of immunocompetent patients®. Lymphomas arising
in the eyes, leptomeninges and spinal cord constitute
rare forms of PCNSL, which are associated with dis-
tinctive clinical behavior and, most importantly, re-
quire peculiar therapeutic approaches.

Intraocular lymphoma

Intraocular lymphoma (IOL) is the most common
among the rare forms of PCNSL; comprehensively,
ocular involvement is observed in 5-20 % of PCNSL>*.
Even if ocular disease can be the sole expression of
lymphoma, in 80-90 % of cases, ocular involvement
is followed, after weeks or months, by the onset of
brain lesions”. IOL can also occur as an isolated re-
currence after parenchymal PCNSL. Lymphomatous
cells are able to infiltrate the vitreous humor, retina
and choroid; bilateral involvement is observed in
80 % of cases®®. Clinical characteristics of patients
with IOL are similar to those of the rest of PCNSL
(table 1); however, a more common association with
female gender, multifocal disease, systemic symp-
toms, and CSF dissemination has been reported®®.
The most common presenting symptoms are unspe-
cific visual symptoms such as floaters or campimeter

Table 1. Patients’ characteristics of |OL patients.
Comparison with other PCNSL forms

IOL Other PCNSL  p

Age

median 54 58

range 16-74  14-77 0.61
Males 68% 62% 0.58

Performance status
(ECOG criteria)

0-1 30% 34%

2-4 70% 66% 0.68
Systemic symptoms 9% 0% 0.007
Prior cancer 5% 5% 0.86
Histotype

Indolent lymphoma 0% 1%

Diffuse large B-cell ymphoma  91% 78%

Unclassified 9% 22%

T-cell immunophenotype 0% 2% 0.84
Elevated LDH serum level 50% 37% 0.34
Positive CSF cytology 33% 11% 0.009
High CSF protein concentration 43 % 68% 0.07
Multiple lesions 36% 36% 0.99

Involvement of deep structures’ 27 % 32% 0.62

“ Cases of involvement of corpus callosum and/or basal ganglia and/or
brain stem and/or cerebellum.

LDH: lactate dehydrogenase; CSF: cerebrospinal fluid. Updated from
Ferreri AIM, et al. Ann Oncol 2002°.

deficit, with a clinical suspicion of nonspecific uveitis
refractory to topical or systemic corticosteroids>'°.
The use of slit-lamp examination, indirect ophthal-
moscopy and ophthalmic ultrasonography during
lymphoma staging allows the detection of ocular dis-
ease in a 5% of asymptomatic cases'". The suspicion
of the infiltration of the vitreous humour should be
confirmed through vitrectomy, which allows cy-
tological diagnosis in most cases. Like in others
lymphomatous lesions, the treatment with steroids
before acquisition of pathological material may de-
crease the diagnostic yield of vitrectomy.

No histopathological differences between IOL and
other PCNSL exist, being large B-cell lymphoma the
most common histotype. The recognition of lym-
phoma cells by routine cytology looking at the cellu-
lar morphology, with or without immunophenotyp-
ing, generates a strong suspicion of the diagnosis'?.
Immunohistochemistry and/or flow cytometry are
needed to characterize cellular phenotype and to
confirm the diagnosis. Immunoglobulin heavy-chain
gene rearrangements analyzed using PCR techniques
is detected in nearly all of the cases, and may be
useful in confirming the monoclonal nature of the
disorder'3. Intravitreal levels of IL-10 and IL-6 are,
probably, adjuncts for B-cell IOL diagnosis'. Inter-
estingly, a role for specific infectious agents in the
pathogenesis of some cases of IOL has been recent-
ly hypothesized; DNA of Human Herpes Virus 8, Ep-
stein-Barr virus and Toxoplasma gondii has been de-
tected in 19, 10 and 13 % of cases, respectively'>.

The best treatment for IOL remains to be defined,
and the lack of a routinely assessment and definition
of therapeutic response and failure constitutes an
important pitfall in the estimation of treatment effi-
cacy. In the past, patients with symptomatic disease
were treated with radiotherapy alone, but nearly all
of the patients developed early CNS progression and
died. A few case reports and small retrospective
studies alluded to the efficacy of chemotherapy, and
anecdotal promising results using high-dose cytara-
bine, high-dose methotrexate, procarbazine, and ni-
trosoureas have been reported'®'>. The efficacy of
these cytostatics is dependent on intraocular phar-
macokinetics, which are not well understood. Pre-
liminary data’® suggest that micromolar concentra-
tions of methotrexate are achieved in the acqueous
and vitreus humors when the drug is given at dose of
8 g/m?. Nevertheless, a high rate of persistence of
ocular disease have been reported in patients treat-
ed with this strategy, which could be explained by
the fact that MTX concentration in the vitreous hu-
mor, the main site of IOL, is usually lower than those
obtained in the anterior chamber of the eyes’®.

Better disease control combining ocular irradiation
to high-dose methotrexate based chemotherapy has
been reported®. The irradiation of the posterior two
thirds of the ocular globes with a dose between 35 and
45 Gy has been recommended, and more recent ex-
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periences suggest the irradiation of the entire orbit up
to 20 Gy, followed by additional 10 Gy after shielding
the anterior chamber of the eyes. Even in the presence
of a monolateral evident disease, both eyes should be
irradiated considering the high frequency of bilateral
microscopic involvement. Ocular actinic complica-
tions of radiotherapy, including cataract, dry eyes,
punctate keratopathy, retinopathy, and optic atrophy
have been described, but their actual incidence did not
emerge because of the short follow-up of published se-
ries. Importantly, the enrolment of patients with IOL in
trials assessing the activity or efficacy of chemotherapy
as exclusive treatment should be critically discussed®.

The poor results obtained with conventional
strategies have induced investigators to search on
new therapeutic approaches. Intriguing results with
high-dose chemotherapy supported by autologous
peripheral blood stem-cell transplantation’” and in-
travitreal chemotherapy'® in patients with relapsed
or refractory |OL have been reported. Some proto-
cols using intravitreal injections of MTX, with or
without thiotepa, are currently ongoing. A weekly in-
travitreal injection of 400 wg/0.1 ml of methotrex-
ate, for 4 weeks, and once a month thereafter, has
been proposed, with encouraging results and re-
duced morbidity'®. This experimental strategy may
become a valid alternative in IOL.

Leptomeningeal lymphoma

Leptomeningeal lymphoma without a concomitant
parenchymal lesion constitutes less than 10 % of PC-
NSL2. Meningeal infiltration due to the dissemination
of lymphomatous cells through the CSF from the
subependymal tissues is a more common feature in
PCNSL™. In fact, lymphomatous cells are detected by
CSF cytology examination in 0-50 % of PCNSL?, while
autoptic series have demonstrated the presence of
meningeal dissemination in 100 % of cases. Most lep-
tomeningeal lymphomas are constituted by large
B-cells. Only a few cases of indolent lymphomas of lep-
tomeninges have been reported; such cases are mostly
represented by marginal zone B-cell lymphomas of
MALT-type (see below). A case represented, either by
morphology and immunophenotype, by a small B-cell
lymphoma has been recently diagnosed at our Institu-
tion (Ponzoni M., unpublished data). Presenting
symptoms in leptomeningeal lymphomas are variegat-
ed, depending on the involved site. Increased intracra-
nial pressure, multifocal cranial neuropathies, signs of
multilevel root involvement, lumbosacral radicu-
lopathies with radicular pain, increase of intrarachidi-
an pressure, and confusion have been reported. Neu-
roradiological features are not pathognomonic and
radiological suspicion is sometimes delayed (fig. 1);
meningioma is the main differential diagnosis®.

The alterations of CSF, even if not specific, are very
useful for diagnostic orientation. In most cases, pro-
tein concentration is increased, while glucose con-
centration is usually normal, being reduced only in

Figure 1. MRI showing leptomeningeal lymphoma of the left
parieto-temporal region infiltrating the skull and the surface of
the brain. The lesion was entirely resected because the main
clinical suspicion was meningioma. Histological diagnosis was
diffuse large B-cell lymphoma.

the case of massive meningeal infiltration. CSF cytol-
ogy examination has a fundamental value in the stag-
ing for its potential prognostic and therapeutic im-
plications. Unfortunately, it is not possible to identify
lymphomatous cells in every case and sometimes not
even in the presence of an extended meningeal infil-
tration. Immunocytochemical analysis and detec-
tion of immunoglobulin gene rearrangements by PCR
technique have been retained useful in the diagnosis
of lymphomatous meningitis when routine cytologi-
cal examination is inconclusive?'. Tumor markers,
including lactate dehydrogenase isoenzymes, B-glu-
coronidase, and 3,-microglobulin, may provide in-
direct evidence of leptomeningeal lymphoma. In
some cases with normal features in the CSF, lep-
tomeningeal biopsy is necessary for diagnosis.

With a few exceptions, leptomeningeal lymphoma
is reported to be associated with a poor survival
(median < 6 months)?>?*. Adequate treatment of
leptomeningeal lymphoma may be achieved by high-
dose systemic chemotherapy or by intrathecal che-
motherapy?*. Some authorities have suggested the
concomitant use of both systemic and intrathecal
chemotherapy in patients with positive CSF cytology
examination. Therapeutic methotrexate concentra-
tions can be achieved in CSF using intravenous dos-
es = 3 g/m?, and preliminary data suggest that sys-
temic high-dose methotrexate is able to clear CSF
from neoplastic cells?>?%. On the other hand, drug
delivery by using Ommaya’s reservoir permits a better
drug distribution in the subarachnoid space. How-
ever, the indications and efficacy of intrathecal
chemotherapy are debatable considering that its effi-
cacy has not been prospectively assessed and the re-
sults of a recent analysis of a large multicentre series
suggesting that patients with PCNSL do not benefit
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from intrathecal drug delivery?. Moreover, the theo-
retical advantage of intraventricular drug administra-
tion probably does not outweigh the additional risk
of infective complications associated with Ommaya
reservoir implantation and repeated intraventricular
injections and the increased risk of neurotoxicity and
chemical meningitis associated with this strategy?.
Radiation therapy, such as cranio-spinal irradiation,
seems to play a palliative role in leptomeningeal lym-
phomas since it destroys a considerable amount of
hemopoietic bone marrow reserve, making trouble-
some any subsequent chemotherapy.

Spinal cord lymphoma

Primary lymphomas of the spinal cord present the
greatest diagnostic difficulties among PCNSL?.
These lymphomas often arise in the upper thoracic
or lower cervical regions of the spinal cord. Present-
ing symptoms are protean, depending on the spinal
cord level involved. Patients generally complain
radicular symptoms, pain in the legs, a sensory lev-
el, and motor or bladder disturbances. Myelography
shows a spinal cord widening. MRI usually discloses
hyperintense signals on T2-weighted and homoge-
neous enhancement after administration of gadolin-
ium on T1-weighted images®’. Increased CSF protein
concentration is a common feature. Lymphomas
arising in the spinal nerves and ganglia (“neurolym-
phomatosis”), cauda equina and the sciatic nerve
are extremely rare and should be distinguished from
the neural infiltration by a systemic lymphoma. In-
tramedullary lymphoma should be considered in the
differential diagnosis of other spinal cord tumors.

Timely histological diagnosis and treatment are es-
sential to achieve recovery of neurological function,
which is strongly conditioned by pre-treatment neuro-
logical status. Prognosis of patients with spinal cord
lymphoma is very poor mainly due to delayed diagno-
sis. Similarly to other PCNSL, corticosteroids and ra-
diotherapy are associated with lymphoma regression

Figure 2. Anaplastic large T-cell ymphoma of the brain
(Hematoxylin & eosin; left side). Lymphoma cells show an
intense nuclear reactivity for ALK-1 protein (right side). This
feature is helpful in the differential diagnosis with T-cell PCNSL,
actually being critical for the definition of that particular type of
lymphoma colloquially named as “ALKoma”.

and clinical improvement. Only sparse data are avail-
able regarding the efficacy of chemotherapy in these
lymphomas. However, there is no evidence suggesting
that spinal cord lymphomas should be treated in a dif-
ferent way with respect to other PCNSL.

Rare lymphoma categories in the CNS

Most of PCNSL are diffuse large B-cell lymphomas.
Usually, lymphoma cells grow around the perivascular
spaces and invade the surrounding brain parenchy-
ma. Lymphoma cells display mature B-cell pheno-
type (i.e. CD20 positive) and exhibit a high prolifera-
tion rate (50 % of MIB1-positive cells). A reactive
perivascular T-cell infiltrate (CD3 positive) is evident
in one third of cases (Ponzoni M. Personal commu-
nication, Barcelona 2004). In contrast to AIDS pa-
tients, PCNSL of immunocompetent individuals do
not usually carry EBV-genome sequences or proteins.
Much rarer lymphoma categories may primarily arise
in the CNS: among others, some high-grade cate-
gories, such as anaplastic large cell lymphoma, T-cell
lymphomas, or intravascular lymphoma, or indolent
categories like marginal zone B-cell lymphoma of
MALT-type or immunocytoma, solitary brain plasma-
cytoma, and Hodgkin’s lymphoma.

Anaplastic large cell lymphoma

A few cases of primary CNS anaplastic large-cell
lymphoma (ALCL), mostly displaying T-cell im-
munophenotype, have been reported®. In a few cases,
primary CNS ALCL carries the characteristic t(2:5)
translocation, which is responsible for the production
of the fusion protein ALK-1, which may be detected
by immunohistochemistry (fig. 2). The parietal lobe is
the most common site of disease, although involve-
ment of more than one lobe is the rule. Meningeal in-
volvement and increased CSF protein level seem to be
more common in primary CNS ALCL with respect to
the rest of PCNSL, while the elevation of lactate dehy-
drogenase serum levels is a rather unique finding®.

Similarly to systemic ALCL, a better outcome has
been observed in young patients and ALK-1 positive
lymphomas?®. Even if statements about treatment
strategy and prognosis cannot be drawn with suffi-
cient confidence, the overall therapeutic approach
to primary CNS ALCL does not seem to differ great-
ly from the current therapy of PCNSL. Importantly,
meningeal prophylaxis with intrathecal chemothera-
py or high-dose methotrexate-based chemotherapy
appears advisable considering the common involve-
ment of meninges?.

T-cell lymphomas

One to 4% of PCNSL displays T-cell pheno-
type?3°. For unknown reasons, the incidence of
T-cell PCNSL appears to be higher in Japanese pa-
tients (8 % of cases)?’. The diagnosis of T-cell PC-
NSL can be difficult and possibly is overestimated
due to the presence of reactive perivascular T-cell in-
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filtrate, which could interfere with the interpreta-
tion of immunophenotyping. In particular, a diag-
nosis of T-cell ymphoma should be avoided in the
case of pre-bioptic administration of corticos-
teroids. Since these drugs may cause lysis of malig-
nant B-cell, only reactive T-cells are sampled, thus
mimicking either an inflammatory process or a
T-cell lymphoma®. In comparison to B-cell PCNSL,
patients with T-cell PCNSL have a younger median
age and a higher prevalence among males®?, but
these findings were not definitively established. Half
of T-cell PCNSL shows an infratentorial lesion, while
leptomeningeal involvement is comparable in B-
and T-PCNSL (42 vs. 38 %)*°. Differences from ther-
apeutic and prognostic points of view between
T-cell and B-cell PCNSL remain matter of debate;
some authorities have suggested a more favorable
course for T-cell ymphomas?®?. Therapeutic com-
parisons between these subgroups are difficult be-
cause only small and heterogeneously treated, ret-
rospective series are available.

Intravascular lymphoma

Intravascular lymphoma (IVL), formerly known as
proliferating angioendotheliomatosis, is an aggressive
and disseminated malignancy characterized by wide-
spread proliferating B- or T-cells within the lumen of
vessels, with no or minimal involvement of the ex-
travascular parenchyma. IVL affects elderly patients,
without gender prevalence, resulting in poor perfor-
mance status, B symptoms, anemia, and elevated lac-
tate dehydrogenase serum levels. CNS, other than
skin, is the most commonly involved organ in IVL di-
agnosed in Western Countries; while, in Japanese IVL
patients, CNS is usually spared®. Exclusive CNS in-
volvement is, however, an extremely rare condition;
systemic dissemination and multiorgan infiltration is
the rule®*. Clinical presentation is varied, ranging from
isolated symptoms, such as fever, pain or local symp-
toms, to diverse combinations of B symptoms and
rapidly progressing manifestations of multiorgan fail-
ure due to microvessel occlusion and infarcts. Neuro-
logical symptoms are present at diagnosis in 34 % of
IVL cases diagnosed in Western Countries, they are ex-
tremely heterogeneous, and neuroimaging confirms
CNS involvement only in half of symptomatic pa-
tients**. Histopathological hallmark is the presence of
large lymphoid cells within vessel lumina (fig. 3); con-
comitant extravascular infiltrates of neoplastic lym-
phocytes are observed in 10 % of cases**. The most
common laboratory features are: increased serum
lactate dehydrogenase (86 % of cases) and B,-mi-
croglobulin (82 %) levels, anemia (63 %), leukopenia,
thrombocytopenia, and elevated erythrosedimenta-
tion rate (43 %). Altered hepatic, renal or thyroid
functional tests are common in disseminated cases.

Comprehensively, IVL patients have usually a worse
prognosis, with a 3-year OS of 25%>*. Similarly to oth-
er aggressive lymphomas, CNS involvement represents

Figure 3. Intravascular lymphoma of the brain (Hematoxylin

& eosin). The growth of neoplastic large cells (open arrows)
occurs exclusively within blood vessel lumen (endothelial cells;
full arrows). Neoplastic lymphocytes show large nuclei with one
or more nucleoli and scant cytoplasm; 98 % of cases display a
B-cell immunophenotype.

a relevant and unfavorable feature in IVL. In spite of
some anecdotal encouraging results, most of patients
with CNS involvement treated with anthracycline-
based chemotherapy relapse and die early. More in-
tensive combinations are needed in cases of IVL with
CNS disease, and, consistent with previous reports,
drugs with higher bioavailability in the CNS, such as
methotrexate or cytarabine, should be included®.

MALT lymphoma

Low-grade marginal zone B-cell lymphoma of
MALT-type primarily involving the CNS usually arises
in leptomeninges®>~¢. This is an indolent malignancy
affecting females, and usually presenting as a single in-
tracranial lesion (Ann Arbor stage IEA). Its main dif-
ferential diagnoses are meningioma and, less fre-
quently, acute subdural hematoma®”-*%. A variety of
therapeutic options have been used to treat meningeal
MALT lymphomas, including radiotherapy, systemic
chemotherapy, and partial surgical excision. It is of
high importance to recognize this entity, and to dis-
tinguish it from other small B-cell lymphomas consid-
ering that, as their counterparts in other organs,
meningeal MALT lymphomas have favorable clinical
outcomes and excellent long-term prognosis with local
therapy alone®®3°. As reported for other extranodal
MALT lymphomas, consolidation radiotherapy seems
to be superfluous after complete surgical resection.

Lymphoplasmacytic lymphoma (immunocytoma)
Immunocytoma has been retained as the 4-13 % of
all PCNSL%. However, most of CNS immunocytoma
cases have been reported before the introduction of
the WHO classification, where MALT-lymphoma has
been formally included. It is likely that a more strin-
gent definition of immunocytoma (i.e. lymphoplas-
macytic lymphoma) may not include all the reported
cases of PCNSL with “immunocytoma” morphology,
which actually may represent examples of MALT lym-
phomas. Immunocytoma is characterized by a diffuse
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growth of small B-cells that share intermediate char-
acteristics between lymphocytes and plamacells. The
phenotype is characteristic of B-cell, but differs from
small B-cell lymphoma for its CD5 and CD23 negativ-
ity. Similarly to systemic disease, immunocytoma
shows an indolent course, but conversely to systemic
disease, CNS immunocytoma affects young women.
MRI and MR spectroscopy findings indicating the
low-grade nature of the malignancy have been report-
ed*’. In MR spectroscopy, CNS immunocytoma ex-
hibit a lesser degree of metabolite changes and no
significant change on follow-up due to its highly dif-
ferentiated nature®’. Experience with high-dose me-
thotrexate-based chemotherapy is anecdotal; lym-
phoma response to this strategy was modest*’. On
the other hand, radiation therapy seems to be associ-
ated with an acceptable disease control; while avail-
able survival data are insufficient.

Plasmacytoma

CNS involvement in multiple myeloma is a rare con-
dition*!. In half of reported cases, CNS was the sole
site of disease. Clinical presentation usually consists
of multiple neurologic symptoms, occasionally of
space occupying lesion-related symptoms, increased
intracranial pressure, optic neuropathy, and optic
nerve compression!. Determining whether an in-
tracranial plasmacytoma is solitary or not is impor-
tant from a prognostic point of view. In fact, patients
with solitary CNS plasmacytoma have more favorable
outcome in comparison to patients with systemic
myeloma involving the CNS. Intracranial plasmacy-
toma is unlikely to develop systemic multiple myelo-
ma in patients with initial negative systemic staging*.
Thus, involved field irradiation with 50 Gy has been
reported as an acceptable strategy in these patients®,
while some cases, mostly with large lesions, have ob-
tained clinical benefit from chemotherapy*?. Cases
with brain plasmacytoma associated with multiple
bone lesions should be treated like multiple myeloma,
but CNS bioavailability of used drugs should be taken
into account when therapeutic strategy is planned.

Hodgkin’s disease

Primary CNS Hodgkin’s lymphoma constitutes
1.4% of all lymphoproliferative disorders arising in the
CNS*'. Secondary involvement of the CNS by
Hodgkin’s disease is more rare (0.2-0.5% of cases). In-
tracranial Hodgkin’s disease may present as an isolat-
ed brain lesion, meningeal dissemination with infil-
tration of subdural neural tissue and/or brain
compression without direct infiltration, or as a cal-
varium lesion with meningeal and/or cerebral infiltra-
tion. Nodular sclerosis is the most frequently reported
subtype (~50% of cases), and it affects equally males
and females, with an age ranging between 50 and
85 years*®. Neuroimaging is not pathognomonic, and
biopsy is mandatory to establish the diagnosis. A lum-
bar puncture may be helpful in suggesting the diag-

nosis if Reed-Sternberg cells or eosinophilia are identi-
fied in the CSF, but these features are uncommon.
Most cases of primary CNS Hodgkin’s lymphoma
have been treated with complete surgical resection
of the tumor, which has been performed with diag-
nostic purpose. Whole-brain radiotherapy (35-45 Gy)
followed by a tumor-bed boost (5-15 Gy) has pro-
vided acceptable disease-free survival, none of the
reported patients experienced relapse after a median
follow-up of 12 months*®. The role of systemic
chemotherapy remains to be defined, while it has
been suggested the use of intrathecal chemotherapy
in patients with positive CSF cytology examination®.

Five-year view

A number of fundamental clinical and biological
challenges on PCNSL remain to be addressed?*. This
is particularly relevant in the field of therapeutic man-
agement, where several questions remain unan-
swered. A more extensive and coordinated, multidis-
ciplinary cooperation will become the main strategy
to address some of the fundamental clinical and bio-
logical research questions for PCNSL*. One of the
risks of this strategy is, however, to apply conclusions
from multicentre trials to every PCNSL case. Actually,
rare lymphoproliferative entities primarily arising in
the CNS require a special methodological approach
and should be investigated separately from the “com-
mon”, primary CNS diffuse large B-cell lymphoma.
Since these are rare forms of a rare malignancy, a ma-
jor effort to collect cases from several cancer centers
around the world appears advisable. In fact, the cre-
ation of a shared historical database that would pool
information from an adequate number of cases for
every lymphoma category represents a promising clin-
ical research strategy in this field. In addition, it is crit-
ical that investigators share archival tumor tissue,
which is especially important for frozen tissue since
thisis a rare resource in PCNSL. With these strategies,
the most interesting clinical, molecular, pathologic,
and therapeutic issues regarding rare forms of PC-
NSL will be better investigated. In the next years, in-
ternational, multidisciplinary cooperation will be the
winning strategy in the multifaceted fight against the
“common” and “rare” forms of PCNSL.
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Introduction
Mycosis fungoides (MF) is a peripheral T-cell lym-
phoma characterized by the infiltration and accumu-
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Figure 1. Unsupervised clustering of raw and normalized MF and
ID data. A) Using raw data from 8 MF patients and 6 ID patients,
group separation was not possible due to high levels of noise
coming from normal skin cells. B) Normalization of all samples
against normal skin allowed the separation of MF from ID cases.

lation of tumoral T cells in the skin (epidermal and
dermal infiltration). It is the most frequent type of cu-
taneous T cell lymphoma (CTCL), representing more
than half of all ymphomas originating in the skin. The
knowledge surrounding the aetiology and tumorigenic
mechanisms in MF is limited, and the clinical and
pathological diagnosis of MF has proved very difficult
since it bears many resemblances to common inflam-
matory dermatoses (ID) such as interface and spongi-
otic dermatitis, conditions involving infiltration and
accumulation of benign T cells in the skin. The difficul-
ties in the study of MF are further compounded by the

Table 1. 27 genes significant in separating MF from ID cases

small number of tumoral cells, which may be present
in the skin, with tumoral T-cell infiltrate often ac-
counting for only 5-10% of the total tissue cells.

cDNA microarrays are a powerful technique, which
allow the analysis of the expression of thousands of
genes simultaneously. These types of studies have rev-
olutionised the study of cancer including lymphoma
and leukaemia, allowing finer tumour classification,
prediction of treatment response, prediction of over-
all survival, analysis of drug resistance and the iden-
tification of new therapeutic targets''°. In an effort
to improve the characterization of these tumours,
molecular analysis using the CNIO OncoChip cDNA
microarray has been used for examining the expres-
sion profile of a total of 53 MF and 11 ID samples,
allowing the identification of an MF tumorigenesis
model, construction of a 6-gene MF prediction mod-
el and the identification of 2 clusters subclasses of
MF, one of which tends to include more aggressive
type MF cases including tumoral MF forms.

Results

Data normalization
The first major problem in the study of MF is the low
number of tumoural cells present in the skin, with T

Gene Symbol Unadjusted p value  Adjusted p value Function
A: Genes upregulated
in MF cases
Hs.439064 0.00002000 0.0210896 H. sapiens transcribed sequences - Unknown function
STAT4 0.00002000 0.0210896 Signal transduction, T cell differentiation/ proliferation
SYNE1 0.00004000 0.0210896 Signal transduction
CDC16 0.00004000 0.0210896 Cell cycle control
TRAF1 0.00006000 0.0210896 NF-kB activation, TNF signalling, Apoptosis Regulator
BIRC3 0.00006000 0.0210896 NF-kB transcription target, Inhibition of apoptosis
PRO0823 0.00006000 0.0210896 Hypothetical protein - similarity to FYN binding protein
ITGAX 0.00010000 0.0319539 Integrin, Cell adhesion
PRKCH 0.00014000 0.0395430 Protein Kinase C - Signal transduction/NF-kB activation
LYN 0.00016000 0.0395430 Signal transduction. Oncogene
EBI2 0.00016000 0.0395430 EBV induced, receptor signalling, immune response
FNBP1 0.00018000 0.0395430 Forming binding
RASSF2 0.00022000 0.0454873 Oncogene
WASPIP 0.00026000 0.0507712 Cytoskeleton organisation, signal transduction
LCP2 0.00031999 0.0562389 T cell signalling
HCK 0.00033999 0.0569084 Signal transduction
DEDD 0.00037999 0.0607124 Apoptosis
SELP 0.00043999 0.0644404 Selectin, cell adhesion
CDS5 0.00047999 0.0674867 T cell marker, T cell proliferation
TNFRSF5 0.00069999 0.0911278 T cell activation, apoptosis inhibitor, NF-kB activation
B: Genes downregulated
in MF cases
FJX1 0.00002000 0.0210896 Differentiation and development
BCL7A 0.00004000 0.0210896 Oncogenesis, Actin binding
WBSCR14 0.00006000 0.0210896 Role in cell differentiation and/or proliferation
BARX2 0.00018000 0.0395430 Differentiation and Development, cell adhesion
PCTAIRE2BP 0.00031999 0.0562389 Cell cycle control
ACTN1 0.00039999 0.0611292 Actinin, Cytoskeleton organisation
UBE2L3 0.00061999 0.0838176 Ubiquitination
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cell infiltrates often accounting for only 1-5% of the
total number of cells in the tissue. Therefore during
cDNA microarray analysis much of the signal comes
from normal cells in the skin, and not from the cells of
interest. In preliminary studies of 6 ID and 8 MF cases
using hierarchical clustering techniques, ID and MF
cases could not be separated (fig. TA). We attempted
to eliminate the signal coming from normal surround-
ing tissue in both sample types by normalizing each
MF and ID sample against a pool of normal non-pho-
toexposed skin samples. This technique allowed cases
to be clearly separated into 2 groups, using hierarchi-
cal clustering (fig. 1B). Therefore this method of nor-
malization against normal samples is a valid method
for enriching the data obtained from microarray data
in samples where the number of tumoral cells is low,
allowing better clustering and classification of these
tumours. For the remainder of the study this type of
normalization was used for all cases of MF and ID us-
ing a total of 6 normal skin samples for normalization.

MF signature: Genes differentially expressed
between MF and ID cases

To identify genes implicated in MF tumourigenesis,
a total of 29 MF and 11 ID samples were used. Data
from microarray studies was normalized against the
average signal from 6 normal skin samples. To identi-
fy the genes significant in distinguishing between MF
and ID cases, we used a t-statistic, and unadjusted
p-values were obtained from permutation tests. Ad-
justed p-values were obtained using Benjamini &
Hochberg’s procedure for the control of the False
Discovery Rate. Genes with unadjusted p-values
< 0.001 and adjusted p-values < 0.1 were deemed to
be significant. A total of 27 genes significant in the
separation of MF from ID samples were identified
(table T). These genes are involved in a large variety
of functions such as cell cycle control, apoptosis and
signal transduction. However the most striking find-
ing is the upregulation of many genes implicated in
activation of NF-kB and TNF signalling including
TRAF1, BIRC3 and TNFRSF5 (CD40).

MF prediction model construction
and validation by blind testing

In order to validate the 27-gene MF prediction
model, gene clustering was carried out using the
SOM algorithm, which defined a total of 6 gene
clusters. An average for each gene cluster was calcu-
lated and this average was used for validation using
discriminant analysis in the study group and blind
set of 24 low-stage MF patients, yielding a success
rate of 100% in both cases (table 2).

In order to identify a smaller subset of class pre-
dictor genes, the gene with the lowest p-value was
selected from each cluster generated by the SOM al-
gorithm. The final class prediction model of 6 genes
(table 3) was validated by discriminant analysis. This
class prediction model classifies all cases with 97.3%

Table 2. Discriminant analysis of averaged 27-gene MF
prediction model in study group of 29 MF and 11 ID
cases and in blind test group of 24 MF cases

Predicted group
membership
Class MF ID Total
Original study group
Count
MF 29 0 29
1D 0 11 11
Percentage
MF 100 0 100
ID 0 100 100
Blind set
Count
MF 24 0 24
1D 0 11 11
Percentage
MF 100 0 100
ID 0 100 100

100 % of original study group cases correctly classified; 100 % of blind set
cases correctly classified.

accuracy in the original sample set and with 97.0 %
accuracy in the blind set (table 4).

Identification of MF subgroups

In order to identify subgroups of MF patients, unsu-
pervised hierarchical clustering analysis was performed
of all 53 MF samples, and 2 main clusters of MF were
identified (fig 2). At the same time, the heterogeneity
of the MF samples was analysed in terms of clinical
(treatment responders vs. non-responders), histologi-
cal (plaque vs. tumour stage; large cell component), or
immunophenotypical (common (CD4+/CD8-) vs.
aberrant phenotype, high proliferative index vs. low
proliferative index and immunostaining for STATT,
STAT3, or CD30 antibodies) characteristics of the pa-
tients. The Fisher’s exact test was used to find signifi-
cant difference between the two clusters. Some char-
acteristics associated with more aggressive phenotypes
have a tendency to be found in cluster 2. For example,
all tumour-stage disease cases (100%, p: 0. 061),
along with cases expressing activated STAT3, an onco-
gene which has been demonstrated to play a role in
apoptosis escape in MF cell lines, are over-represented
in Cluster 2 (47 % compared to 17 %, p: 0.069). Other
characteristics associated with aggressive disease
(large cell component, high proliferative index, and
high stage disease) are more predominant in cluster
2 although these differences do not reach significance.

To identify the biological factors responsible for the
clustering observed within the MF cases, a Student’s
T-test comparing MF clusters 1 and 2, was performed.
Genes with unadjusted p-values < 0.001 and adjust-
ed p-value < 0.06 were deemed to be significant.

A total of 557 genes whose expression was signifi-
cantly different between these MF clusters were iden-
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Table 3. 6-gene MF prediction model

Gene Symbol Unadjusted p value Adjusted p value Function

FJX1 0.0000200 0.0210896 Differentiation and development

Hs.439064 0.0000200 0.0210896 H. sapiens transcribed sequences - Unknown function

STAT4 0.0000200 0.0210896 Signal transduction, T cell differentiation/ proliferation
SYNET 0.0000400 0.0210896 Signal transduction

TRAF1 0.0000600 0.0210896 NF-kB activation, TNF signalling, Apoptosis Regulator
BIRC3 0.0000600 0.0210896 NF-kB transcription target, Inhibition of apoptosis

Table 4. Discriminant analysis of 6-gene MF prediction
model in study group of 29 MF and 11 ID cases

and in blind test group of 24 MF cases for which data
was available for all 6 genes in the model

Predicted group
membership
Class MF ID Total
Original study group
Count
MF 27 0 27
ID 1 9 10
Percentage
MF 100 0 100
ID 10 90 100
Blind set
Count
MF 22 1 23
ID 0 10 10
Percentage
MF 95.7 4.3 100
ID 0 100 100

97.3 % of original study group cases correctly classified; 97.0 % of blind set
cases correctly classified..

tified. To simplify the analysis, all ESTs and hypothet-
ical genes were excluded from further analysis leaving
a total of 368 named genes implicated in the differ-
entiation of MF cluster 1 and cluster 2. Cluster 1 cas-
es, which tend to be less aggressive in terms of
STAT3 expression and disease type, show increased
expression of growth factors and interleukins, some
oncogenes and positive cell cycle regulators. Cluster
2, which tends to include the more aggressive cases,

shows upregulation of some genes implicated in
NF-kB activation in addition to upregulation of a
large number of oncogenes, positive cell cycle regula-
tors and anti-apoptotic genes. Furthermore reduced
expression of some important tumour suppressor
genes is observed compared to Cluster 1 cases.

Discussion

Activation of the NF-xB and TNF anti-apoptotic
signalling in the tumorigenesis of MF

A total of 27 genes are differentially expressed be-
tween MF and ID cases (table 1), 20 of which are up-
regulated in the MF cases while the remaining
7 genes are downregulated. Most interesting is the
upregulation of many genes directly implicated in the
regulation of TNF signalling and NF-kB activation in-
cluding BIRC3, TRAF1, LYN, HCK, TNFRSFS and
PRKCH in addition to other important genes, which
may play an indirect role in TNF signalling and NF-«kB
activation such as STAT4.

NF-kB is activated primarily through signalling by
TNF superfamily receptors and ligands such as CD40
(TNFRSFS5), which is overexpressed in MF cases. The
TRAF protein family bind to activated TNF family re-
ceptors, and subsequently induce phosphorylation
and degradation of the NF-kB inhibitor, IkB. This al-
lows NF-kB to translocate to the nucleus and acti-
vate transcription, leading to cell growth and sur-
vival. TRAF1 has been identified here as being
upregulated in MF cases.

The inhibitor of apoptosis proteins (IAP) inhibit
apoptosis including apoptosis induced through
signalling by death receptors such as FAS, TRAIL and
TNFR1. These receptors possess an intracellular

AR

O Cluster 1

1l M AR

M Cluster 2

Figure 2. Unsupervised clustering analysis of 53 MF cases revealed 2 main MF clusters. Cluster 2 tends to represent more patients with
tumor stage disease and nuclear STAT3 expression, characteristics associated with aggressive disease. A total of 368 named genes are
differentially expressed between the two clusters including growth factors, interleukins, oncogenes, positive cell cycle regulators, genes

implicated in NF-kB activation and anti-apoptotic genes.



XLVI Reunion Nacional de la AEHH y XX Congreso Nacional de la SETH. Simposios 219

death domain and induce apoptosis by recruitment
of TRADD and subsequent activation of caspase
8 through adapter proteins such as FADD''. The
IAP/BIRC family, including BIRC3, which is upregu-
lated in MF cases, inhibit cell death induced by
death receptors thus allowing NF-kB activation to
proceed. The role of BIRC3 (clAP2) has been de-
scribed in a variety of lymphomas and leukaemias
and its involvement in treatment resistance has been
previously described'? 4.

The protein kinase C family plays an important
role in some signalling pathways responsible for ac-
tivation of NF-kB particularly those involving the T
and B cell receptor complexes and those involving
cytokines such as TNF and IL1 in certain cell types.
Protein kinase C, an isoform of which is overex-
pressed in MF cases, is responsible for the degrada-
tion of IkB and activation of NF-kB>.

HCK and oncogene LYN are tyrosine kinases up-
regulated in MF cases. HCK is responsible for pro-
duction of TNF in murine cells'® and both HCK and
LYN have been implicated in TNF production in hu-
man monocytes'’. In this study, in addition to HCK
and LYN upregulation in MF cases, TNF was overex-
pressed although significance was just outside the
stringent range set here. Since apoptosis signalling
through death receptors including the TNF receptor
1 (TNFR1) is likely to be abrogated due to overex-
pression of IAPs such as BIRC3 (cIAP2), overexpres-
sion of TNF would lead to NF-kB activation through
TNF receptor 2 (TNFR2) and to a lesser extent
through TNFR1. Additionally, HCK and LYN and the
oncogene c-MYC are induced by IL2 signalling via
JAK2 and STAT4 activation. In this study STAT4 is
overexpressed in MF cases, as is the IL2 receptor
(IL2R), but with a lower significance.

In summary, MF tumorigenesis is associated with
activation of the NF-kB survival pathway through
TNFR2 and other TNF family receptors lacking a death
domain such as CD40, in addition to inhibition of the
pro-apoptotic pathways of TNFR1 and other death re-
ceptors. IL2 may also play a critical role in MF tumori-
genesis through its receptor by activating JAK2 and
STAT4 and subsequently inducing expression of onco-
genes such ¢-MYC, LYN and HCK. LYN and HCK par-
ticipate in an autocrine loop by promoting endoge-
nous TNF production and thereby auto-stimulating
TNFR1 and TNFR2 NF-kB activation pathways and
creating a feedback loop of TNF survival pathway acti-
vation. TNF apoptotic pathway silencing may be due
to overexpression of IAP family members such as
BIRC3 (clAP2) causing caspase inhibition.

MF prediction model

The prediction model using the average signal
from the clusters of all 27 genes, can correctly assign
class in 100 % of both the original MF series and the
blind set of 24 MF patients (table 2). Since some
genes, although individually significant in separating

MF from ID cases, may provide redundant informa-
tion, the 27 genes in the tumorigenesis model were
grouped using the SOM clustering algorithm, which
defined 6 clusters. Subsequently the gene with the
lowest p-value from each cluster was chosen and this
6-gene prediction model correctly classified 97.3 %
of the original series and 97.0 % of the MF blind set.
Further weight to the validation of this prediction
model is provided by the exclusive presence in the
blind set of cases with early stages of MF, whose his-
tology more closely mimics that of ID cases.

Clusters of MF cases based on gene
expression patterns

Hierarchical clustering of 53 MF samples revealed
2 main MF clusters. Some characteristics associated
with more aggressive phenotypes have a tendency to
be found in cluster 2 cases, including tumour-stage
disease and cases expressing activated STAT3.

Cluster 1 cases, which tend to be less aggressive
show increased expression of a large number of
genes including growth factors such as those of the
fibroblast growth factor family (FGFR1, FGF5), epi-
dermal growth factor family (GRB7, EGFL3, ERBB3),
platelet derived growth factor family (PDGFA), vas-
cular endothelial growth factor family (ANGPTL3)
and the transforming growth factor family (BMPS,
TAB1, TGFBR3, MADHIP, GDF1). In parallel, higher
expression of critical oncogenes such as HRAS (in
addition to RAB1, RAB14, RABL2B, TIM) and inter-
leukins (IL15RA, IL7, ILTRAPL1, IL11) is observed ac-
companied by upregulation of positive cell cycle reg-
ulators such as cyclin AT (CCNAT), cyclin dependent
kinase family genes (CDKL2, CDKL3) and cell divi-
sion cycle genes (CDC27, CDC20). Overexpression of
a limited number of genes implicated in the NF-«kB
pathway is also observed in cluster 1 cases, including
BIRC4 (XIAP) and receptors and ligands such as TN-
FRSF11A (RANK) and TNFSF4 (OX40L).

Cluster 2, which tends to include the more aggres-
sive cases, shows upregulation of some genes impli-
cated in NF-kB activation including BIRC2 (¢c-IAP1)
and TNFRSF12 (APO3L/ TWEAK receptor). Parallel to
upregulation of NF-kB activation genes, upregulation
of oncogenes such as MYC, FOS, VAV3, WNT and
PIM1 is observed, accompanied by upregulation of
positive cell cycle regulators such as cyclin D2 and in-
terleukin receptors such as /L2RB. Other oncogenes
such as FYN, STAT3, PIM2 and MYCN (nMYC) are also
expressed at a higher level in cluster 2 cases but with
lower significance. The overexpression of STAT3 in
cluster 2 cases lends support to the observation that
activated STAT3 protein is a feature more common in
cluster 2 cases. Interestingly oncogenes FOS, MYC and
FYN and IL2RB play an important role in NF-kB acti-
vation'". Furthermore cyclin D2 (CCND2) is a tran-
scriptional target of NF-kB, underlining the potential
importance of NF-kB activity in this cluster of cases.
Finally cluster 2 cases show lower expression of a num-
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ber of genes with tumour suppressing properties as
compared to cluster 1 cases. These include HICT,
LGI1, DLEUT, ST14, MSH5 and PTEN, whose alter-
ation has been described in lymphoid malignancies'®.

Taken together these results suggest that while
NF-kB activation may be a common event in the tu-
morigenesis of MF, the two MF cases clusters identified
show different characteristics in terms both of NF-kB
activation and expression of oncogenes, growth fac-
tors, interleukins and cell cycle control genes. Cluster
1 cases tend to be less aggressive and these cases are
more dependent on overexpression of growth factors,
interleukins and positive cell cycle regulators and onco-
gene HRAS for their growth. Notwithstanding, these
cases also show overexpression of some important
NF-kB pathway genes such as BIRC4, TNFRSF11A and
TNFSF4 and TNFRSF17 and TNFSF9 with lower signifi-
cance. Cluster 2 cases tend to exhibit a more aggressive
phenotype and show overexpression of a large number
of genes associated with NF-kB activation including
BIRC2 (cIAP1) and TNFRSF12 (APO3L) and NFKB2,
BIRCT (NAIP), BIRC6, TNFSF10 (TRAIL) and TNFSF13
(APRIL) with lower significance. Additionally a large
number of potent oncogenes are upregulated some of
which also play a role in NF-kB activation while tu-
mour suppressor genes are downregulated as com-
pared to cluster 1 cases. Overall a stronger NF-kB acti-
vation or distinct mechanisms of NF-kB activation in
combination with strong oncogenic pathway activa-
tion may help explain the tendency for cluster 2 cases
to show a more aggressive phenotype.

Conclusions

MF tumorigenesis combines endogenous TNF
production and NF-kB activation

Microarray analysis revealed 27 genes whose ex-
pression is significantly different between MF and
non-tumoural ID cases. MF tumorigenesis is associ-
ated with NF-kB activation through TNFR2 and oth-
er TNF family receptors such as CD40 and LTB, in
addition to inhibition of the pro-apoptotic path-
ways of TNFR1 and other death receptors. [L2 may
also play a critical role in MF tumorigenesis by in-
ducing expression of oncogenes such c-MYC, LYN
and HCK. LYN and HCK participate in an autocrine
loop by promoting endogenous TNF production
and thereby auto-stimulating TNFR1 and TNFR2
NF-kB activation pathways and creating a feedback
loop of TNF survival pathway activation.

A 6-gene MF prediction predicts MF diagnosis
with unprecedented accuracy

A 6-gene prediction model constructed provides
an unprecedented accuracy in diagnostic prediction,
correctly classifying 97.3 % of the original series and
97.0% of the MF blind set. Further weight to the val-
idation of this prediction model is provided by the
exclusive presence in the blind set of cases with early

stages of MF, whose histology more closely mimics
that of ID cases.

MF consists of two cases clusters, one of which is
characterised by a more aggressive phenotype
Hierarchical clustering of 53 MF samples revealed
2 main MF clusters. Cluster 1 cases tend to be less
aggressive and these cases are more dependent on
overexpression of growth factors, interleukins and
positive cell cycle regulators and oncogene HRAS for
their growth. Cluster 2 cases tend to exhibit a more
aggressive phenotype and show overexpression of a
large number of genes associated with NF-kB activa-
tion. Additionally a large number of potent onco-
genes are upregulated some of which also play a role
in NF-kB activation while tumour suppressor genes
are downregulated as compared to cluster 1 cases.
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TROMBOEMBOLISMO VENOSO
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Resumen del simposio

El tromboembolismo venoso es una enfermedad a la vez grave, frecuente y prevenible. En los dltimos
afios hemos asistido a grandes avances en el conocimiento de fisiopatologia, la epidemiologia, el diagnésti-
co, el tratamiento y la prevencién de esta enfermedad. Sin embargo, no son pocos atin los interrogantes que
nos plantea la préctica clinica diaria en cuanto al tratamiento de estos pacientes.

Uno de los aspectos que mas polémica ha levantado en los dltimos afios consiste en definir en qué pa-
cientes con trombosis venosa y/o embolia pulmonar conviene realizar estudios biolégicos encaminados a
detectar la posible presencia de defectos congénitos o adquiridos que supongan una tendencia a la trom-
bofilia. Y no solamente en qué pacientes estaria indicado, sino también en qué momento de la evoluciény
qué baterfa de pruebas deberian realizarse. Una vez contestados estos puntos queda atin el tema de a qué
pacientes conviene alargar la duracién del tratamiento anticoagulante, basdndose precisamente a la pre-
sencia o no de algun defecto trombofilico.

Para discutir estos temas disponemos de la doctora Amparo Vayd, de la Unidad de Trombosis y Hemos-
tasia del Hospital Universitario La Fe, de Valencia, y del doctor Ramén Lecumberri, del servicio de Hemato-
logfa de la Clinica Universitaria de Pamplona. La primera centrard su presentacién en sus estudios de trom-
bofilia en los pacientes con trombosis venosa de extremidad superior, mientras que Ramén nos hablara de
la trombofilia en los pacientes del Registro Informatizado de pacientes con Enfermedad TromboEmbélica
(RIETE), a partir de una base de datos con mds de 8.000 pacientes.

Esta misma base de datos sirve de soporte para tratar un nuevo tema: el de la utilidad de la determinacién
de los niveles de dimero-D en el diagndstico y en el seguimiento de los pacientes con tromboembolismo ve-
noso. El doctor Enric Grau, del Servicio de Hematologfa del hospital Lluis Alcanyis nos presentard los datos
del estudio que ha realizado a partir de la base de datos de RIETE sobre la distinta especificidad de los di-
versos reactivos del dimero-D en el diagnéstico de la enfermedad, de su relacién con la extensién o gravedad
de la enfermedad, pero también de su relacién con el pronéstico clinico de los pacientes.

Por ultimo, el doctor Fernando Martinez Brotons, del Servicio de Hematologfa del hospital de Bellvitge, en
Barcelona, nos presentard la situacién actual sobre en qué pacientes conviene alargar la duracién del trata-
miento anticoagulante, durante cuanto tiempo, con qué farmacos y por qué motivos.
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Unidad de Trombosis y Hemostasia. Departamento
de Biopatologia Clinica. Hospital Universitario La Fe. Valencia.

Introduccién

La trombosis venosa profunda de miembros supe-
riores (TVPMS) es una entidad clinica poco estudia-
da, aunque es responsable del 4% de todos los casos
de trombosis venosa profunda’. Descrita separada-
mente por Paget? y Schroetter® a finales de 1800, ha
presentado una incidencia creciente durante las dos
dltimas décadas. Este incremento puede atribuirse a
que los profesionales médicos conocen mejor dicha
entidad clinica, a los mejores métodos de deteccién y
al incremento en el uso de catéteres centrales*®. De
todas formas, la verdadera incidencia de la enferme-
dad podria ser mayor, ya que frecuentemente es asin-
tomatica. Se ha descrito una prevalencia de 2 casos
por cada 1.000 admisiones hospitalarias®.

De la misma forma que en las trombosis venosas
profundas de miembros inferiores, las TVPMS consti-
tuyen una patologia trombdtica importante debido a
su morbimortalidad’. Aunque inicialmente se crefa
que la gran mayoria eran benignas, estudios recientes
han demostrado que pueden asociarse a un mayor
ndmero de tromboembolismos pulmonares de los
que previamente se pensaba®'?. En la actualidad exis-
ten diversos aspectos no bien aclarados en esta pato-
logia trombdtica, tales como el riesgo de desarrollar
un sindrome posflebitico, el tiempo éptimo de anti-
coagulacién, la conveniencia de profilaxis primaria en
grupos de alto riesgo, asi como el papel que los de-
fectos trombofilicos hereditarios y/o adquiridos pue-
den desempenar en la patogenia de la misma.

Respecto a los mecanismos patogénicos de la
TVPMS, algunas consideraciones mecénicas deben
ser tenidas en cuenta. En este sentido, varios facto-
res explicarian el menor riesgo de trombosis venosa
en las venas de las extremidades superiores respecto
al sistema venoso iliofemoral de los miembros infe-
riores. En efecto, en pacientes con patologia mé-
dica encamados, los brazos estdn generalmente
menos inmovilizados que las piernas, por lo que las
venas de los brazos sufren menor estrés gravitacional
y por tanto menor estasis venosa. Adicionalmente,
las fuerzas de cizallamiento sanguineo son mayores
en las venas de los miembros superiores, a la vez que
carecen o poseen escasas vdlvulas venosas, que co-
mo es conocido representan dreas de maxima esta-
sis. Por tanto, y debido a estos hechos, en el siste-
ma venoso profundo de los miembros superiores, la
acumulacién de factores activados de la coagula-
cién y consecuentemente los depésitos de fibrina,
son menos proclives a producirse'’.

TVPMS primarias

Clasicamente, las TVPMS se clasifican en dos ti-
pos: primarias y secundarias. Las primarias suelen
presentarse en pacientes jovenes y sanos, siendo res-
ponsables aproximadamente del 20 % de todos los
casos de TVPMS'2) con una incidencia de 2 por
100.000 personas/afio. Las TVPMS primarias pue-
den ser idiopaticas o relacionadas con el esfuerzo.

TVPMS relacionadas con el esfuerzo

Se denominan como sindrome de Paget-Schroet-
ter, afectan fundamentalmente a varones jévenes ac-
tivos, que realizan ejercicios vigorosos de sobrecarga
del cuello y de los musculos del brazo (tenis, remo,
béisbol, etc.), que potencian la musculatura de los
escalenos anteriores, pudiendo por tanto comprimir
a la vena subclavia al atravesar el estrecho espacio
entre los componentes esqueléticos y musculares,
afectando a la extremidad dominante en el 70 % de
los casos™'. La compresién venosa puede también
ser debida a anomalfas anatémicas, que afectan al
estrecho toracico'®. En cualquier caso, los esfuerzos
vigorosos o de sobrecarga del miembro superior,
por una practica deportiva inusual, pueden producir
TVPMS en individuos sin anomalias anatémicas ni
factores predisponentes.

El hecho de incluir la trombosis de esfuerzo dentro
de las primarias, como lo hacen la mayoria de los
trabajos, supone a nuestro juicio una incorrecta cla-
sificacion, lo que puede generar confusiones cuando
se valora la prevalencia de defectos trombofilicos en
TVPMS, ya que esta es una causa de trombosis bien
establecida y frecuente para esta localizacién trom-
bética.

TVPMS idiopdticas

Son aquellas que no se asocian a factores desen-
cadenantes, ni enfermedad de base subyacente. Sin
embargo, llama la atencién que algunos autores'®
consideran idiopdticas aquellas trombosis relaciona-
das con anticonceptivos, embarazos o fertilizacién in
vitro, que son conocidos factores de riesgo trombé-
tico, por lo que no deberian clasificarse como idio-
pdticas para evitar confusiones. En una cuarta parte
de los pacientes'’, las trombosis venosas idiopdticas
pueden ser la primera manifestacién de una neopla-
sia oculta, diagnosticindose cdncer de pulmén o lin-
fomas dentro del primer afio de seguimiento del pa-
ciente tras el episodio trombético agudo.

La prevalencia de estados de hipercoagulabilidad
en pacientes con TVPMS es incierta, ya que los es-
tudios observacionales aportan resultados dispa-
res. Por tanto, el deteccién de defectos trombofilicos
en pacientes con dicha localizacién trombética es
controvertido, por lo que algunos autores estiman
que su determinacién no es coste-efectiva'®. Dentro
de las trombosis idiopdticas, aquellos pacientes con
historia familiar de trombosis, recurrencia de abor-
tos inexplicables o antecedentes personales de trom-
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bosis venosa, son los mds proclives a presentar alte-
raciones trombofilicas, lo que justificaria que ciertos
autores'® aconsejen llevar a cabo los estudios de
trombofilia sélo en estos casos especiales, o deter-
minar sélo los factores trombofilicos méds comunes,
es decir, el factor V Leiden, la mutacién G20210A de
la protrombina, hiperhomocisteinemia y anticuer-
pos antifosfolipidos.

TVPMS secundarias

Las TVPMS secundarias constituyen aproximada-
mente el 80 % de todas las TVPMS asocidndose
principalmente a la presencia de catéteres centrales,
neoplasias, cirugfa previa, infeccién, marcapasos, in-
suficiencia renal, traumatismos, insuficiencia cardia-
ca, embarazo, anticonceptivos, enfermedad hepati-
ca, abuso de drogas, antecedentes de trombosis y
drogas antineoplasicas®”-2%2'. Suelen presentarse
en pacientes mayores, con algtn tipo de patologia
subyacente y no tienen predileccién por ninguna ex-
tremidad.

Respecto a las TVPMS relacionadas con catéte-
res, éstas pueden estar presentes en el 72 % de los
pacientes a los que se les coloca una via central®’,
siendo diversos los factores relacionados con el ca-
téter que pueden influir en la formacién del trom-
bo?%2°, tales como la circunferencia, el tamafio, el
tiempo de permanencia, el tipo, asi como las carac-
teristicas de la infusién liberada a través del catéter.
Las TVPMS debidas a catéteres centrales son cada
vez mas prevalentes, ya que éstos se utilizan cada vez
mds en la préctica clinica habitual'®. Se estima que
entre el 13-35% de pacientes que llevan catéter de-
sarrollan trombosis venosa axilosubclavia, conside-
randose que la cateterizacién es responsable del
39% de las trombosis venosas localizadas en la vena
subclavia?®. Un estudio publicado recientemente?’
muestra que la asociacién de factor V Leiden o la
mutacién G20210A de la protrombina, en pacientes
con catéter, contribuye al desarrollo de trombosis,
incrementando el riesgo casi tres veces.

En pacientes con cancer, puede existir un estado
de hipercoagulabilidad debido a alteraciones en los
factores de la coagulacién, a una moderada coagula-
cién intravascular diseminada mediada por las células
tumorales, o por estasis, debido a la compresién del
tumor. Estos factores, solos o combinados con caté-
teres centrales, utilizados para administrar quimiote-
rapia parenteral, predisponen a pacientes con cancer
al desarrollo de trombosis?. Recientemente, Fijnheer
et al®® observan que el 54% de pacientes portadores
de factor V Leiden frente al 9% de no portadores de-
sarrollan trombosis de la subclavia tras colocacién de
catéter para trasplante de médula 6sea alogénico, lo
que supone un riesgo siete veces mayor, aconsejando
llevar a cabo estudios genéticos en estos pacientes.
Igualmente, en dos trabajos publicados en 2004 en
pacientes con linfomas®® y cdncer de mama®' con ca-
téteres centrales, se aconseja igualmente determinar

las mutaciones trombofilicas mas comunes, es decir,
factor V Leiden, mutacién G20210A de la protrom-
bina y MTHFR (5-metil-tetrahidrofolato-homocistei-
na-S-metiltransferasa), dado el incremento del riesgo
de trombosis en los portadores. En general, se obser-
va una mayor incidencia de trombosis de la subclavia
en pacientes con cancer que llevan catéter, respecto
a pacientes sin cdncer que también llevan catéter en la
misma localizacién®?. Las TVPMS espontaneas en pa-
cientes con cancer son infrecuentes en ausencia de ca-
téteres venosos centrales, radioterapia o compresién
extrinseca tumoral®s.

La obesidad constituye un factor de riesgo inde-
pendiente para la trombosis de miembros inferiores,
y aunque los mecanismos protrombéticos en pa-
cientes obesos no estdn totalmente establecidos,
un aumento de fibrinégeno, triglicéridos, inhibidor
del activador del plasminégeno tipo 1 (PAI-1), fac-
tor VIl y resistencia a la proteina C activada (PCA)
circulante, podrfan estar implicados en su patoge-
nia***. Igualmente, la hiperlipidemia constituye un
factor de riesgo independiente para la trombosis ve-
nosa profunda idiopatica de miembros inferiores,
incrementando casi tres veces el riesgo®. Llama la
atencién que estos factores no hayan sido conside-
rados en pacientes con TVPMS, por lo que conven-
dria evaluarlos en futuros estudios.

El papel que desempefian los anticonceptivos ora-
les en la patogenia de la TVPMS no ha sido comple-
tamente evaluado en los diversos trabajos. Asf, la pre-
valencia oscila entre 4 a 33 % cuando se considera el
numero total de pacientes incluidos en el estudio, in-
crementdndose esta cifra a 47 % cuando se refiere
sé6lo a las mujeres. Adicionalmente, estos porcenata-
jes no se han calculado considerando el niimero de
mujeres fértiles, excepto en el publicado por nuestro
grupo®, donde 13 de 25 mujeres fértiles en el grupo
de trombosis primarias y 1 de 12 mujeres fértiles en
el egrupo de trombosis secundarias tomaban anti-
conceptivos, es decir, el 52 y el 8,3 % respectivamente,
siendo el porcentaje de 38 % si se condideran ambos
grupos conjuntamente. En ninguno de los trabajos
publicados, se especifica si los anticonceptivos eran
de segunda o tercera generacién, ni tampoco el tiem-
po transcurrido desde el inicio de la toma de los mis-
mos hasta el evento trombético.

La prevalencia de otros factores circunstanciales
de riesgo trombdtico en TVPMS tales como embara-
zo, puerperio, traumatismos, marcapasos, insufi-
ciencia cardfaca, cirugfa o infeccién, es menor.

Gran parte de los estudios llevados a cabo en pa-
cientes con TVPMS relacionados con catéter, neo-
plasia o estrecho tordcico, carecen de un estudio si-
multdneo de hipercoagulabilidad sanguinea, ya que
la mayor parte de autores asumen que estas causas
tienen por si mismas suficiente “potencial protrom-
bético” como para no precisar de estados de hiper-
coagulabilidad adicionales, que potencien el de-
sarrollo de eventos trombdticos.
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Tabla 1. Prevalencia de factores de riesgo circunstanciales y criterios de exclusién en pacientes con trombosis venosa

profunda de miembros superiores

TVPMS TVPMS Factores de riego
Factores de Clasificacion circunstanciales
Autor/afio Diserio estudio ~ Pacientes  Grupo control riesgo excluidos segiin los autores n(%)
Ruggeri et al*'  Descriptivo 27  No Catéter 9idiopaticas  Esfuerzo 10 (37,0)
1997 Céncer 3(11,1)
Marcapasos 1(3,7)
18 secundarias  Estrecho torécico 1(3,7)
Trauma 3(11,1)
AO NR
Total 18 (66,6)
Prandoni etal*® Descriptivo 27 31TVPMS Ninguno - Esfuerzo 3(11,1)
1997 No confirmadas Céncer 6(22,2)
AO 1(12,5)
Catéter 8(28,6)
Total 18 (66,6)
Martinelli et al’® Caso control 36 108 sanos Céncer Primarias Esfuerzo 6(16,6)
1997 162 TVPMI Trauma Trauma 3(8,3)
E. autoinmune Cirugfa 1(2,7)
Abuso drogas AO 4(11,1)
Catéter Total 14 (38,8)
E. renal/hepdtica
ICC
Marie et al®8 Descriptivo 49 No Ninguno Primarias Esfuerzo 5(10,2)
1998 Secundarias Cancer 16 (32,7)
Catéter 8(16,3)
Estrecho tordcico 6 (12,3)
Trauma 2(4,1)
ICC 2(4,1)
Posparto 1(2,0)
AO 1(2,0)
Total 41 (83,7)
Hingorani et al*” Descriptivo 52 No E. hepdtica - Catéter 25 (48,0)
2000 Quimioterapia Céncer 14 (26,9)
Marcapasos 4(7,7)
TVPMI 7(13,4)
AO NR
Total 50 (96,1)
Ellis et al*? Descriptivo 18 20 TVPMI Catéter Espontdneas Esfuerzo 2(11,1)
2000 Trauma Céancer 1(5,5)
Estrecho toracico Embarazo 4(22,2)
AO 4(22,2)
Total 11(61,0)
Heron et al'® Descriptivo 51 No E. renal/hepatica 20 esfuerzo AO 3/51(5,9)
2000 Catéter 3/20(15,0)
Trauma
Céncer FIV 1/51(1,9)
Marcapasos 1/31(3,2)
Abuso drogas 31 idiopdticas  Embarazo +FIV 3/51(5,9)
3/31(9,7)
AO 11/25 (44,0)
Total 18 (35,3)
Leebecketal®*  Descriptivo 41 No Ninguno 10 espontdneas Esfuerzo 4(9,8)
2001 (idiopdticas) Catéter + cdncer 17 (41,4)
31 secundarias  Cdncer 4(9,75)
Trauma 1(2,4)
AO 4/18 (22,2)
Total 30(73,1)

(continiia)
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Tabla 1. Prevalencia de factores de riesgo circunstanciales y criterios de exclusién en pacientes con trombosis venosa

profunda de miembros superiores (continuacion)

TVPMS TVPMS Factores de riego
Factores de Clasificacion circunstanciales
Autor/afio Disefio estudio ~ Pacientes  Grupo control riesgo excluidos segiin los autores n(%)
Bombeli et al*®  Caso control 99 120 sanos Ninguno - Esfuerzo 8(8,0)
2002 292 TVMI Céncer 7(7,0)
Catéter 35(35,0)
Cirugfa 25(25,0)
Inmovilizacién 2(2,0)
Trauma 4(4,0)
Escayola 1(1,0)
Embarazo 1(1,0)
AO 14/59 (3,7)
Total 97 (98,9)
Vayd et al*® Caso control 79 165 sanos Céncer 48 primarias Esfuerzo 8/79 (10,1)
2003 Infecciones 8/48 (16,6)
E. autoinmune AO 13/28 (46,4)
E. renal/hepdtica
Abuso de drogas
31 secundarias  Catéter 23/79 (29,1)
23/31(74,2)
Trauma 3/79(3,8)
3/31(9,7)
Estrecho toracico 3/79 (3,8)
3/31(9,7)
Marcapasos 2/79 (2,5)
2/31(6,4)
AO 1/16 (6,2)
Total 53 (67,0)

AQ: anticonceptivos orales % calculado en relacion con el nimero total de mujeres incluidas en el estudio; TVPMI: trombosis venosa profunda de miembros
inferiores; NR: no referido; ICC: insuficiencia cardiaca congestiva; FIV: fertilizacién in vitro.

Dado que nuestro principal interés va encaminado a
conocer las causas de riesgo trombético en TVPMS,
hemos analizado en las tablas 1y 2, aquellos traba-
jos donde se valoran simultdneamente, tanto los
factores clinicos circunstanciales, como los defec-
tos analiticos trombofilicos, para asi poder conocer
mejor la contribucién de ambos en la patogenia de
los eventos trombdticos en dicha localizacién. En es-
tos trabajos, la prevalencia de esfuerzo como factor
de riesgo de TVPMS ha oscilado entre un 8 a un
37%. En ellos, solamente el de Heron et al'® especi-
fican minuciosamente el tipo de esfuerzo (ocupa-
cional, actividades fisicas deportivas habituales y
actividades fisicas vigorosas inusuales). En algunas
ocasiones, como este autor sugiere, este factor de
riesgo puede ser infravalorado, como ocurre cuando
se trata de esfuerzos fisicos vigorosos ocasionales,
siendo conveniente efectuar una minuciosa historia
clinica con relacién a posibles esfuerzos inusuales en
la semana previa al inicio del cuadro trombético. La
prevalencia de catéteres oscila entre 16-48 %34,
cuando se incluyen los pacientes con céncer. En
nuestra experiencia®®, cuando consideramos sélo las
trombosis secundarias (siendo el cadncer un criterio
de exclusién), el porcentaje de catéteres llega a ser

incluso del 74%, coincidiendo con Martinelli et al'’,
en que el catéter es el factor de riesgo mas prevalen-
te en las TVPMS. La prevalencia de cancer como fac-
tor de riesgo de TVPMS oscila entre un 5,5y 32%, si
bien en la mayoria de los estudios no se especifica
si los pacientes con cancer llevan adicionalmente ca-
téter’” 42, Sélo el estudio de Leebeck et al®*® valora el
cancer como un factor de riesgo aislado o en combi-
nacién con catéteres venosos centrales, siendo la
prevalencia de 10 o 41 %, respectivamente, lo que
reafirmaria que el cancer aislado no es un factor de
riesgo muy comdin en ausencia de catéteres venosos
centrales.

En conclusién, observamos que la mayor parte de
TVPMS se asocian a factores de riesgo circunstan-
ciales, siendo los catéteres el factor de riesgo més
prevalente. En aquellos estudios en que la presencia
de catéter es un criterio de exclusion'®'84142 se de-
tectan factores circunstanciales de riesgo en el 35-67 %
de los pacientes. Cuando sélo se considera el can-
cer como criterio de exclusién, pero no el catéter, los
factores de riesgo circunstanciales estan presentes
en el 67% de los pacientes®. Cuando no existen cri-
terios de exclusién, la prevalencia de factores cir-
cunstanciales desencadenantes aumenta, oscilando
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su prevalencia entre un 66 a 99 %5840 Este dato
demuestra que las TVPMS idiopaticas son extrema-
damente raras, y que en gran parte los factores de
riesgo circunstanciales coinciden con los de las
trombosis de miembros inferiores, menos las rela-
cionadas con el esfuerzo, que constituyen un factor
de riesgo protrombdtico patognoménico para esta
localizacién trombdtica.

Factores analiticos de hipercoagulabilidad
en TVPMS

La asociacién entre hipercoagulabilidad sangui-
nea y trombosis venosa profunda de miembros infe-
riores ha sido ampliamente estudiada, siendo la pre-
valencia de defectos trombofilicos hereditarios o
adquiridos aproximadamente de un 30 % en pacien-
tes no seleccionados****, mientras que son escasos
los estudios que valoran la prevalencia de alteracio-
nes trombofilicas hereditarias y adquiridas, asf
como el riesgo asociado en TVPMS.

En la revisién de los trabajos que valoran la pre-
valencia de defectos trombofilicos en TVPMS, re-
cogidos en la tabla 2, destaca la alta variabilidad de
la misma, siendo del 2241 %, 2636%, 15'8%, 193¢ %,
58%%, 6142%, 15% y 42 %, segln se trate de trom-
bosis relacionada con esfuerzo o idiopéaticas'®;
3239%, 34°% y 21 % en trombosis primarias y del
26 % en trombosis secundarias®®. Esta disparidad
de resultados puede atribuirse a los distintos crite-
rios de inclusién de los pacientes, ya que Leebeck
et al*” incluyen un alto nimero de éstos con cancer
y quimioterapia, donde como es sabido, el porcen-
taje de anticuerpos anticardiolipina (AAC) es muy
elevado®>*®. Otro motivo que justifica la disparidad
de resultados es la clasificacién de los pacientes, ya
que la prevalencia de defectos puede variar segtin se
trate de trombosis primaria-secundaria®®, esfuerzo-
idiopdtica'® o se las considere conjuntamente. El
hecho de que en los distintos estudios las pruebas
de hipercoagulabilidad de laboratorio efectuadas
no coincidan, puede ser también motivo de las dis-
crepancias, ya que por ejemplo, Martinelli et al'®
consideran la hiperhomocisteinemia como factor
de riesgo de hipercoagulabilidad adquirido, para-
metro que no es determinado en ninguno de los de-
mas estudios. A la vez, no a todos los pacientes se
les determinan todos los pardmetros trombofilicos.
Asi, la proteina Cy la proteina S sélo la determinan
en 21 de 49%, en 29 de 52%” y en 31 de 41 casos™.
Adicionalmente, la mayor parte de los estudios in-
cluyen un escaso niimero de pacientes, ya que se
trata de una localizacién trombdtica inusual, a la
vez que se trata de estudios descriptivos que care-
cen en su mayor parte de un grupo control, con lo
que dada la distinta prevalencia de factor V Leiden y
de la mutacién G20210A de la protrombina en las
distintas 4reas geogréficas europeas®’ no permite
calcular el riesgo. El momento en el que se realiza el
estudio (tiempo transcurrido desde el episodio

trombdtico) conlleva a que los resultados de algtin
estudio®” sean cuestionables. Otro factor a tener
en cuenta es qué titulos de AAC se han considera-
do para incluir a un paciente como positivo, ya que
como es sabido, sélo titulos elevados y que persis-
ten en el tiempo deben considerarse positivos.

La prevalencia de defectos en los inhibidores fi-
sioldgicos de la coagulacién en TVPMS es baja®*,
habiendo algunos estudios donde no se ha encon-
trado ningun portador de dichas anomalfas'®3%42,
El porcentaje sorprendentemente elevado de defi-
ciencias de proteina C en el estudio de Prandoni et
al*®y de protefna S, en el grupo de idiopaticas de
Heron'é, podria ser un problema del azar, dado el
escaso ntimero de pacientes incluidos en el estudio.
Igualmente, Hingorani et al*’, que observan una pre-
valencia de déficit de antitrombina del 27 %, proba-
blemente se deba a que el estudio se hizo en fase
aguda y algunos pacientes estaban siendo tratados
con heparina, por lo que este dato es poco fiable.

Respecto al factor V Leiden, en la mayoria de los
estudios europeos'®3%3#1 sy prevalencia oscila en-
tre 3,7-8,3 %, siendo similar a la observada en la
poblacién normal. Heron et al’® encuentran una
prevalencia del 15% (4 de 27 pacientes) cuando
consideran sdlo las trombosis idiopdticas, aunque
este dato es poco valorable, ya que no determina la
prevalencia de dicha mutacién en un grupo control.
En el trabajo de Bombelli et al*°, donde se valoran
los defectos trombofilicos no sélo en miembro su-
perior, sino en diversas localizaciones trombéticas,
la prevalencia de factor V Leiden es de 25,3 % frente
a 6,7 % en controles, valores similares a los hallados
en trombosis de miembros inferiores, 27 %. Es im-
portante destacar que algunos autores** no han de-
terminado la mutacién genética, sino la resistencia
a la PCA. Asf, en este estudio, 4 de las 18 pacientes
estaban embarazadas y 4 tomaban anticoncepti-
vos, lo que puede justificar la presencia de dicha re-
sistencia en el 50 % de los pacientes. Una situacién
similar podria ocurrir en los pacientes del trabajo de
Prandoni et al*® que tampoco valora esta mutacién
genética.

Respecto a la mutacién G20210A de la protrom-
bina, conviene destacar que no se ha determinado
en la mayorfa de los estudios'®3638:4142 " existiendo
s6lo 4 con informacién al respecto'®333%4° | os estu-
dios de Heron et al’® y Leebeck et al*’ no detectan
ninglin portador, si bien carecen de grupo control.
Igualmente Bombelli et al en Suiza®® tampoco obser-
van una mayor prevalencia de dicha mutacién res-
pecto al grupo control, aunque sélo la determinan
en 55 de los 99 pacientes incluidos en el estudio.
Dado que en el norte de Europa la prevalencia de
dicha mutacién es menor que en el sur?, esta dife-
rente distribucién geografica podria en parte explicar
los resultados. Asf pues, en el estudio de Vaya et al®
efectuado en el mediterraneo espafiol, se observa
una mayor prevalencia de dicha mutacién, ya que
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6 de 48 (12,5%) TVPMS primarias frente a 6 de
165 controles, eran portadores, acompafidndose de
un riesgo 3,8 veces superior (p = 0,031; odds ratio
[OR], 3,76; intervalo de confianza del 95% [IC
95%], 1,15-12,26). En este sentido, es un hecho bien
conocido que la mutacién G20210A de la protrom-
bina es el factor hereditario trombofilico mas preva-
lente en la poblacién sana espafola y en pacientes
con trombosis*®*°. En el mencionado estudio, la in-
teraccién de la mutacién G20210A de la protrom-
bina y los anticonceptivos aumentaban marcada-
mente el riesgo, indicando un efecto sinérgico como
ocurre en otras localizaciones trombéticas*".

Respecto a las alteraciones adquiridas de la coa-
gulacién determinantes de hipercoagulabilidad en
TVPMS, en la mayor parte de los estudios se ha en-
contrado una alta prevalencia de AAC y/o lupus an-
ticoagulante, siendo los mds altos en orden crecien-
te el de Ruggeri et al*' 14,8 %, Ellis et al*? 22 %, Heron
et al’®29%, cuando sélo se consideran las trombosis
idiopéticas y Leebeck et al*® 26,7 %, seguidos de los
estudios de Marie et al*® 9,5%, Hingorani et al®’
10%, Heron et al’® 10 % en las trombosis relaciona-
das con esfuerzo y Vay4 et al*>* 8,3% en las trombo-
sis primarias. Los titulos especialmente elevados ob-
servados en el trabajo de Leebeck et al*® podrian
atribuirse a que muchos pacientes presentaban en-
fermedades hematoldgicas que frecuentemente se
asocian a la presencia de anticuerpos antifosfolipi-
dos*® aunque también la alta prevalencia en el res-
to de estudios que excluyen el cancer, sugiere que los
titulos elevados y mantenidos de AAC constituyen un
importante factor de riesgo para dicha localizacién
trombdtica. En nuestra experiencia®® en las TVPMS
primarias, el riesgo asociado a AAC es casi 5 veces
mayor (OR, 4,88; IC 95%, 1,05-22,61).

En conclusién, el impacto de los factores circuns-
tanciales en la génesis de TVPMS parece ser igual o
mas importante que la presencia de los defectos
trombofilicos, como se desprende del alto porcenta-
je de trombosis con factores de riesgo asociados
(3/4 partes de los pacientes), ya que en aquellos tra-
bajos que clasifican a las trombosis como esponta-
neas o idiopdticas, éstas también se asocian a co-
nocidos factores de riesgo trombdtico, tales como
embarazo y anticonceptivos. La prevalencia de défi-
cit de inhibidores de la coagulacién en esta locali-
zacién trombdtica es baja y en general menor que
la observada en trombosis de miembro inferior. La
prevalencia de factor V Leiden y de la mutacién
G20210A de la protrombina es dificil de evaluar,
dado el escaso ntimero de pacientes incluidos en
los diversos estudios, y la distinta prevalencia de di-
chos defectos en las distintas dreas geograficas
europeas. En cambio, la prevalencia de anticuerpos
anticardiolipina, en general es alta y comparable a
las obtenidas en trombosis de miembro inferior™.

Basandose en todo lo expuesto, parece razonable
en pacientes con TVPMS no determinar los niveles de

los inhibidores fisiolégicos de la coagulacién anti-
trombina, proteina Cy proteina S, aunque si de AAC.
En cambio, dados los resultados dispares respecto a
la prevalencia de factor V Leiden y mutacién G20210A
de la protrombina para esta localizacién trombdtica,
son necesarios estudios multicéntricos que incluyan
un mayor tamafio muestral. Mientras no se disponga
de estos datos, no parece desaconsejable determinar
ambas mutaciones con independencia de que existan
o no factores de riesgo circunstanciales asociados, y
especialmente en los grupos de alto riesgo como pa-
cientes oncohematoldgicos o aquellos a los que se les
vaya a colocar un catéter central, con la finalidad de
administrar profilaxis antitrombética y disminuir asf el
riesgo de trombosis.
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TROMBOFILIA: RESULTADOS
EN LOS PACIENTES DEL RIETE
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'Servicio de Hematologia. Clinica Universitaria
de Navarra. Pamplona. *Servicio de Hematologia.
Hospital de Valme. Sevilla.

Introduccién

El tromboembolismo venoso (TEV) es un trastor-
no frecuente en la sociedad occidental, con una in-
cidencia aproximada de un caso por cada 1.000 ha-
bitantes y ano. Hoy en dia el TEV es considerado
como una enfermedad de etiologia multifactorial,
que se origina por la conjuncién de diversas causas,
congénitas y adquiridas, que confluyen en un mo-
mento concreto en un paciente. Normalmente existe
una causa desencadenante, no siempre evidente,
que se suma a una combinacién de factores, mds o
menos permanentes, que predisponen al sujeto a
padecer un TEV.

Son muchos los factores de riesgo de trombosis ve-
nosa que se conocen en la actualidad: edad, inmovi-
lizacién, traumatismos, intervenciones quirurgicas,
neoplasias, consumo de determinados farmacos (an-
ticonceptivos orales, terapia hormonal sustitutiva,
antipsicéticos, talidomida), viajes prolongados (el
conocido como sindrome de la clase turista), o el
embarazo y puerperio, entre otros.

Pero ademds existen alteraciones en el propio sis-
tema hemostdtico, tanto congénitas como adqui-
ridas, que condicionan la aparicién de un estado
trombofilico.

Hasta hace pocos afios era posible identificar un
factor de riesgo biolégico de trombosis en un nu-
mero muy limitado de pacientes con trombosis.
Las deficiencias congénitas de diversas proteinas
con accién anticoagulante, antitrombina, protei-
na Cy proteina S, se habfan asociado con un incre-
mento del riesgo de trombosis. Sin embargo, su
prevalencia en la poblacién general es muy baja, y
en pacientes con TEV apenas se identificaban en un
5% de los casos’. A partir de la descripcién del fe-
némeno de resistencia a la proteina C activada en
1993, y poco més tarde del defecto molecular res-
ponsable en muchos de los casos de dicho fenéme-
no (el factor V Leiden)? se abrié un apasionante
campo de investigacién que desembocé en la iden-
tificacién de otros defectos asociados con un au-
mento del riesgo trombdtico (mutacién G20210A
de la protrombina, hiperhomocisteinemia, niveles
plasmdticos elevados de factores VIl y IX, etc.).
Estas alteraciones tienen una prevalencia mucho
mayor en la poblacién general, y en la actualidad
es posible identificar algtin factor de riesgo biolégi-
co en un numero sustancial de pacientes con trom-
bosis venosa®.
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Estudio de trombofilia: un debate abierto

Las técnicas empleadas en el diagnéstico de una
trombofilia venosa no son ni simples ni baratas, por
lo que resulta imprescindible definir a qué sujetos
se le debe realizar dicho estudio, y qué pruebas de-
ben ser incluidas en el mismo. La indicacién de la
realizaciéon de una deteccién de trombofilia ha sido
y contintia siendo en la actualidad motivo de debate
en la literatura cientifica®>.

Existe unanimidad en la ausencia de utilidad de
estudiar a individuos sin historia personal ni familiar
de TEV. Un ejemplo tipico es la deteccién en mujeres
sanas con anterioridad a la iniciacién de tratamiento
con anticonceptivos orales. Se calcula que para pre-
venir la aparicién de un episodio anual de TEV seria
necesario suspender la anticoncepcién oral en
400 portadoras asintomaticas del factor V Leiden;
para ello, serfa necesario realizar la deteccién de
aproximadamente 10.000 mujeres®. Parece evidente
que esta estrategia dista mucho de ser coste-efectiva.

Mayor controversia existe a la hora de plantearse
el estudio en pacientes que han desarrollado un epi-
sodio de TEV. La principal fuente de discusién se
deriva del hecho de si los resultados del estudio de
trombofilia pueden implicar modificaciones en el
tratamiento de estos pacientes, especialmente en la
duracién del mismo. Los datos existentes sobre un
posible aumento del riesgo de recurrencia asociado
a la trombofilia no han sido uniformes en los distin-
tos estudios. Posibles explicaciones para estas dis-
crepancias radicarian en diferencias en los distintos
estudios en cuanto a la localizacién inicial de la
trombosis, tipo de tratamiento agudo y duracién
de la profilaxis secundaria, tipo de seguimiento
(prospectivo o retrospectivo), tamafio de la muestra
y duracién del seguimiento’.

Otro argumento a favor de la realizacién del estu-
dio de trombofilia a pacientes con TEV es que la
identificacion de algtin defecto, podria ayudar en
la decision de realizar profilaxis primaria en los fami-
liares asintomdticos portadores del defecto en caso
de exposicién a factores de riesgo transitorios®®.

Con todo, existen opiniones en la literatura espe-
cializada que abogan por no realizar ningtin estudio
ante un primer episodio de trombosis venosa excep-
to en casos muy excepcionales (individuos muy jéve-
nes, trombosis muy extensas, historia familiar evi-
dente)'?.

Trombofilia y recurrencia de TEV

La identificacién de algin defecto trombofilico
por lo general no implica ninguna variacién en el tra-
tamiento inicial del paciente con trombosis venosa.
El tratamiento habitual de los pacientes con TEV
consiste en anticoagulacién durante 3 a 6 meses, de-
pendiendo de si el episodio fue secundario a algdn
factor de riesgo transitorio o espontdneo. Sin em-
bargo, una vez finalizado el tratamiento anticoagu-
lante, la incidencia acumulada de recurrencia a los

5 afios es aproximadamente del 25%'". La continua-
cién del tratamiento disminuye la incidencia de re-
currencias durante el mismo, pero a costa de un in-
cremento en la incidencia de hemorragias. Pero
ademas, se ha observado que el beneficio observado
con la prolongacién de la anticoagulacién no se
mantiene tras la suspensién del mismo'#'. Si algu-
na de las alteraciones incluidas en el estudio de hi-
percoagulabilidad supusiera un aumento del riesgo
de recurrencia trombética cabria plantearse la pro-
longacidn del tratamiento en los portadores de las
mismas. De hecho, la ACCP en su ultima conferen-
cia consenso recomienda mantener la anticoagula-
cién por periodos prolongados en pacientes con
sindrome antifosfolipido o con deficiencia de anti-
trombina'.

Recientemente, un estudio prospectivo mostraba
que la presencia o ausencia de una trombofilia here-
ditaria (factor V Leiden, mutacién G20210A de la
protrombina, deficiencia de antitrombina, protei-
na C o proteina S) no se asociaban con variaciones
en la tasa de recurrencias, tanto si el episodio trom-
bético fue secundario o espontaneo'; si bien la in-
cidencia de recurrencias era significativamente supe-
rior en los pacientes con trombosis idiopdtica. Sin
embargo, aunque la presencia o ausencia de una al-
teraciéon aislada no parece influir en el riesgo de
recurrencia trombdtica, se ha descrito que la con-
currencia de varias alteraciones si se asociaria con
un aumento de la incidencia de recurrencias. En este
sentido, los portadores heterozigotos del factor V
Leiden y de la mutacién G20210A de la protrombi-
na presentaban en un estudio en 412 pacientes una
incidencia de recurrencia significativamente superior
que los portadores tnicamente del factor V Leiden
(riesgo relativo: 2,6). Por el contrario, el riesgo de re-
currencia en los portadores heterozigotos del fac-
tor V Leiden o de la mutacién de la protrombina en
solitario incluidos en este trabajo fue similar al de
los pacientes sin ninguna de las dos mutaciones
(riesgo relativo: 1,1y 1,3 respectivamente)'®'”. Otro
estudio en pacientes portadores del factor V Leiden
con y sin recurrencia trombdtica conclufa que la in-
cidencia de TEV recurrente dependia de la presencia
concomitante de otras alteraciones trombofilicas
(sobre todo la mutacién de la protrombina y la hi-
perhomocisteinemia plasmadtica), ademds de si el
primer episodio trombético habfa sido espontaneo
o secundario'®. La tasa de recurrencia anual oscila-
ba desde 0,45 por 100 pacientes-afio en pacientes
heterozigotos para el factor V Leiden sin otros defec-
tos acompafantes y con un primer episodio trom-
bético secundario, hasta 4,8 por 100 pacientes-afio
en aquellos con un primer episodio espontdneo y
portadores de otro defecto concomitante.

En pacientes pediatricos la importancia de la trom-
bofilia en la recurrencia trombética es mayor, por lo
que existe menos controversia en la indicacién del
despistaje en pacientes pediétricos con TEV'®.



XLVI Reunion Nacional de la AEHH y XX Congreso Nacional de la SETH. Simposios 231

Trombofilia en el RIETE

El RIETE (Registro Informatizado de la Enferme-
dad TromboEmbdlica) es un registro espafiol de pa-
cientes consecutivos con TEV agudo sintomdtico
confirmado mediante métodos objetivos. En junio
de 2004 hay incluidos 8.157 pacientes validos, con
un seguimiento de al menos 3 meses.

De ellos, 6.845 casos corresponden a pacientes
con un primer episodio de TEV y sin trombofilia co-
nocida. De entre los pacientes de los que aparece re-
gistrada la actitud respecto a la busqueda o no de
una posible trombofilia, ésta fue analizada en el
20,8 % de los pacientes, encontrdandose al menos un
defecto en el 44,4 % de los pacientes en los que se
realizé la deteccion. El defecto mas frecuentemente
encontrado en el conjunto de los pacientes fue la
hiperhomocisteinemia plasmatica (tabla 1).

Existen diferencias estadisticamente significativas
en el porcentaje de pacientes en los que se realizaba
el estudio de trombofilia en funcién de la edad al
diagndstico igual o inferior a 50 afios o superior
50 afios (50,3 y 14,5 %, respectivamente; p < 0,001);
y de si el episodio trombético fue espontdneo o se-
cundario (27,7 y 16,2 %, respectivamente; p < 0,001).
Estas diferencias eran muy evidentes especialmente al
comparar los pacientes con y sin cancer activo al
diagnéstico (trombofilia buscada en el 6,9 % de los
pacientes con cancery el 24,6 % de los pacientes sin
cancer respectivamente; p < 0,001).

Sin embargo, el hallazgo de al menos un defecto
trombofilico en los casos en los que se habfa reali-
zado la bldsqueda ocurrié en un porcentaje similar
de pacientes independientemente de la edad o de la
presencia o ausencia de factores de riesgo trombé-
ticos. Tan sélo en los pacientes con cancer el resul-
tado de la deteccién fue positivo en un porcentaje
menor de pacientes en los que éste se habia realiza-
do, aunque las diferencias no alcanzaban significa-
cién estadistica (34,6 % en los pacientes con céncer
frente a 45,2 % en los pacientes sin cancer; p = 0,06).

En cuanto a los defectos identificados, se obser-
van diferencias en las frecuencias de los mismos en
funcién de la edad en la que ocurrié el episodio
trombdtico. El defecto identificado mads frecuente-
mente en los pacientes con edad igual o superior
a 50 afios era el factor V Leiden/resistencia a la pro-
teina C activada (13,2 % de los estudios de trombo-
filia realizados), mientras que en los de mds de
50 afos lo més frecuente era encontrar una hiper-
homocisteinemia plasmadtica (23,8 % de las busque-
das). Las diferencias resultaban estadisticamente
significativas en el caso del factor V Leiden, més fre-
cuente en los mds jévenes; y la hiperhomocisteinemia
plasmadtica, mds frecuente en edades mds avanzadas.
También la frecuencia de deficiencia de anti-
coagulantes naturales era mayor en los pacientes
de 50 afios o menores, aunque las diferencias no al-
canzaban significacién estadistica, probablemente
por la menor prevalencia de estas alteraciones.

Tabla 1. Resultados del estudio de trombofilia en los
pacientes del RIETE en pacientes con un primer episodio
trombdtico (n = 1122) o con trombosis recurrente
(n=287)

17 Episodio  TEV TEV  Recurrente

Tipo de defecto n % n %’
Déficit AT 13 12 2 0,7
Déficit PC 19 17 3 1,0
Déficit PS 37 33 6 2,1
Déficit AT, PC o PS 65 58 11 3,8
Factor V Leiden/RPCA 116 10,3 31 10,8
Mutacién protrombina 67 6,0 17 5,9
Hiperhomocisteinemia 209 18,6 35 12,2
Anticuerpos 84 7,5 23 8,0

antifosfolipido
Otros defectos 42 3,7 14 49
Factor V Leiden/

RPCA + otro defecto 39 3,5 10 3,5

Factor V Leiden/

RPCA + mutacién

protrombina 12 11 2 0,7
Total trombofilia positiva 498 44,4 109 38,0

“ Respecto al total de pacientes estudiados.

RIETE: Registro Informatizado de la Enfermedad TromboEmbdlica; TEV:
tromboembolismo venoso; AT: antitrombina; PC: proteina C; PS:
proteina S; RPCA: resistencia a la proteina C activada.

Se ha publicado que la probabilidad de hallar una
trombofilia, especialmente el factor V Leiden, puede
diferir en funcién de la presencia de una TVP o un EP,
siendo menos comtn en los pacientes con EP, sugi-
riendo una influencia en el riesgo de embolizacién®.
En este caso, la distribucién de pacientes con TVP o
EP fue semejante en los pacientes con trombofilia
buscada positiva que en los pacientes con resultado
negativo de la buisqueda. En los pacientes con TVP se
observa una mayor prevalencia del factor V Leiden
que en los casos con EP, si bien las diferencias no al-
canzaban la significacién estadistica (p = 0,08).

El periodo de seguimiento en los pacientes inclui-
dos en el RIETE es de al menos 3 meses tras el diag-
néstico por lo que no se pueden extraer conclu-
siones definitivas acerca de la asociacién entre
recurrencia trombdtica a largo plazo y trombofilia.
En los datos del RIETE no se observan diferencias en
la incidencia de recurrencia/progresién trombética
en funcién de la identificacién o no de algdn defecto
(5,8y5,6%, respectivamente).

El registro incluye también 1.253 pacientes con his-
toria previa de TEV y sin trombofilia conocida. En es-
tos pacientes el porcentaje de trombosis esponta-
neas era superior que en los pacientes con un primer
episodio (59,7 y 32,0 %, respectivamente; p < 0,001).
Se realizé deteccidn de trombofilia en el 28,8 % de
los pacientes (p < 0,001 en comparacién con los pa-
cientes con un primer episodio trombdtico), encon-
trandose al menos un defecto en el 38,0 % de los pa-
cientes en los que se realizé la deteccién (p = 0,05 en
comparacién con los pacientes con un primer episo-
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dio de TEV). Al igual que en los pacientes con un pri-
mer episodio trombético la realizacién de la detec-
cién de trombofilia fue mds frecuente en los pacientes
con edad de 50 afios o menores y con episodio trom-
bético espontdneo. La distribucién de los defectos
identificados en este grupo fue similar a la observada
en la poblacién con un primer episodio de TEV.

Conclusiones

La indicacién de realizacién de un estudio de
trombofilia en pacientes que han sufrido un episo-
dio de TEV no estd aceptada de manera uniforme.
Aunque en ocasiones la identificacién de una altera-
cién puede no suponer ninguna variacion en el tra-
tamiento del paciente, en caso de encontrarse algtin
defecto con alto riesgo de recurrencia (anticuerpos
antifosfolipido) o varias alteraciones concurrentes
(p. €j., factor V Leiden + mutacién de la protrombi-
na) cabe plantearse la prolongacién del tratamiento
anticoagulante. Probablemente, la determinacién
del dimero-D poco tiempo después de la finaliza-
cién del tratamiento, asi como la evaluacién de la
persistencia de trombosis residual en la ecografia,
permita afinar més en la identificacién de aquellos
individuos con mayor riesgo de recurrencia?’*.

Por otra parte, en caso de identificacién de un de-
fecto podrian beneficiarse los familiares asintomati-
cos de una adecuada profilaxis cuando estén ex-
puestos a una situacién de riego trombdtico.

Los datos de los pacientes del RIETE revelan que la
deteccidén de trombofilia se realizan en nuestro me-
dio en una minoria de pacientes con TEV, si bien
en pacientes con trombosis con edad menor de
50 afios y de cardcter espontdneo, o con historia
previa de TEV la bisqueda de una trombofilia es
algo més frecuente. Llama la atencién que sin em-
bargo la buisqueda resulta positiva en un porcentaje
de pacientes similar independientemente de la edad
o el caracter de la trombosis (importancia de las in-
teracciones gen-ambiente en las trombosis secunda-
rias), aunque la prevalencia de las distintas altera-
ciones identificadas era distinta en funcién de la
edad de los pacientes. La probabilidad de obtener
un resultado positivo es menor en los pacientes con
neoplasias activas, en concordancia con estudios
previos, lo que cuestionaria la idoneidad de realizar
el estudio en los pacientes oncolégicos, sobre todo
en caso de tumores avanzados.
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DIMERO D EN EL REGISTRO
INFORMATIZADO DE PACIENTES
CON ENFERMEDAD
TROMBOEMBOLICA EN ESPANA
(RIETE)

E. Grau', J.M. TeNIAS? ¥ EL GRUPO RIETE

'Servicio de Hematologia. *Servicio de Medicina Preventiva.
Hospital Lluis Alcanyis. Xativa. Valencia.

Introduccién

La enfermedad tromboembdlica venosa (ETEV) es
un problema médico importante que comprende la
trombosis venosa profunda (TVP) y el tromboem-
bolismo pulmonar (TEP). Su incidencia acumulada a
lo largo de la vida llega hasta el 5%. Se asocia con
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una marcada morbimortalidad tanto a corto como a
largo plazo, sobre todo por la aparicién del sindrome
postrombdtico. Debido a que el tratamiento anti-
coagulante es muy efectivo, el rdpido diagndstico de
la ETEV es fundamental. Sin embargo, los signos y
sintomas de la ETEV no son especificos y su diagnés-
tico es dificil en muchos casos como lo demuestra el
hecho que sélo entre un 10 y un 30 % de los pacien-
tes con sospecha de ETEV se llega a confirmar el
diagnéstico mediante técnicas de imagen™?

Desde hace mdas de una década se estd estudiando
el papel de la determinacién de los niveles del dime-
ro D en el diagndstico de la ETEV. De la mayoria de
estos estudios se desprende que el dimero D no se
puede considerar como una prueba diagnéstica de
primera linea que por si sélo pueda excluir la ETEV>.
En cambio, el dimero D tendria su utilidad en el
diagnéstico de la ETEV combinado con pruebas de
imagen. Asf, diferentes estudios confirman que en
pacientes con sospecha de TVP y con eco-Doppler
negativo, un dimero D negativo evitarfa la realiza-
cién de eco-Doppler seriados y por otra parte, en los
pacientes con sospecha de TEP y con una gamma-
grafia de ventllaaon/perfusmn negatlva un dimero D
negatlvo haria innecesarias mas pruebas de ima-
gen®>. Ademds, estudios recientes sugieren que el di-
mero D combinado con criterios clinicos pretest po-
dria ser suficiente para la exclusién de la ETEV, sobre
todo en pacientes ambulatorios®.

La informacién que se disponia hasta ahora en Es-
pafia sobre prevalencia, diagndstico, factores de ries-
go, y tratamiento de la ETEV era escasa, y en la ma-
yoria de casos procedente de estudios de cohortes
reducidos efectuados en un tnico centro. Esta situa-
cién ha empezado a cambiar con la puesta en mar-
cha en marzo de 2001 del Registro Informatizado de
pacientes con Enfermedad Tromboembélica en Es-
pafia (RIETE). Este Registro es similar a otros Regis-
tros desarrollados en Europa y Estados Unidos de
América para el estudio de enfermedades relevantes
para la poblacién. Estos Registros no son meros sis-
temas de notificacién sino que llevan implicito el
concepto de seguimiento y la informacién generada
ha demostrado ser dtil para el control de las enfer-
medades tanto en su prevencién y diagndstico como
en su tratamiento’.

El RIETE consiste en un estudio observacional,
prospectivo y multicéntrico que abarca a diferentes
especialidades médicas involucradas en el diagnésti-
co y tratamiento de la ETEV como Medicina Interna,
Hematologia, Neumologfa y Cirugfa Vascular. Se re-
cogen datos de un gran ndmero de los pacientes
diagnosticados y tratados de ETEV en diferentes hos-
pitales de Espafia, haciendo hincapié en los aspec-
tos diagnésticos clinicos, radioldgicos y biolégicos
asi como en los aspectos terapéuticos. Ademas se
efecttia un seguimiento clinico de al menos 3 meses
en el que se recogen la mortalidad, la recidiva trom-
boembélica y las complicaciones hemorragicas®.

Entre los mdltiples datos registrados durante diag-
néstico del episodio inicial de ETEV a los paciente
incluidos en el RIETE se encuentran los niveles de
dimero D.

Dimero D en el RIETE

Para este andlisis se han incluido aquellos pacien-
tes validados en el RIETE con el diagndstico confir-
mado mediante al menos una prueba de imagen de
TVP, TEP 0 ambas, con una determinacién de los ni-
veles de dimero D en el momento del diagnéstico y
con un seguimiento clinico de al menos 3 meses.

Para la determinacién de los niveles de dimero D
se utilizaron 15 kits comerciales diferentes. Se con-
sideraron los valores cut-off aquellos que recomenda-
ba el fabricante (un valor inferior a este cut-off se
considerd dimero D negativo). A cada paciente in-
cluido y validado le correspondia un solo valor de di-
mero D y una sola técnica.

Sobre un total de 3.718 pacientes incluidos en el
registro RIETE y con un seguimiento de al menos
3 meses, a 2.268 pacientes (61 %) se les determiné
los niveles de dimero D al diagndstico. De estos
1.125 (49,6 %) eran varones y 1.143 mujeres (50,4 %),
con una edad media de 66,4 afios. En 1.338 (59 %)
pacientes el diagnéstico fue TVP, en 548 (24,2 %)
TEP, y en 382 (16,8 %) ambos. En 1.657 (97,3%) la
TVP fue en miembros inferiores y en 1369 (83,7 %)
la TVP fue proximal. En la evolucién clinica, recidi-
varon 100 pacientes (4,4 %), sufrieron una hemorra-
gia 169 (7,5%) y fallecieron 194 (8,6 %).

En su conjunto el dimero D mostré una sensibili-
dad global de 92,8 % (intervalo de confianza del
95% (IC 95 %), entre 91,6 y 93,8). Por tanto en un
7,2% de los pacientes con ETEV confirmada, el
dimero D fue negativo. En casi el 50% de las deter-
minaciones del dimero D se utilizaron técnicas del
ldtex automatizado inmunoturbidimétrico. Las sen-
sibilidades si bien altas, no superaron el 95 %, ex-
cepto en el Tinaquant D-Dimer (98 %), aunque hay
que tener en cuenta que esta técnica sélo se utilizé
en 56 casos. Por otra parte, en el 15% de las deter-
minaciones se utilizé el nuevo VIDAS, una modifi-
cacién del cldsico andlisis de inmunoabsorcidn li-
gado a enzimas (ELISA) que permite una lectura en
35 min, que obtuvo una alta sensibilidad media
(97 %). En un 12% de los casos el dimero D se de-
terminé mediante los nuevos métodos semicuanti-
tativos en sangre total o plasma que se caracterizan
por su simplicidad. La sensibilidad media fue de
91 % en el caso de Nycocard y hasta el 98 % que
mostré el Minutex. Por dltimo, la técnica de agluti-
nacién latex clasica mostré una sensibilidad media
muy baja (87 %).

La edad media de los pacientes con dimero D
positivo fue significativamente superior que en los
pacientes con dimero D negativo (p < 0,0001). En
cambio, los niveles de dimero D fueron similares en
ambos sexos.
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Los niveles de dimero D fueron significativamente
superiores en los pacientes con TVPy TEP que en los
pacientes con TVP sin TEP clinico (p < 0,0001). En
los pacientes con TVP en miembros superiores los
niveles de dimero D fueron claramente menores a
los obtenidos en los pacientes con TVP en miembros
inferiores (p < 0,0001). Cabe destacar que en tan
sélo un 80 % de los casos de TVP de miembro supe-
rior, el dimero D fue positivo. Por otra parte, en los
pacientes con trombosis en miembros inferiores,
aquellos con trombosis distal mostraron un por-
centaje de dimero D positivo muy por debajo del ob-
tenido en los pacientes con trombosis proximal
(p=0,0001).Y asi en tan sélo un 86 % de las trom-
bosis distales los niveles de dimero se encontraban
por encima del cut-off.

Los niveles de dimero D se relacionaron con las di-
versos tests biolégicos practicados al diagnéstico
del ETEV. Se encontré relacién significativa directa
con los niveles de creatinina, siendo mucho miés fre-
cuente encontrar dimero D positivo en los pacientes
con creatinina elevada (p < 0,001). Por otra parte,
se aprecié una correlacién significativa inversa entre
los niveles de hemoglobina y los niveles de dimero D
(p < 0,0007).

Cuando se relacionaron diversos factores de ries-
go de ETEV adquiridos con los niveles de dimero D
se observé que la existencia o no de cirugia, inmovi-
lizacién o ETEV previa, no modificaba significativa-
mente el porcentaje de pacientes con dimero D po-
sitivo. En cambio, los pacientes con cancer tenian
un porcentaje mds elevado de dimero D positivo
que los pacientes que no tenfan este factor de ries-
go (p = 0,026). Ademas se observé una marcada
relacién entre el nimero de factores de riesgo que
presentaban los pacientes al diagndstico con el
porcentaje de pacientes con dimero D positivo
(p < 0,05).

Los pacientes que recidivaron dentro de los 3 me-
ses de seguimiento mostraron un niveles de dimero D
superiores a los que no recidivaron, con una relacién
de “dosis-respuesta” (a mayor nivel de dimero D,
mayor riesgo de recidiva). No obstante, se observé
que la capacidad predictiva del modelo para pade-
cer una recidiva tromboembdlica era relativamente
pobre (ROCa =0,65;1C 95%, 0,63-0,67). En cam-
bio, el dimero D resulté poseer un excelente valor
predictivo negativo de tal forma que ningtin pacien-
te con dimero D inferior o igual a 400 ng/ml pre-
sentd recidiva en los 3 meses siguientes.

El dimero D resulté tener capacidad para prede-
cir la mortalidad, con diferencias altamente signifi-
cativas tanto del dimero D como variable dicotémi-
ca (un dimero D positivo incrementa el riesgo de
mortalidad 3,52 veces) como tras su categorizacion
en diferentes niveles. Utilizando el modelo con di-
mero D como variable cuantitativa y categorizado
por niveles se aprecié una capacidad predictiva de
defuncién (ROCa =0,81; IC 95%, 0,79-0,83). Por

tanto, los resultados indicaban que los pacientes
con ETEV cuanto mayor era el nivel de dimero D al
diagnéstico, mayor era la probabilidad de fallecer a
los 3 meses.

Conclusiones

En el andlisis de los pacientes incluidos en el RIETE,
se observa que en nuestro pafs, al menos en un gran
nimero de centros, el dimero D no es una técnica
que se efecttie de forma sistematica en el diagndsti-
co de la ETEV. De hecho, la cuantificacién del dime-
ro D se llevo a cabo en algo mds de la mitad de los
pacientes incluidos en el RIETE.

En la mayoria de centros las determinaciones del
dimero D se utilizaron técnicas del latex automatiza-
do inmunoturbidimétrico. Las sensibilidades obteni-
das si bien altas, no superaron el 95 %, y fueron simi-
lares a las descritas en diferentes estudios que han
analizado estas pruebas de latex automatizado en la
exclusién de la TVP y TEP. Al igual que en otros es-
tudios, el nuevo VIDAS en el RIETE resulté tener una
alta sensibilidad media. No obstante, segtin algunos
autores, el VIDAS se caracteriza por una muy baja es-
pecificidad, lo cual obliga a realizar pruebas de ima-
gen adicionales en la mayoria de pacientes si la pre-
valencia de la ETEV es baja'®. De este andlisis del
RIETE se desprende que los nuevos métodos semi-
cuantitativos en sangre total o plasma podrian ser
una alternativa a los métodos clésicos. Sin embargo,
hay que tener en cuenta la limitacién de estos nuevos
tests rapidos ya que su lectura es visual y por lo tan-
to sometida a la interpretacién subjetiva’". Por dlti-
mo, el andlisis del RIETE confirmé la escasa utilidad
de la técnica de aglutinacién latex cldsica con una
sensibilidad media muy baja comparada con los
otros tests disponibles en la actualidad'. Asi pues, el
RIETE parece confirmar las limitaciones del dimero D
como prueba exclusiva de diagndstico de la ETEV.
Sin embargo, su cuantificacién es conveniente ya que
combinada con otros hallazgos bioldgicos, clinicos y
radiolégicos es til en el diagndstico de la ETEV.

En la cohorte del RIETE, al igual que en otros
grupos poblacionales estudiados, los niveles de di-
mero D fueron significativamente mds elevados en
los pacientes de mas edad, y no se observaron dife-
rencias entre sexos. También fueron mds elevados en
los pacientes con TVP y TEP que en aquellos con
TVP o TEP aislados, y superiores en los pacientes
con TVP proximal (en los casos de TVP aislada) que
en los de TVP distal, lo cual sugerirfa una relacién
mds o menos proporcional al tamafio del trombo.

Estudios recientes sugieren que aparte de su utili-
dad en el diagndstico, el dimero D podria tener valor
predictivo del riesgo de recidiva tromboembdlica y
de mortalidad en la ETEV'*'5. De los resultados ob-
tenidos del RIETE se desprende que la determina-
cién al diagnéstico de los niveles de dimero D tiene
escaso poder predictivo positivo de recidiva trombo-
embdlica. En cambio, el dimero D tiene un excelente
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valor predictivo negativo, de tal forma el riesgo de
recidiva es muy bajo en aquellos pacientes con di-
mero D inferior a 400 ng/ml. Esto puede tener im-
plicaciones en la préctica diaria ya que la duracién
de la profilaxis secundaria en la ETEV adin es motivo
de controversia sobre todo en los pacientes con
ETEV idiopadtica, y estos hallazgos pueden ayudar
junto a otras variables en la toma de decisién de sus-
pender o continuar la anticoagulacién oral. Otros
autores también han observado que el dimero D en
su determinacién basal y sobre todo en su cuantifi-
cacién a las 3-4 semanas de haber finalizado el tra-
tamiento anticoagulante tiene un alto valor predicti-
vo negativo de recidiva tromboembdlica’?.

Los resultados obtenidos en el RIETE indican que
los niveles de dimero D basal se correlacionan con la
mortalidad a los 3 meses en los pacientes con ETEV.
Si bien no existe apenas informacién sobre este valor
predictivo del dimero D, los resultados del RIETE se
encuentran en la linea de los obtenidos por otros es-
tudios que sefialan al dimero D como un buen mar-
cador de gravedad y por tanto de mortalidad en
enfermos ingresados en unidades de cuidados inten-
sivos con sospecha de ETEV, y en enfermos que
padecen diferentes entidades como la cardiopatia
isquémica o la neumonia’®'® No obstante, se re-
quieren mds estudios prospectivos para poder deter-
minar el papel del dimero D como variable predicti-
va de mortalidad en la ETEV.
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Introduccién

Actualmente estd plenamente admitido que ante
un episodio agudo de tromboembolismo venoso
(TEV), sea éste una trombosis venosa profunda
(TVP) o una embolia pulmonar (EP), es necesario
un periodo de anticoagulacién con heparina, no
fraccionada o de bajo peso molecular, durante un
minimo de 5 dias. La necesidad de esta primera
aproximacién terapéutica quedé demostrada en el
trabajo de Brandjes et al’ de 1992.

También se acepta que aquélla ha de ser conti-
nuada por una segunda etapa de anticoagulacién,
de duracién variable, denominada de profilaxis se-
cundaria, que se realiza, en la mayor parte de los
casos, con cumarinicos, iniciando su administracién
durante el mismo tratamiento con heparina. Cuan-
do el anticoagulante es la warfarina puede coincidir
practicamente el inicio de ambos, ya que ésta requie-
re tiempos relativamente largos para alcanzar el nivel
terapéutico. En el caso de la acenocumarina, su ad-
ministracién no deberd comenzarse hasta el segundo
o tercer dia del tratamiento con heparina ya que, de lo
contrario, la rapidez con que este farmaco alcanza la
zona terapéutica impedirfa completar el ciclo minimo
de 5 dias para el tratamiento heparinico.

El nivel terapéutico para la anticoagulacién corres-
ponderd a valores de indice normalizado internacional
(INR) comprendidos entre 2 y 3. Una anticoagula-
cién més intensa no reduce la incidencia de recidivas
pero si incrementa la de hemorragias?.

El establecimiento de una profilaxis secundaria se
ha realizado de forma empirica durante muchos
afos, sin que existiera recomendacién formal alguna
sobre su duracién. Se ha considerado, de forma ha-
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bitual, que la duracién minima serfa la de 3 meses,
lo cual se ha basado principalmente en un estudio
retrospectivo de casos frente a controles®, en el que
se observaba una marcada reduccién de la recurren-
cia en los pacientes que habian realizado, al menos,
3 meses de tratamiento anticoagulante oral.

La mejor demostracién de la necesidad de esta
segunda etapa de profilaxis secundaria, incluso en la
TVP distal, es el estudio, prospectivo y aleatorizado,
publicado en 1985 por Lagerstedt et al*. Este incluia
51 pacientes con TVP distal que fueron repartidos
en 2 grupos, el primero recibié warfarina durante
3 meses, tras el curso inicial de heparina, y el otro
no. A los 3 meses las recurrencias sintomadticas ob-
jetivadas por flebografia en el grupo sin warfarina
fueron del 29 % mientras que en el grupo tratado
no se detecté ninguna (p < 0,01). El beneficio se
prolongd mas alld de los primeros 3 meses, ya que al
afio sélo un paciente del grupo que recibié warfari-
na presentd una recurrencia mientras que en el gru-
po que no recibié anticoagulacién oral, 19 de los
28 pacientes s las presentaron (p < 0,02).

Una vez aceptada la necesidad de la profilaxis se-
cundaria y el hecho de que una duracién minima de
3 meses es mds una cuestién de consenso que de evi-
dencia cientifica, quedan pendientes otras pregun-
tas. ¢Puede reducirse su duracién en pacientes con
escaso riesgo trombdtico? Por el contrario, cuando
el riesgo es elevado y los factores que lo condicionan
son persistentes y, como caso especial, en la trom-
bofilia, scudl serfa la duracién éptima? Otra duda
surge con respecto al TEV esencial, ¢es suficiente en
éste un periodo de anticoagulacién de 3 meses o se
mejora su prondstico prolongando éste? Las res-
puestas seran multiples y no simples, debido a la he-
terogeneidad de los pacientes a que nos referimos,
aun tratando de agruparlos por sus aparentes facto-
res de riesgo.

Estratificacién en funcién
del riesgo trombético

En este apartado considerariamos como pacien-
tes de bajo riesgo trombdtico los que han sufrido
TVP distal de las extremidades inferiores o aquellos
con trombosis proximales secundarias a un proceso
agudo (cirugfa o traumatismo), sin factores de ries-
go permanentes, mientras que los de alto riesgo se-
rfan los que presentan factores de riesgo duraderos
(cancer) o permanentes (trombofilia congénita, an-
ticuerpos antifosfolipido) o TEV idiopatico.

El Research Committee de la British Thoracic Society pu-
blic6 en 1992 un estudio, sobre cuya fiabilidad cabe
decir que los diagnésticos de inclusién fueron objeti-
vados tnicamente en 71 % de los casos y que sélo
en la mitad de las sospechas de recidiva se realizé
confirmacién instrumental®. En él se incluyeron
712 pacientes diagnosticados de TVP, EP o ambas,
que en 116 de ellos se habia presentado en el post-
operatorio, mientras que el resto no eran pacientes

quirurgicos. Todos ellos se repartieron en 2 grupos,
el primero con sélo 4 semanas de anticoagulacién
oral y el resto anticoagulados durante 3 meses. La in-
cidencia de recidiva en los pacientes posquirtrgicos
tratados durante 4 semanas fue aceptable (3,3 %)
pero algo superior a la obtenida con 3 meses de an-
ticoagulacién (1,8 %). Por el contrario, el 16,8 % de
los pacientes no quirlrgicos presentaron nuevos epi-
sodios en el grupo de tratamiento corto y sélo 8,7 %
con 3 meses de anticoagulacién.

Otro estudio, publicado por Levine et al® se desa-
rrollé sobre 406 pacientes con TVP proximal objeti-
vada flebograficamente. Tras una fase de anticoagu-
lacién oral de 4 semanas de duracién, comun para
todos los pacientes, los casos que presentaban una
pletismografia por impedancia normal fueron alea-
torizados en una rama de prolongacién de la anti-
coagulacién, hasta completar los 3 meses (n = 109),
y otra que recibié placebo (n = 105). Durante estas
8 semanas de prolongacién del tratamiento, el gru-
po placebo presenté un 8,6 % de recidivas frente a
sélo el 0,9% en los tratados (p = 0,009), pero al fi-
nal de los 11 meses de seguimiento se habia perdido
la significacién estadistica en la incidencia de recidi-
vas entre ambos grupos, lo que parece indicar que
algunos pacientes, incluso con un estudio de pletis-
mografia normal, hubieran precisado una duracién
del tratamiento superior a 3 meses. El problema es
cémo identificar a estos pacientes.

En 2000 Pinede et al” publicaron un metaandlisis
de siete estudios controlados, en los que se habfan
comparado dos duraciones diferentes de anticoagu-
lacién, y con dos puntos finales: recurrencia en fun-
cién de la duracién, después de un seguimiento de
12 meses, y hemorragia mayor.

El anélisis del primer punto final, que inclufa
2.304 pacientes, evidencié que 12 a 24 semanas de
profilaxis secundaria es preferible a una anticoagula-
cién de sélo 3 a 6 semanas para el conjunto de los
pacientes, tanto con factores de riesgo transitorios
como duraderos o con episodios esenciales. El ries-
go relativo para la anticoagulacién mas prolongada
era claramente inferior (riesgo relativo [RR], 0,6; in-
tervalo de confianza del 95% [IC 95 %], 0,45-0,79;
p < 0,001). En el analisis por subgrupos, para los
pacientes con accidentes trombdticos esenciales o
secundarios a factores de riesgo persistentes, la re-
duccién del riesgo relativo al prolongar la anticoa-
gulacién atin era mayor (RR, 0,48; IC 95%, 0,34-0,68;
p < 0,001), mientras que para el subgrupo con fac-
tores de riesgo pasajeros, la tendencia fue similar,
pero sin alcanzar significacién estadistica, sugirien-
do cierta ventaja para una cobertura mds prolon-
gada (12 semanas) incluso en pacientes con un fac-
tor de riesgo transitorio.

Con respecto al segundo punto final, el analisis
comprendia 1.823 pacientes y no se detectaron dife-
rencias significativas en la incidencia de hemorragias
mayores al prolongar la terapéutica anticoagulante.
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De los datos hasta aqui expuestos se desprende
que la duracién minima de la profilaxis secundaria
deberia alcanzar los 3 meses, incluso en pacientes de
bajo riesgo. Sin embargo, todos los estudios comen-
tados hasta aqui tienen la limitacién de un segui-
miento a relativamente corto plazo. Prandoni et al®,
basdndose en los datos de un seguimiento de 8 afios
en pacientes no seleccionados con TVP que recibie-
ron durante 3 meses anticoagulacién oral, tras la
fase aguda, ponen en duda la utilidad de la profila-
xis secundaria a tan corto plazo. De su estudio se
desprende que la recidiva del TEV se presenta en el
17,5% de casos después de 2 afios, en el 24,6 % a los
S afiosyen el 30,3% a los 8 afios, incrementdndose
el riesgo en pacientes con céncer (x1,72) o trombofi-
lia (x1,44) y disminuyendo cuando la cirugfa o un
traumatismo era la causa desencadenante de la
trombosis. Especialmente importantes son las cifras
de incidencia acumulada del sindrome postrombéti-
co, que alcanzan al 29,1 % de los casos al cabo de
8 anos, estando especialmente favorecido por las re-
cidivas ipsolaterales de la trombosis venosa.

Dado que estos datos se refieren a pacientes no se-
leccionados y que, cuando se estratifican en funcién
de los factores de riesgo, se observan claras diferen-
cias en la incidencia de complicaciones tardias, no
vendrian a invalidar la clasificacién fundamentada en
la estratificacién del riesgo como base para seleccio-
nar la duracién de la profilaxis secundaria. ¢Pero cudl
serfa la duracién éptima en pacientes de alto riesgo?

Prolongacién de la profilaxis secundaria
en pacientes de alto riesgo

Vamos a tratar de hallar respuestas acerca la du-
racién de la prolongacién de la profilaxis secundaria
en pacientes de alto riesgo y del beneficio que esta
prolongacién proporciona a largo plazo. Dos gru-
pos de pacientes son de especial interés, los que ya
han sufrido un segundo episodio de TEV y los que
han presentado el primero en ausencia de factores
de riesgo conocidos, es decir, como TEV idiopdtico.

Schulman et al’ y el Duration of Anticoagulation
Trial Study Group publicaron un estudio (DURAC II)
en 1997, desarrollado sobre 227 pacientes que ha-
bfan presentado un segundo episodio de TEVy que
fueron repartidos de forma aleatorizada entre dos
opciones terapéuticas: anticoagulacién oral durante
6 meses o bien a largo plazo (tabla 1). Tras 4 afios
de seguimiento se detecté una incidencia de recu-
rrencias en el primer grupo de 20,7 % frente a 2,6 %
en el segundo lo que representa un incremento del
riesgo relativo de 8,0 (IC 95%, 2,5-25,9) para los
que suspendieron la anticoagulacién. La incidencia
de hemorragias mayores fue superior en los pacien-
tes tratados a largo plazo (2,7 % frente a 8,6 %),
aunque el incremento no alcanzé significacién esta-
distica. Cabe sefialar que, a pesar de la diferencia
en el nimero de recidivas, no se hallé diferencia en
la mortalidad.

Tabla 1. Duracién de la anticoagulacién oral después
de un segundo episodio de TEV

6 meses  Plazo indefinido Riesgo relativo

Eventos (n=111) (n=116) (1C95%)
TVP recurrente 23 3 8,0
(20,7 %) (2,6%) (2,5-26)
Hemorragia mayor 3 10 0,3

(2;7%) (8;6%) (071_1;1)

TEV: tromboembolismo venoso; IC 95 %: intervalo de confianza del 95 %,
TVP: trombosis venosa profunda.
Tomada de Schulman et al. Estudio DURAC Il, 1997: 4 afios de seguimiento®.

Kearon et al'® realizaron un estudio aleatorizado

y doble ciego en pacientes afectados de un primer
episodio de TEV esencial. Tras concluir 3 meses de
anticoagulacién oral, los pacientes eran aleatoriza-
dos para continuar recibiendo warfarina o placebo
durante otros 24 meses. El estudio fue concluido
prematuramente, con una media de seguimiento de
10 meses y unos 80 pacientes incluidos en cada gru-
po, por la superioridad manifiesta en el beneficio del
grupo tratado de forma prolongada. Este presenta-
ba una incidencia de recurrencias del 1,3 % frente a
un 27,4% en el grupo de tratamiento de corta dura-
cién (p < 0,001), lo que implica una reduccién del
riesgo de recurrencia del 95% (IC 95%, 63-99). El
numero de hemorragias mayores fue de tres en gru-
po tratado frente a ninguna en el que recibia place-
bo (p=0,09).

La lectura de este estudio sugiere dos preguntas.
La primera serfa: jHasta cuando se debe prolongar
la profilaxis secundaria en el TEV idiopético? ;Tal vez
a plazo indefinido?, y la segunda: sEn caso de que
el tratamiento sea suspendido al cabo de cierto
tiempo (p. ej., un afio), qué ocurre a partir de ese
momento con la incidencia de recidivas?

En parte estas preguntas han sido contestadas
por el estudio WODIT que Agnelli et al’" publicaron
en 2001. Se trata de un estudio aleatorizado, abier-
to, y con valoracién ciega de los eventos, cuyo ob-
jetivo era estudiar las recurrencias ocurridas tras
suspender la anticoagulacién oral en pacientes con
un primer episodio de TVP idiopatica diagnosticada
por medios instrumentales, y con un seguimiento
minimo de 2 afios (tabla 2). Se administraron anti-
coagulantes orales durante 3 meses a 267 pacientes
y, a continuacion, se repartieron de forma aleatoria
entre suspender la anticoagulacién o prolongarla
durante 9 meses mads. Tras un seguimiento medio
de aproximadamente 37 meses en ambas ramas, las
recurrencias globales en el grupo de tratamiento
corto fueron del 15,7 %y las del largo del 15,8 %. Li-
mitdndonos a los eventos de recurrencia tras supri-
mir la anticoagulacién, la incidencia de accidentes
fue del 5,1 % anual (IC95%, 3,2-7,5) y del 5,0%
anual (IC95%, 3,1-7,8), respectivamente. En el gru-
po con tratamiento de mayor duracién se detecté
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Tabla 2. Duracién de la anticoagulacién oral después
de un primer episodio de TVP idiopdtica

Supresion Continuacion
a los 3 meses hasta 12 meses
Eventos (n=133) (n=134)
Recurrencia de TEV 21 21
al término 15,8% 15,7%
del seguimiento
Recurrencia tras 5,1%/ano 5,0%/afio
la supresién (1C95%, 3,2-7,5) (1IC95%, 3,1-7,8)
Hemorragia mayor 2 4
1,5% 3,0%
Muerte 7 7
5,3% 5,2%

TVP: trombosis venosa profunda; TEV: tromboembolismo venoso;
IC 95 %: intervalo de confianza del 95 %
Tomada de Estudio WODIT, 2001: 37 meses de seguimiento medio’’.

un 3% de hemorragias mayores durante la etapa
de su prolongacién.

Este mismo grupo publicé en 2003, una segunda
parte del estudio WODIT, destinada a valorar la du-
racion de la anticoagulacién tras un primer episodio
de EP'. Se incluyeron en él pacientes con EP sinto-
madtica y objetivada instrumentalmente, sin factores
de riesgo conocidos (grupo A) o con factores de
riesgo transitorios (grupo B). Todos recibieron an-
ticoagulacién oral durante 3 meses. Al cabo de este
tiempo los pacientes fueron aleatorizados para
continuar el tratamiento (9 meses mas para el gru-
po A o 3 meses mas para el grupo B) o suprimirlo.
Entre los pacientes con EP idiopatico, tras un se-
guimiento medio de 32,7 meses, la cifra de recu-
rrencias en el grupo de anticoagulacién prolongada
fue igual al hallado en los anticoagulados a corto
plazo. En el grupo con factores de riesgo transitorios
las tasas de recurrencia tampoco fueron significati-
vamente diferentes.

Estos datos vienen a corroborar los resultados del
estudio sobre TVP idiopdtica del mismo equipo. Los
autores concluyen que el beneficio asociado a la ex-
tensién de la anticoagulacién no se mantiene tras
discontinuar el tratamiento y que se requieren nue-
vas estrategias para abordar este problema. Por una
parte, establecer los pardmetros que sirvan para se-
leccionar a aquellos pacientes con mayor riesgo de
recidiva una vez suprimida la anticoagulacién oral.
Por otra, la aplicacién de estrategias terapéuticas
que no conlleven un excesivo riesgo de complicacio-
nes hemorrdgicas.

Estrategias terapéuticas para
la anticoagulacién a largo plazo

En este aspecto se perfilan dos opciones, la anti-
coagulacién con cumarinicos a niveles mas mode-
rados, y la administracién del nuevo farmaco anti-
trombdtico ximelagatran, a dosis moderadas.

Alo largo de 2003 se han publicado 2 estudios
que valoran la primera opcién. El de Ridker et al'?,
que recoge los resultados del estudio PREVENT, in-
cluye algo mas de 500 pacientes con TEV idiopatico
que, tras 6 meses de tratamiento con cumarinicos a
nivel estdndar (INR, 2,0-3,0), fueron aleatorizados
para continuar la anticoagulacién a largo plazo, con
un nivel mas moderado (INR, 1,5-2,0) o recibir pla-
cebo. Tras la aleatorizacién, con un seguimiento me-
dio de 2,1 afios y maximo de 4,3 afios, la incidencia
de recurrencia fue del 7,2% anual en el grupo place-
boy del 2,6 % anual en los tratados, con una dife-
rencia claramente significativa (hazard ratio, 0,36;
IC95%, 0,19-0,67; p < 0,001). Por el contrario, la
incidencia de complicaciones hemorrdgicas mayores
no fue significativamente diferente entre ambos gru-
pos (0,4% anual frente a 0,9 % anual; p = 0,25).

Unos meses mds tarde, Kearon et al™ publicaban
un estudio similar en el que mas de 700 pacientes
con TEV idiopatico, que habfan recibido warfarina
durante tres o mds meses (INR, 2,0-3,0), fueron
aleatorizados para seguir a largo plazo con igual ni-
vel 0 con uno mas moderado (INR, 1,5-1,9). Tras un
seguimiento medio de 2,4 afios, la incidencia de re-
currencias fue menor en el grupo de nivel conven-
cional (0,7 % anual) que en el de nivel reducido
(1,9% anual), y este beneficio se lograba sin incre-
mentar la incidencia de hemorragia mayor (0,9 %
anual frente a 1,1 % anual; p = 0,76). Este dltimo
dato no deja de ser sorprendente, ya que a una ma-
yor intensidad de anticoagulacién cabe esperar un
incremento de complicaciones hemorragicas. Que-
da, pues, sin aclarar cudl seria el nivel éptimo de an-
ticoagulacién en tratamientos a largo plazo.

Con respecto a la segunda opcién, Schulman et a
publicaron en 2003 un estudio que inclufa 1.233 pa-
cientes con TEV que, tras 6 meses de anticoagulacién
con warfarina, fueron aleatorizados para recibir xime-
lagatran durante 18 meses, a dosis de 24 mg/12 h, in-
ferior a la recomendada en la fase aguda y en los pri-
meros meses de la profilaxis secundaria (36 mg/12 h),
o bien placebo. Al final de este plazo, 71 pacientes
(12,6 %) del grupo placebo y sélo 12 (2,8 %) de los
tratados, habfan sufrido recurrencia de TEV, sin que
hubiera diferencia alguna en la incidencia de hemo-
rragia mayor. Esta aproximacion terapéutica a la pro-
filaxis secundaria, que tiene la ventaja de no precisar
controles analiticos para ajuste de la dosis, se mues-
tra claramente prometedora.

|15

Duracién de la profilaxis secundaria
en pacientes con trombofilia

Las causas hereditarias de trombofilia conocidas
antes de 1993 eran las deficiencias de antitrombina,
proteina Cy proteina Sy, en conjunto, habian sido
detectadas como causa del TEV en séloun 5a 10%
de los pacientes'®. Los descubrimientos posterio-
res de dos mutaciones protrombdticas con una ma-
yor prevalencia en la poblacién, el factor V Leiden y
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la mutacién G20210A de la protrombina, ha eleva-
do este porcentaje por encima del 30 %, lo que ha
hecho mayor la necesidad de una estratificacion del
riesgo trombdtico que cada una de ellas comporta,
para poder establecer la duracién de la profilaxis
secundaria tras un episodio de TEV en pacientes con
trombofilia (tabla 3).

Evidentemente, la administracién de cumarinicos
a nivel estandar (INR, 2,0-3,0) da lugar a una clara
proteccién contra el TEV, pero habra que valorar en
cada caso si el riesgo trombético no es superado por
el riesgo de hemorragia mayor que esta terapéutica
conlleva y que alcanzaria un 2 a 3% anual®, con in-
cidencias probablemente mas altas en la poblacién
de edad avanzada.

En primer lugar, parece aceptado de forma gene-
ral que los portadores de trombofilia hereditaria que
permanecen asintomaticos no deben recibir anti-
coagulacién a largo plazo de forma profiléctica,
pero si deben protegerse con medidas de profilaxis
cuando se hallen sometidos a situaciones de riesgo.

Siguiendo el andlisis realizado recientemente por
Bauer'”, sélo estarfa justificada la anticoagulacién
a plazo indefinido en pacientes que hayan sufrido un
episodio trombético espontdneo y presenten un dé-
ficit de antitrombina o anticuerpos antifosfolipido o
mas de una anormalidad genética o alélica de otros
déficit congénitos, es decir, portadores de un doble
defecto u homozigotos para uno de ellos. No existe
acuerdo sobre si en este grupo deberfan incluirse los
déficits heterozigotos de proteinas Cy S.

Para el resto de causas de trombofilia, sélo seria
recomendable la anticoagulacién a largo plazo en
aquellos pacientes que han sufrido accidentes trom-
béticos espontdneos que representaron un riesgo
para la vida del paciente, como la EP masiva o la
trombosis venosa cerebral, mesentérica, portal o su-
prahepatica; asi como en pacientes que han sufrido
dos o mds accidentes trombdticos espontdneos.

En el resto de pacientes, con trombofilia heredita-
ria y un episodio de TEV asociado a un factor
de riesgo transitorio, probablemente 3 a 6 meses de
profilaxis secundaria sean suficientes. Dentro de este
grupo se puede incluir la hiperhomocisteinemia mo-
derada, con un riesgo relativo de 2,5'"® y que es un
factor de riesgo mixto, ya que puede tener una causa
genética o carencial.

Todas estas recomendaciones deben ser tomadas
con la adecuada prudencia, debido a lo limitado de
la informacién disponible y a las discrepancias que
en ella aparecen, especialmente en lo que respecta a
los resultados a largo plazo, y a que los modelos de
decisién estdn basados en hipdtesis, no siempre ple-
namente demostradas.

Dentro de las medidas de profilaxis del TEV en su-
jetos con trombofilia, hayan iniciado ya con un epi-
sodio trombético o no, debe recordarse la necesi-
dad de no asociar factores de riesgo externos, como
la administracién de anticonceptivos orales, que da

Tabla 3. Trombofilia. Prevalencia y riesgo relativo de TEV
en factores congénitos y mixtos

Factor de riesgo Prevalencia (%) Riesgo relativo

Déficit de antitrombina 0,02 50?
Déficit de proteina C 0,2 10
Déficit de proteina S ? 10?
Factor V Leiden heterozigoto 5 3-8
Factor V Leiden homozigoto 0,1 50?
Protrombina G20210A 3 3
Hiperhomocisteinemia 5-10 2,5
(> 18,5 wmol/l)
Factor VIII > 150 U/dI 11 3

TEV: tromboembolismo venoso.
Datos tomados de la literatura.

lugar a una incidencia de TEV cuatro veces superior
entre las usuarias con respecto a la poblacién sana
de igual edad, pero que cuando se asocia a la pre-
sencia de factor V Leiden (RR, 8) su asociacién pasa
a representar un factor de riesgo 35".

Conclusiones

A pesar de la falta de una total coincidencia entre
los datos expuestos, de ellos se puede deducir que
para decidir la duracién de la profilaxis secundaria
se requiere una cuidadosa valoracién del paciente,
atendiendo al tipo de accidente trombético sufrido
(TVP o EP) y a la gravedad del mismo, especialmen-
te si puso en peligro la vida del paciente. No sélo se
tendrd en cuenta si el episodio de TEV fue secunda-
rio a un factor de riesgo transitorio o duradero, sino
que también se valorard si éste era “fuerte” (cirugia
mayor, traumatismo importante o enfermedad mé-
dica mayor) o “débil” (uso de estrégenos, viajes de
larga distancia o traumatismo menor).

Destacan como pacientes de mayor riesgo los que
presentan episodios trombdticos recurrentes, espe-
cialmente si son idiopaticos, y los que han presen-
tado un episodio idiopdtico y son portadores de
trombofilia en sus formas de mayor riesgo, como los
déficit de antitrombina (y probablemente proteina C
o proteina S), los homozigotos para la mutacién
factor V Leiden o heterozigotos para dos defectos, y
también los que presentan el sindrome de anticuer-
pos antifosfolipido o neoplasia avanzada.

De los estudios mds recientes se desprende que,
una vez identificados los pacientes de mds alto riesgo,
no parece util la aplicacién de una profilaxis secun-
daria mas o menos prolongada (6 meses o un afio),
ya que, en el momento que se suspende ésta se recu-
pera el riesgo y la frecuencia de recidivas. Para estos
pacientes la indicacién serfa la anticoagulacién a lar-
go plazo. Teniendo en cuenta la morbimortalidad
asociadas al tratamiento con cumarinicos a nivel es-
tandar a tan largo plazo, probablemente serfa acon-
sejable la utilizacién de éstos a niveles mds modera-
dos o de ximelagatran, también a dosis moderada.
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Tabla 4. Duracién de la profilaxis secundaria del TEV. Recomendaciones en funcién del riesgo de recurrencia

Grupo de riesgo Caracteristicas del paciente Riesgo de recurrencia  Duracidn de la anticoagulacion
Bajo Secundario a factor de riesgo mayor reversible < 5%/afio 3 meses
(cirugfa o traumatismo mayor, enfermedad grave)
Moderado Secundario a factor de riesgo débil, (traumatismo menor, < 10%/afio 6 meses
estrégenos) sin trombofilia congénita o adquirida
Alto TEV idiopatico sin trombofilia o con Factor V Leiden
heterozigoto o mutacién G20210A de la protrombina ~ 10 %/afio 6 meses*
Muy alto TEV idiopatico y recurrente con o sin trombofilia > 12 %/afio Tratamiento prolongado

TEV idiopatico con déficit de antitrombina, proteina C
o proteina S; homozigoto factor V Leiden; doble
heterozigosidad; sindrome anticuerpo antifosfolipido;

o a plazo indefinido

neoplasia avanzada

*Puede considerarse una mayor duracion de acuerdo con la preferencia del paciente y con una revision anual.

TEV: tromboembolismo venoso.
Tomada de Hirsh y Lee, 20022°.

Una revisién que vendria a sintetizar lo hasta aquf
expuesto es la publicada Hirsh y Lee?° (tabla 4),
cuya lectura recomendamos, ya que, aparte de tener
una amplia base bibliografica, se fundamenta en
una sélida experiencia clinica.
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ACTUALIDADES EN HEMOTERAPIA

COORDINADORA: E. CAsTRO. Falta centro??, Madrid

Resumen del simposio

Desde hace ya mas de dos décadas la hemoterapia se ha orientado de una forma prioritaria hacia la se-
guridad de las transfusiones. La disponibilidad de sangre segura es un factor critico para el progreso de la
medicina y para la salud publica. Hace ahora 20 afios, aproximadamente 1 de cada 100 unidades de san-
gre transmitian el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) o el virus de la hepatitis C (VHC). Gracias a
las mejoras introducidas en la seleccién de los donantes y todas las innovaciones técnicas que vinieron,
tanto en la serologfa de estos virus como, mas recientemente la introduccién de técnicas de amplificacién de
los 4cidos nucleicos de los mismos, la seguridad ha mejorado en un factor de 1.000.

A pesar de esta inmensa mejora tenemos que pensar en cémo prevenir futuras y potenciales catdstrofes.
Entre estas posibles amenazas, algunas ya son conocidas, aunque no efectivamente tratadas, es el caso de la
contaminacién bacteriana de los componentes sanguineos, hasta ahora infravalorada pero que emerge
como problema. No en vano se calcula que 1 de cada 2.000 transfusiones de plaquetas podrian estar con-
taminadas, con reacciones fatales en muchos pacientes. Aunque el cultivo rapido de las bacterias en los
componentes sanguineos puede mejorar el problema, no lo resuelve satisfactoriamente. La potencial ame-
naza de enfermedades transmitidas por picadura de mosquitos como el paludismo o el dengue, es una ame-
naza también conocida, pero que se estd convirtiendo en un nuevo problema de salud publica que también
afecta a la seguridad transfusional. De hecho hasta hace tan sélo unos pocos afios se consideraba mas un
riesgo ligado a los viajes y por tanto de poca entidad, que se podia resolver excluyendo por 6 meses a los via-
jeros. Pero squé va a ocurrir ahora que el nimero de inmigrantes a nuestro pais procedentes de estas dreas
crece anualmente de forma exponencial? jLa misma pregunta para una nueva amenaza para nuestro sumi-
nistro de sangre, el Trypanosoma cruzi, endémico en amplias zonas del continente americano, de donde pro-
ceden mas del 50% de los inmigrantes que llegan a Espafia? Segtin un reciente estudio realizado por noso-
tros, hasta un 1% de los inmigrantes de estas dreas que se acercaron a donar en los tltimos 2 afios son
portadores de anticuerpos frente al T. cruzi. Otras amenazas del suministro de sangre las producen la Babesia
microti en amplias zonas de Estados Unidos, la leishmania es un problema en personas llegadas de Oriente
medio. Otro tipo de agentes infecciosos nuevos como la nueva variante de la enfermedad de Creutzfeld-Ja-
kob, toma cuerpo como amenaza a la transfusién desde que se han comunicado dos casos en el Reino Uni-
do transmitidos por transfusién. Mencién especial también merece la epidemia de West Nile virus, que en
los dltimos 3 afios que ha puesto en jaque a la seguridad transfusional en Estados Unidos.

Ante las nuevas amenazas no tenemos una gran capacidad de respuesta inmediata, podemos optar por la
exclusién temporal de donantes, al menos hasta que se desarrolle un test especifico, pero no deja de ser
una medida insatisfactoria e ineficiente, que ademds socava las reservas de sangre.

En nuestra era ha mejorado la capacidad de afrontar las nuevas amenazas en mucho menor tiempo que
cuando sobrevino la epidemia por VIH hace 20 afios, pero es preciso mejorar las tecnologfas y mantener el
nivel de alerta y de investigacién en este campo. Estas necesidades incluyen el desarrollo de test que permi-
tan analizar multiples patégenos simultdneamente, métodos que mejoren el almacenamiento de los com-
ponentes sanguineos por mds largo tiempo y formas mas efectivas de eliminar los patégenos de los compo-
nentes sanguineos, preservando a su vez la funcionalidad.

Por otro lado, es preciso mantener la donacién de sangre en los niveles necesarios para mantener un nivel
adecuado de suministro a los hospitales. Es preciso mejorar los conocimientos en el campo de la motivacién
de los donantes de sangre y llevar a cabo los esfuerzos necesarios para incrementar el nimero de donaciones
de sangre.

Este simposio, en linea con estas tendencias, trata dos aspectos que sin duda van a contribuir en el futu-
ro inmediato a la mejora de esta seguridad de las transfusiones.
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Por una parte se tratara la nueva legislacién, que estara centrada en las nuevas Directivas Europeas sobre
sangre (Directiva 2002/98/EC y la Directiva 2004/22/CE de 22 de marzo de 2004). Ante la inminencia de su
entrada en vigor el préximo 8 de febrero de 2005, se proponen algunas reflexiones sobre el impacto que la
misma tendrd en los centros de transfusién y hospitales de nuestro pais. La Directiva Europea tiene la inten-
cién de armonizar los niveles de seguridad en todos los paises de la Unién Europea, sentando los minimos exi-
gibles a sus miembros. Afecta fundamentalmente a la parte de la produccién de los componentes sanguineos
y no profundiza en la parte clinica de la misma. Deja ademds libertad a cada pais para hacer legislaciones mas
estrictas. Se ha hecho especial hincapié en las disparidades que se dan en diferentes Comunidades Auténo-
mas y en los problemas que algunas han de confrontar en tan corto espacio de tiempo. Para finalmente con-
cluir que el objetivo es aumentar la seguridad de la transfusion y la mejora integral del sistema hemoterdpico
espafiol y que sin dudad se traducird en un beneficio para los destinatarios finales, los pacientes.

La segunda parte de la sesién estard destinada a desgranar los aspectos mas importantes que las nuevas
tecnologias de inactivacién de patégenos en los componentes sanguineos nos van a brindar en un futuro
inmediato. A las ya conocidas y empleadas en nuestro pafs en el plasma de uso clinico y hemoderivados plas-
madticos, se une en la actualidad una tecnologia que permite el tratamiento de los concentrados de plaque-
tas para eliminar una amplia gama de agentes infecciosos, que incluyen no sélo los virus, sino las bacterias
y los pardsitos. Ademds otorgan la ventaja afiadida, al alterar la replicacién de los linfocitos T, de aportar un
producto muy seguro para prevenir la enfermedad del injerto contra huésped transfusional.

El formato de “Pro”/“Contra” permite revisar todas las ventajas, e inconvenientes que los sistemas pre-
sentan de una forma coherente y objetiva.

En la ponencia dedicada a los “Pro” el autor versara sobre las caracteristicas y forma de actuacién de
los sistemas y detallard todos los estudios de seguridad y toxicologia a los que ha sido sometida la tecno-
logia para su registro y marca CE. Por otro lado, hablara de la justificacién de su empleo, prestando espe-
cial atencién a los beneficios sobre dos amenazas infecciosas que no estdn adecuadamente tratadas en la
actualidad, como son la contaminacién bacteriana de los componentes sanguineos labiles, especialmente
las plaquetas y los nuevos virus emergentes. Asimismo versara sobre |os resultados obtenidos por los siste-
mas en su uso clinico.

En la ponencia sobre los “Contra” se revisan los puntos débiles del sistema, como la inexistencia de un tni-
co compuesto capaz de inactivar la sangre total, que obliga a tratar cada componente sanguineo con un
agente diferente. Otra posible limitacién se refiere a la capacidad de inactivacién de bajas concentraciones
de determinados virus. Las implicaciones clinicas de un producto que ve reducida su concentracién por el
tratamiento también ha de ser considerado, asi como los aspectos toxicolégicos, que aunque ampliamente
estudiados, necesitan la perspectiva del tiempo para ser completamente elucidados. También y no menos
importante se tratara el aspecto econémico, como una posible limitacién en su empleo rutinario.
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LA DIRECTIVA DE LA UNION
EUROPEA: PERSPECTIVAS

A MENOS DE UN ANO

DE SU ENTRADA EN VIGOR

R. GARCIiA DE VILLAESCUSA COLLAZO
Hospital Central de la Cruz Roja. Madrid.

En febrero de 2003 fue publicada la Directiva
2002/98/CE, en relacién con la sangre y los com-
ponentes sanguineos. En ella, se establecian los prin-
cipios fundamentales que regulardn en todo el terri-
torio de la Unién Europea, actual y futuro, normas
de calidad y seguridad para la extraccién, tratamien-
to, almacenamiento y distribucién de sangre y sus
componentes.

El objetivo que persigue dicha Directiva, es alcan-
zar un elevado y homogéneo nivel de calidad y segu-
ridad en todos los estados miembros actuales y de
incorporacién préxima, para que, cualquier ciuda-
dano de la UE, goce de las mismas y equivalentes co-
tas de seguridad transfusional, independientemente
de donde resida.

Ademds de establecer una serie de conceptos clari-
ficadores, especialmente en lo referido a la defini-
cién y actividades que podrdn realizar los Centros y
Servicios de Transfusidn, la autosuficiencia basada en
la donacidn altruista, también incorpora la obligato-
riedad de establecer sistemas de aseguramiento de la
calidad y hemovigilancia, introduce los criterios de
designacion, autorizacién y los de inspeccién periédi-
ca de todos los Centros y Servicios de Transfusién por
parte de la autoridad sanitaria, completandose la ci-
tada directiva, con los anexos técnicos que por pri-
mera vez ponen un especial énfasis en la necesidad de
vincularlos a los avances cientifico-técnicos.

El plazo para la aplicacién de la directiva y su trans-
posicién a la legislacion de los estados miembros fi-
nalizard en febrero de 2005, disponiendo de un pe-
riodo de 6 meses adicionales para su entrada en vigor.

El 30 de marzo del afio en curso, se publicé la Di-
rectiva 2004/33/CE de 22 de marzo, en la que se de-
terminan los requisitos técnicos de la sangre y los
componentes sanguineos y se adoptan las definicio-
nes comunes para la terminologfa técnica con el fin
de garantizar la aplicacién coherente de la Directiva
2002/98/CE.

En la misma, se establecen 5 anexos técnicos: Ane-
xo |, referido a las definiciones, el Anexo Il con sus
dos apartados, el primero recoge los requisitos rela-
tivos a la informacién a proporcionar a los posibles
donantes de sangre o componentes sanguineos y
el segundo apartado, detalla la informacién que el
Centro de Transfusién debe recabar de los donan-
tes en cada donacién.

El Anexo Il contempla los siguientes apartados: cri-
terios de seleccién y exclusién de donantes tanto per-
manente como definitiva e introduce como noveda-

des, la exclusién por situaciones epidemiolégicas con-
cretas asi como un apartado dedicado a los criterios
de exclusién para donantes de donacién autdloga.

El Anexo IV precisa las condiciones de almace-
namiento, transporte y distribucién asi como otros
requisitos complementarios para las donaciones
autdlogas.

Finalmente el Anexo V define los requisitos de cali-
dad y seguridad de la sangre y componentes tanto en
lo referido a las mediciones exigibles y a los resultados
admisibles asi como, se incluyen otros pardmetros
considerados tan sélo como recomendaciones.

Esta directiva es igualmente aplicable a la sangre
y componentes sanguineos importados de terceros
paises, incluidos los utilizados como materia prima
para la fabricacién de hemoderivados, los cuales de-
berdn cumplir los mismos requisitos de calidad y se-
guridad que se fijan en la misma.

La incorporacién de la Directiva 2004 a la norma-
tiva estatal sin perjuicio de lo establecido en la Di-
rectiva 2002, establece como plazo maximo el 8 de
febrero de 2005, debiendo los estados miembros
adoptar las disposiciones legales, reglamentarias y
administrativas necesarias para su cumplimiento.

La Hemoterapia Espafiola, dadas sus especiales
caracteristicas y peculiaridades, su modelo sanita-
rio descentralizado y su heterogéneo nivel de de-
sarrollo tanto en autosuficiencia como en infraes-
tructuras hemoterdpicas, presenta una especial
dificultad para su implantacién.

Ciertamente algunas comunidades auténomas se
encuentran en una posicién privilegiada para con-
seguir estar en disposicién de aplicary cumplir la
directiva en la fecha Iimite, sin embargo, otras se
encuentran muy lejos de poder lograrlo y apenas
han dado alguna sefial de mostrar un cambio de sus
sistemas hemoterapicos.

Con todo, todavia resta por desarrollar muchos as-
pectos fundamentales especialmente el marco nor-
mativo, ya que probablemente exija una revisién del
actual RD 1945/1985 que regula la Hemodonacién
y la Hemoterapia en Espafia, dicha modificacién
conlleva un tiempo al que debe sumarse la actuali-
zacién posterior de los decretos autonémicos. Ade-
mds es preciso el desarrollo e implementacién efecti-
vo de procedimientos de designacién, autorizacién y
acreditacién por parte de la autoridad sanitaria.

Especialmente preocupante pueden representar
dos aspectos claves: la inspeccién técnica de la to-
talidad de los Servicios de Transfusién y la financia-
cién de los Servicios y Centros de Transfusion.

Conrelacién a la primera cuestién, no se dispone de
un ndmero suficiente de inspectores médicos con co-
nocimientos técnicos especificos en Hemoterapia para
abordar una inspeccién técnica de todos los Centros y
Servicios de Transfusion del estado en el plazo que res-
ta para la entrada en vigor de la directiva.

Una colaboracién de la SETS a través del CAT, po-
dria ayudar a paliar este déficit, si bien el nimero de
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inspectores es también muy reducido, podrian co-
laborar con los servicios de inspeccién de la admi-
nistracion.

La designacién y algunos casos la creacién y pues-
ta en funcionamiento de Centros de Transfusién en
aquellas comunidades que todavia atin no lo han
abordado, puede que ya se encuentren en serias difi-
cultades para finalizarlo en los plazos citados.

La segunda cuestién, la financiacién de los Servi-
cios y Centros de Transfusién es otro aspecto priori-
tario ya que, al tener caracter anual, y ya que no es
posible su adopcién para el ejercicio del 2004, de-
berfa ser contemplada su inclusién en el anteproyec-
to de presupuestos para el afio 2005.

De cumplirse los requisitos de la Directiva en el
sentido estricto, los recursos actualmente emplea-
dos para la promocién, obtencién, procesamiento
y verificacién de la sangre, deberfan ser transferidos
a los Centros de Transfusién designados para poder
realizar con los mismos, dichas actividades.

Ademds, las exigencias de nuevas medidas de cali-
dad y seguridad implantadas recientemente unas
(leucorreduccidn, técnicas de dcidos nucleicos para el
escrutinio de virus) y de incorporacién en un futuro
préximo otras (inactivacién de patégenos) obliga a
un exhaustivo andlisis de costes para aproximarse al
coste real y con ello, una elaboracién presupuestaria
mas rigurosa y realista.

Por otra parte, dicha reubicacién de recursos eco-
némicos podria representar un serio problema para
los Servicios de Transfusién ya que, en muchos ca-
sos, la financiacién de los mismos es claramente in-
suficiente y sin embargo, hace preciso una redistri-
bucidén de capital humano y recursos tecnolégicos
para no generar mds ineficiencias.

Si es bien entendido, y este proceso se realiza con
inteligencia y amplitud de miras, probablemente
cabe considerarlo mds como una oportunidad que
como una amenaza, para la dotacién racional que
los Servicios de Transfusién vienen demandando en
los dltimos afios, destinando mads recursos a aquellos
aspectos que inciden mds en la seguridad, tal y como
ponen de manifiesto la gran mayorfa de los informes
de Hemovigilancia en el ambito estatal e internacio-
nal. No parece razonable seguir manteniendo posi-
ciones numantinas y si de nuevas oportunidades.

Finalmente podria ser el momento de revisar de
igual forma, las estructuras hemoterdpicas a nivel
del Ministerio de Sanidad cuya funcién de integra-
cién y coordinacién en el &mbito estatal a pesar de
los ultimos cambios, son claramente insuficientes.
Una Agencia Estatal de la Sangre a modo y semejan-
za de la de Medicamentos y Productos Sanitarios o
la de Seguridad Alimentaria, podria ser el marco
ideal para mejorary situar a Espafia en un nivel simi-
lary equiparable a los estados europeos mas avan-
zados. En cualquier caso no se deberia abordar los
futuros retos de la Medicina Transfusional con las
actuales estructuras.

Nos resta menos de un afio para conseguirlo y aun-
que disponemos de profesionales y técnicos sobra-
damente preparados para poder lograrlo, no es tiem-
po de letargos y si de pasar a la accién, procurando
hacer los deberes a tiempo para superar el examen.
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Introduction

Transfusion of blood components has been impli-
cated in the transmission of viral, bacterial, and pro-
tozoan infections'. While it is commonly recognized
that hepatitis B virus (HBV), hepatitis C virus (HCV),
cytomegalovirus (CMV), and the retroviruses, such
as human immunodeficiency virus (HIV) and the hu-
man lymphotrophic viruses (HTLV) can be trans-
mitted by transfusion of blood components, other
pathogens are emerging as potentially significant
transfusion-associated infectious agents. For example,
transfusion-transmitted infections due to T. cruzi and
B. microti have been documented**. More important-
ly, new infectious agents periodically enter the donor
population before a test is available. A highly relevant
recent example is the epidemic of West Nile virus in-
fections with confirmation of transfusion-transmitted
cases in 2002°. Testing is inherently a reactive inter-
vention that is effective only once an infectious agent
is identified, a test developed and validated, and then
implemented. In contrast, a robust pathogen reduc-
tion technology, if sufficiently effective against a broad
spectrum of pathogens, has the potential for prospec-
tive efficacy against emerging pathogens before a test
can be implemented. This review will focus primarily
on platelets treated with amotosalen HCl and UVA
light as an example of pathogen reduction, since this
product has recently received the European CE Mark
and is currently being introduced into clinical practice.

Limitations of testing

Currently, prevention of transfusion-associated vi-
ral disease depends upon pre-donation evaluation
of potential donors followed by testing for infectious



XLVI Reunion Nacional de la AEHH y XX Congreso Nacional de la SETH. Simposios 245

pathogens including: HIV-1 and -2, HTLV-I, HBV,
and HCV. In addition to these agents, blood is tested
for the syphilis pathogen (Treponema pallidum). Re-
cently, U.S. and European blood centers have initiat-
ed various methods for detection of bacterial conta-
mination of platelet components. Testing is not
routinely performed for CMV, parvovirus B19, he-
patitis A virus (HAV), hepatitis G virus (HGV), he-
patitis E virus (HEV), Epstein Barr virus, herpes virus-
es (HHV-6, HHV-8), or protozoa. Improvements in
testing have reduced the transmission of viral dis-
ease by blood components, but viruses may still con-
taminate the blood supply because diagnostic tests
may be insensitive during the “window period” and
samples with low numbers of viral copies may not
be detectable. For example, patients with occult he-
patitis B virus infections may have no detectable
anti-HBs or anti-HBc and have viral loads below
1000 IU/mL which are not reliably detectable in nu-
cleic acid assays with a pool size of 16”.

Current estimates of the residual risk of viral conta-
mination in donor samples tested with nucleic acid
detection methods vary across different geographies,
and are dependent on the prevalence of each virus
within the donor population (table 1). New agents,
such as West Nile virus (WNV) may be present in up
to 1in 6,000 blood donors who are asymptomatic
at time of donation®. Recent experience with nucleic
acid testing of pooled samples has confirmed that in-
dividual donation testing is required to detect sam-
ples with low numbers of WNV copies (1-75 pfu/mL);
and even under those conditions, not all contaminat-
ed samples can be detected. Six probable cases of
WNYV were reported associated with donor samples
containing less than 1 pfu/mL?.

Bacterial contamination of platelet concentrates
continues to be reported; and may be under report-
ed. Prior estimates of the frequency of bacterial con-
tamination range up to 0.4 % of platelet concen-
trates’. More recent surveillance data of 107,827
platelet products detected 846 confirmed contami-
nated samples (0.7 %). Of the contaminated prod-
ucts, only a portion were recalled prior to transfu-
sion'®. A similar experience has been reported for
another study of 28,104 platelet products with a
contamination rate of 0.72%'". These studies demon-

strate that bacterial culture methods are not suffi-
ciently sensitive to detect components contaminated
with small numbers of bacteria or with slow growing
bacteria since products may be released before cul-
ture results are available. Thus, use of these methods
has resulted in the release and transfusion of conta-
minated platelet components.

Limitations of leuko-reduction
and gamma irradiation

Interventions such as leuko-reduction have re-
duced the risk of some transfusion-transmitted in-
fections, such as cytomegalovirus'2. However, de-
spite the reduction of leukocytes to < 10 per blood
component, sensitive methods have confirmed
the persistence of leukocyte-associated CMV and
HTLV-1 viral nucleic acid sequences in processed
blood components''. These observations are con-
sistent with recent clinical data confirming that fol-
lowing the extensive use of leukofiltration to prevent
CMV infection, the incidence of transfusion-transmit-
ted CMV infection increased in comparison to the in-
cidence reported with use of CMV sero-negative com-
ponents'®. More importantly, leuko-reduction is not
sufficiently effective to prevent transfusion-associated
graft —versus-host disease (TA-GVHD)'%"7.

While gamma irradiation is effective for preven-
tion of TA-GVHD, the dose response curve is steep
with little margin for safety when sub-optimal radi-
ation is delivered'®. More importantly, gamma irra-
diation is generally not applied to all blood compo-
nents held in inventory, but is used selectively when a
patient at risk for TA-GVHD is identified'. With the
advent of new, highly immunosuppressive therapies,
not all patients at risk may be identified and non-ir-
radiated components may be transfused resulting
in TA-GVHD?°. Gamma irradiation creates infre-
quent DNA strand breaks, but is not sufficiently ef-
fective to inhibit cytokine synthesis and thus prevent
cytokine mediated acute transfusion reactions?®'.

Residual risk of transfusion-transmitted
infections from a patient perspective

Despite the institution of redundant tests for HIV,
HCV, and HBYV, residual risk of contamination due
to these three pathogens persists (table 1). The cu-

Table 1. Residual risk of contamination from HIV, HCV, and HBV in donors evaluated using nucleic acid testing

Virus France* Germany? Italy Spain® UK®

HIV 1:2,700,000 1:10,753,696 1:909,150 1:1,420,000 1:8,000,000
HCV 1:8,300,000 1:1,157,414 1:762,000 1:236,667 1:30,000,000
HBV 1:470,000 1:1,585,571 - 1:177,500 1:260,000
Cumulative risk 1:381,751 1:629,378 1:414,548 1:94,667 1:249,000

(HIV, HCV, HBV)

? Pillonel et al’’; ® Seifried et al°’; < Velati et al’; ¢ Alvarez et al*>; ¢ Barbara®*.

Based on data reported after implementation of nucleic acid testing in respective countries.
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mulative risk of residual contamination for these pa-
thogens is low when expressed on a per donation ba-
sis, especially with respect to repeat donors. However,
it may be more appropriate to assess residual risk on
a per patient basis. For example, patients requiring
platelet transfusions during induction treatment of
acute leukemia or hematopoietic stem cell transplan-
tation may receive an average of 8 transfusions, and
some patients many more??. Thus, the average risk
per patient during a cycle of induction therapy is at
least 8 fold higher than the risk per donation. If a
pooled product is used, then the risk must be multi-
plied by the number of donors included in the pool.

There are relatively few studies that have examined
residual risk on a per patient basis. The prospective
study of Chiu et al examined the risk of transfusion-
transmitted bacterial infections during bone marrow
transplantation. This prospective study of 3,584 pla-
telet transfusions in 161 bone marrow transplant pa-
tients requiring repeated platelet transfusions demon-
strated the risk of symptomatic bacteremia was 1 per
16 patients®. Furthermore, bacterial infection may
be asymptomatic or with delayed onset such that a
relationship to blood transfusion is not suspected.
Patients who are treated with ablative chemothe-
rapy may receive platelet transfusions through cen-
tral venous catheters. Transfusion of blood products
through central venous catheters has been associated
with an increased risk of catheter related sepsis®*. The
increased risk of catheter related sepsis may be due to
bacterial contamination of blood products and the
possible role of platelets, in particular, in supporting
the adherence of bacteria to artificial surfaces®.

For patients treated with therapeutic plasma ex-
change therapy the residual risk may be substantially
greater than for patients receiving platelets. During
treatment of thrombotic thrombocytopenic purpura
(TTP), the average patient underwent 15 therapeu-
tic plasma exchanges with 1 to 1.5 blood volumes of
replacement donor plasma?®. One course of treat-
ment could result in exposure to 160 donations. For
this patient population, the cumulative residual risk
for HIV, HBV, and HCV could be as high as 1 in
587 patients in Spain, based on post nucleic acid
testing data (table 1).

Moreover, following occurrence of disasters that
encourage many new first-time donors, the residual
risk may increase by as much as four-fold due to the
influx of first-time donors?”. Current testing strategies
only test for four viruses (HIV, HBV, HCV, and
HTLV); but other pathogens may be present in dona-
tions and the prevalence may vary considerably in dif-
ferent geographic regions, in different donor popu-
lations, and during certain seasons such as the recent
West Nile virus epidemic in the United States®.

Potential objections to pathogen inactivation
Since pathogen reduction technology requires the
use of chemical reagents, with or without light, the

safety of treated blood components, and the func-
tion of the treated components is a relevant issue.
In addition, the implementation of pathogen reduc-
tion technology requires a change in the operation
procedures of blood centers with potential impact
on the cost of blood components. Each of these fac-
tors may be considered as a potential objection to
pathogen inactivation and merits consideration.

Safety assessment of pathogen inactivation processes

Relatively few technologies used in the preparation
of blood components have been rigorously evaluat-
ed in pre-clinical and clinical trials. Introduction of
potentially active compounds into blood compo-
nents requires careful evaluation. Currently, only
one method for pathogen inactivation treatment of
platelet components has received the CE Mark for
use in European blood centers??. This method uti-
lizes a psoralen compound, amotosalen HCI, and
long wavelength ultraviolet light (UVA) to inactivate
pathogens and residual leukocytes?®. The develop-
mental program for this technology was conducted
as for a new pharmaceutical, although the residual
psoralen has no intended pharmacologic activity®.
A similar program was conducted for the same tech-
nology as applied to plasma®. Because pathogen re-
duction methods may target nucleic acid, evaluation
of potential carcinogenic effects has been a specific
focus of the development program for the psoralen
technologies®’. Assay systems to assess carcinogenic
potential have been developed using transgenic mice
heterozygous for the p53 mutation. This test system
is particularly relevant for platelet components treat-
ed with psoralens since patients who receive plate-
lets may have a genetic predisposition to neoplasia.
The p53 knockout mouse assay requires repeated
intravenous administration of test articles over a
six-month period, which comprises approximately
25% of the murine life span. Thus, this assay pro-
vides valuable information regarding repeated ad-
minstration and long-term safety in animals with a
genetic pre-disposition to cancer.

Other key issues that have been raised regarding
the safety of pathogen reduction are long-term safe-
ty, safety for pediatric patients, and safety for preg-
nant patients. Long-term safety is not readily assess-
able through clinical studies, and pre-clinical studies
must form the basis for evaluating long-term safety.
In contrast to medications that are administered
daily for long periods of time, platelet transfusions
are generally administered for short periods which
may be repeated after transfusion-free intervals. To
assess the long term safety of platelets treated with
amotosalen, animal models were used in which test
article doses (25 mL/kg) five times the clinical dose
of platelets (5 mL/kg) were administered to animals
daily for up to nine months?*>*°. The period of expo-
sure covered 25 to 30 % of the expected life span of
the test animals. For platelets and plasma treated
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with amotosalen and UVA light, no toxicities were
observed. Likewise, reproductive toxicity studies with
amotosalen have been conducted to evaluate poten-
tial effects during pregnancy and the peri-natal peri-
od*2. No effects have been observed in pregnant an-
imals. Recently, studies were conducted in juvenile
animals using amotosalen HCl and platelets and
plasma prepared with amotosalen HCI. No toxic ef-
fects were observed during the early developmental
stage of these animals. Other studies established
that the kinetics of clearance of residual amotos-
alen after transfusion of platelets or plasma were
similar in humans and multiple animal species indi-
cating that animal models to assess toxicity were
based on similar peak plasma levels of amotos-
alen?3. Similar studies have not been reported for
plasma treated with methylene blue®*.

Evaluation of safety during clinical trials is another
important component of the development program
for pathogen inactivation technology. For the amo-
tosalen HCl pathogen reduction treatment, clinical
safety was assessed in multiple clinical trials for both
platelets and plasma. For platelets, studies were de-
signed to mimic the clinical conditions in which
platelets may be transfused every 1 to 3 days for up
to 56 days followed by a second cycle of transfusion
if patients continued or returned for additional ther-
apy. In a randomized, controlled study of 103 pa-
tients transfused with buffy coat platelets prepared
with amotosalen HCl in comparison to convention-
al platelets, no substantial safety issues were ob-
served??. In a second randomized, controlled study
of 645 patients transfused with single donor pla-
telets prepared with amotosalen HCl and UVA light
compared to conventional platelets, no differences
in the incidence of grade 3/4 or serious adverse
events were observed®>. After the introduction of this
technology into clinical use, a haemovigilance re-
porting network was developed to collect addition-
al safety information, this process is ongoing.

Functional efficacy of components treated
with pathogen reduction technology

The retention of functional efficacy following
pathogen reduction treatment is critical. Functional
efficacy can be evaluated by in vitro assays, but more
relevant is demonstration of therapeutic efficacy in
randomized clinical trials. The therapeutic efficacy of
platelets prepared with amotosalen HCl and UVA
light has been evaluated in three randomized clinical
trials. In a study of 103 patients randomized to re-
ceive either treated platelets or conventional platelets
for up to 56 days, comparable count increments and
hemostasis were observed between the treatment
groups??. A larger randomized, controlled clinical
trial was used to assess the hemostatic efficacy of
platelets treated with amotosalen HCl and UVA in
comparison to conventional platelets®>. The primary
endpoint of this study was the incidence of grade 2

bleeding (WHO scale). Secondary endpoints includ-
ed higher grade bleeding and count increments. This
study demonstrated that grade 2 bleeding and higher
grade bleeding was equivalent between the treatment
groups. Patients transfused with platelets treated
with pathogen reduction had lower 1 and 24-hour
count increments, a shorter interval between trans-
fusions, and required more platelet transfusions.
However, some of these differences may have been
attributable to the use of a prototype device result-
ing in smaller platelet doses. A subsequent study with
an integrated processing set did not show an in-
creased requirement for more platelet transfusions®.

Cost-effectiveness of the pathogen
inactivation processes

The economics of introducing a new technology
such as pathogen inactivation are relevant to consid-
eration of whether the technology merits adoption.
The current foundation to insure safety of labile blood
components is donor screening and testing, most re-
cently including nucleic acid testing for HIV, HCV, and
in some countries HBV. In order to increase sensitivity
to detect these pathogens, multiple assays for each
pathogen are used. With the implementation of addi-
tional tests, very few tests have been removed, thus the
cost effectiveness of each additional test is lowered
and the cost to identify each contaminated donation
increases. For example, the cost of preventing one
case of severe HCV-related disease per year in France
has been estimated at 79,000,000 €. Inthe U.S., it is
estimated that nucleic acid testing will cost between
$4,700,000 and $11,200,000 per quality life-year
saved?®. Recently, bacterial culture testing for all
platelet components was initiated in some countries,
and this has added additional cost to the prepara-
tion of platelet components without preventing the
transfusion of contaminated platelet components'®.

Pathogen reduction technology offers the potential
to exchange or remove certain costs from the system
that will improve cost effectiveness for this technolo-
gy (table 2). Each of these potential changes will re-
duce the cost of preparing platelet components, and
some of these have already been achieved by blood
centers adopting pathogen reduction technology.
Based on initial experience, pathogen reduction tech-
nology appears to fit within blood center routine
manufacturing requirements®.

The rationale for pathogen inactivation
of labile blood components

Testing remains a reactive strategy to insure blood
component safety. A complementary approach to
improving the safety of blood component transfu-
sion is inactivation of infectious pathogens in blood
components. Furthermore, a technology capable of
inactivating residual leukocytes confers additional
benefits, due a variety of adverse immune events
ranging in severity from febrile transfusion reac-
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Table 2. Potential areas for cost savings with use
of pathogen reduction technology

Bacterial cultures

CMV serologic testing

Gamma irradiation

Increased volunteer donor plasma yield

Single donation nucleic acid testing

Avoidance of new tests: Parvovirus B19, West Nile virus,
EBV, HHV-6, HHV-8

Extension of platelet storage

Removal of donor travel restrictions

Shift of platelet inventory from single donor to whole
blood pooled components

tions*” alloimmunization*!, and graft-versus-host
disease??*?. The efficacy for pathogen reduction
technology depends on the specific characteristics of
each system. As an example, amotosalen HCl and
UVA light has demonstrated broad efficacy against
enveloped viruses, bacteria, and a spectrum of non-
enveloped viruses***. Additional studies have show
that the technology is effective against protozoa*
and emerging pathogens*®*.

Earlier studies have shown that a robust pathogen
inactivation process effectively inactivates leukocytes
with inhibition of T-cell proliferation, cytokine syn-
thesis, and presentation of leukocyte activation anti-
gens®"*849 These effects may have contributed to the
reduced incidence of acute transfusion reactions ob-
served during a randomized clinical trial**>. Moreover,
the lower concentration of allogeneic plasma used
with pathogen reduction may contribute to fewer al-
lergic transfusion reactions due to allogeneic plasma
proteins®® and ultimately to a reduction in the inci-
dence of transfusion related acute lung injury.

In conclusion, pathogen reduction technology has
the potential to improve the prevention of trans-
fusion-transmitted infections. Development programs
have been conducted to provide information to de-
monstrate large safety margins based on pre-clinical
studies and comparable post-transfusion clearance of
residual compounds in animals and humans. Ran-
domized clinical trials have been conducted to provide
sufficient information to assess the safety profile and
the functional efficacy of blood components prepared
with pathogen reduction technology.
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THE CASE AGAINST PATHOGEN

INACTIVATION IN TRANSFUSION

J.P. ALLaN
Department of Haematology, University of Cambridge

In the late 80s-early 90s, considerable emphasis
was put on improving blood safety as a consequence
of the HIV crisis. Among the many approaches, two
competed: nucleic acid testing (NAT) by amplifica-
tion methods and viral (pathogen) inactivation (PI).
In 2004, NAT for HCV RNA is implemented in North

America, the European Union, Japan and Australa-
sia. Solvent detergent (SD) or heat treatment is ap-
plied to all plasma derivatives. Some fresh frozen plas-
ma (FFP) is SD treated or methylene blue treated and
some platelet concentrates (PC) are treated with
Amotosalen S59; the only Pl agent in clinical use.
The current methods of PI (S59, S303, Inactine, ri-
boflavin) have in common to inactivate infectious
agents by forming stable bonds on nucleic acids, pre-
venting replication. The activity of these compounds
therefore includes a broad spectrum of potential
causes of transfusion-related side effects or risks. They
range from viruses, to bacteria, parasites, nucleated
cells causing not only infections but also immunolog-
ical side effects such as graft versus host disease
(GVHD) or microchimerism. This apparently univer-
sal solution to eliminate transfusion risk and allow-
ing to approach the optimal “zero risk”, however, has
a number of intrinsic potential problems and is re-
dundant with a number of safety measures of a differ-
ent nature implemented over the years to limit some
particular side effects covered by Pl compounds.

1. The inherent problems are that none of the
proposed compounds is applicable to whole blood
from which safe components can be produced. S59
is applicable only to FFP and platelets, SD and
Methylene blue only to FFP, S303 and Inactine only
to Red cell concentrates (RCC). Ensuring the safety
of all components would require at least two prod-
ucts and three procedures, each of them at high
cost. At the price proposed for Amotosalen applied
to PC, Pl-treated components derived from a unit
of blood would more than double the current price
ranging between € 150 and 250.

2. There remain some problems regarding the ef-
ficacy of Pl with some infectious agents depending
on the concentration and the accessibility of targets’
nucleic acids. For viruses, human erythroviruses such
as parvovirus B19 are not only in concentration as
high as 10E14 during the window period but also
presents a very tight capsid difficult to penetrate by
Amotosalen for instance. Some bacteria are forming
spores that are more difficult to penetrate. Most
parasites, particularly plasmodia are present in the
human host in various forms, probably differently
accessible, and only parasites obtained in culture
have been inactivated experimentally. Data convinc-
ingly providing evidence that these various caveats
can be lifted needs to be generated.

3. PI treatment affects blood cells sufficiently
to raise questions about the applicability of the
procedure to clinical products. Amotosalen-treated
platelets either from buffy coat or apheresis have a re-
covery approximately 20 % lower than untreated prod-
ucts, although this does not affect significantly
platelet half-life or clinical efficacy™?. However, since
monitoring of treated patients is often based on
platelet count, the number of units transfused and
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the cost of treatment might be affected. During the
phase Il clinical trials of RCC treated with either S303
or Inactine, the interaction of the compound with the
red cell surface proteins elicited rare cases of antibod-
ies to neo-antigens that led to the interruption of the
development programmes of both products.

4. Although riboflavin and methylene blue have
been used clinically for long periods of time and are
considered innocuous, Amotosalen, S303 and Inac-
tive are considered toxic and having potential geno-
toxicity. This is why devices have been introduced to
remove these compounds after the inactivation step.
RCC extensive washing is used to remove Inactine and
affinity absorption to deplete S59 and S303°. Despite
these removals, traces of the compounds remains in
the clinical products and long term toxicity is still con-
sidered by some an issue, particularly in patients re-
ceiving multiple transfusion of Pl-treated products.

A number of procedures have been implemented
or developed that address a series of transfusion side
effects that are targeted by Pl procedures. The risk of
infection with HCV and HIV has been virtually elimi-
nated by NAT and new triplex NAT adding HBV DNA
to the other two viral genomes’ detection are cur-
rently assessed and will soon be available in fully au-
tomated systems*>. Leucodepletion is fully imple-
mented in several countries to limit the risk either of
v(CJD as in the UK or alloimmunisation and infection
with intra-cellular viruses as in France, the USA and
the Netherlands. There is evidence however that leu-
codepletion is mostly, but not completely, effective to
prevent CMV and HTLV-I infections post-transfu-
sion®’. PI has the capacity of inactivating viruses that
are not currently considered for blood screening, are
emerging, or still unknown. Epstein Barr virus and
parvovirus B19 are among the first group, TT virus,
SEN virus and GBV-C virus are in the second>®. There
is evidence that Pl indeed inactivates these viruses
but, at least for the three emerging viruses, there is no
evidence that they meet the criteria of low prevalence
and pathogenicity that are required to justify blood
screening, although, they are clearly transmissible by
transfusion. Unknown viruses will be likely inactivat-
ed by Pl but, as the newly discovered viruses, they are
likely to be little or not pathogenic.

Bacterial contamination of blood components
has been a major subject of concern over the past
few years and various methods have been proposed
to prevent the transfusion of contaminated blood
components. Culture of aerobic and, in some cases,
anaerobic bacteria have been implemented in some
countries and systems such as Bactalert seems to be
rapidly progressing in the blood banking industry.
The long delay of up to 48 hours post-collection to
obtain a result is an issue that various genomic am-
plification-based methods of bacterial detection at-
tempted to address. However, none of these meth-
ods is currently satisfactory or in routine use.

The prevention of transfusion-related malaria trans-
mission is currently addressed in most developed
countries where rare cases of malarial transmission
have been described®. It relies essentially on a ques-
tionnaire asking candidate donors to indicate their
country of origin and recent travels. If the answers in-
clude a country where malaria is endemic, donors are
deferred. This approach is overall effective but pre-
sents the considerable disadvantage of deferring a rel-
atively large number of donors whose blood is per-
fectly safe and who are unlikely to return as donors
when their exclusion time is past. NAT and antibody
to plasmodium have been proposed and occasional-
ly implemented to address this issue but their cost ef-
fectiveness is questionable. Similarly, questions for de-
ferring donors who have lived or traveled to endemic
areas for trypanosoma Cruzi are asked and donors
from Latin America are excluded'’. Antibody screen-
ing already implemented in endemic areas are consid-
ered for donor screening in non-endemic areas.

GVHD caused by transfusion is a severe although
rare complication of transfusion to immunodeficient
recipients such as bone marrow or stem cells or or-
gan transplantation patients. Blood products in-
tended for these patients are currently gamma irra-
diated to inactivate the proliferation of lymphocytes.

The list of potential methods to prevent most re-
maining side effects of transfusion is long and few of
them appear fully effective. Their cumulated cost has
not been systematically considered for comparison
with predicted Pl costs. The bearing of such multiplic-
ity of procedures on blood banking operations and
on the potential for errors they may generate has not
been fully addressed. Only a direct comparison of
cost versus efficacy between Pl and other methods
intended to limit or eliminate the same risks attached
to transfusion can provide the needed evidence to
make a rational choice between the various options.

References

1. Van Rhenen D, Gulliksson H, Cazenave JP, et al. Transfusion of pooled
buffy coat platelet components prepared with photochemical pathogen
inactivation treatment: The euroSPRITE trial. Blood 2003;101:2426-33.

2. McCullough J, Coutre S, Vesole DH, et al. Therapeutic Efficacy and
Safety of Platelets Treated with a Photochemical Process for Pathogen
Inactivation: The SPRINT Trial. Blood In press, 2004.

3. Chapman JR, Moore K, Butterworth BE. Pathogen inactivation of RBCs:
PEN110 reproductive toxicology studies. Transfusion 2003;43:1386-93.

4. Allain JP. Genomic screening for blood-borne viruses in transfusion
settings. Clin Lab Haematol 2000;22:1-10.

5. Allain JP, Thomas |, Sauleda S. Nucleic acid testing for emerging viral in-
fections. Transfusion Medicine 2002;12:275-83.

6. Pennington J, Taylor GP, Sutherland J, Davis RE, Seghatchian J, Allain
JP, et al. Persistence of HTLV-I in blood components after leucocyte
depletion. Blood 2002;100:677-81.

7. KleinmanS, Chan P, Robillard P. Risks associated with transfusion of cel-
lular blood components in Canada. Transfus Med Rev 2003;17:120-62.

8. Jordan J, Tiangco B, Kiss J, et al. Human parvovirus B19: prevalence of
viral DNA in volunteer blood donors and clinical outcomes of transfu-
sion recipients. Vox Sang 1998;75:97-102.

9. Mungai M, Tegtmeier G, Chamberland M, et al. Transfusion-transmit-
ted malaria in the United States from 1963-1999. N Engl ) Med 2001;
344:1973-8.

10. Leiby DA, Read EJ, Lenes BA, et al. Seroepidemiology of Trypanosoma
cruzi, etiologic agent of Chagas’ disease, in US blood donors. ] Infect Dis
1997;176:1047-52.



