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Editorial

Personal reflections on the Sticky Platelet Syndrome (SPS)

Peter Kubisz, prof., M.D., D.Sc

Once a platelet says to his comrades: lets aggregate, let it be our
way. Though the clinicians liked our clotting, we can not all the time,

ticky platelet syndrome (SPS) is a thrombophilic

thrombocytopathy with familial occurrence and

autosomal dominant trait, characterized by an
increased in vitro platelet aggregation in response to low
concentrations of adenosine diphosphate (ADP) and/or
epinephrine (EPI).!? SPS was for the first time publicly
described as a separate clinical syndrome by Holiday and
associates at the Ninth International Joint Conference on
Stroke and Cerebral Circulation in Arizona in 1983.° The
relation between platelet hyperaggregability and ischemic
stroke was initially recognized by al-Mefty et al in 1979.*
In 1984, Mammen treated a female patient who suffered
from myocardial infarction during the third trimester of
her first pregnancy and in whom the extensive laboratory
testing of hemostasis revealed no abnormalities except in
vitro increased platelet aggregation after ADP and EPI.°
In the following years, Mammen and associates published
their studies on a larger series of patients, defined genera-
lly accepted laboratory diagnostic criteria, and proposed
two types (I and II) of the syndrome.>® In the late 2000s,
Miihlfeld et al® and El-Amm et al'® regarded the syndro-

Department of Hematology and Transfusion Medicine, National
Center of Hemostasis and Thrombosis, Jessenius Faculty of Me-
dicine, Comenius University, Kollarova 2, 036 59 Martin, Slovakia
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it is not our wish! It is our destiny. No one understands us.

G.V. Born

me as a possible cause of thrombotic complications and
impaired function of the graft in kidney transplantation.
Throughout the years, several studies focused on the etio-
logy and pathogenesis of the syndrome, but they had failed
to fully reveal the genetic basis underlying the syndrome. !
Physicians working in different fields of medicine were
interested in the SPS research in recent years (cardiology,
surgery, and ophthalmology).'>'*

Since 2002 the methods for diagnosis of SPS were
introduced in Martin (The National Center of Hemostasis
and Thrombosis in Slovakia). Currently, our Working
Group devotes to all areas of hemostasis systematically,
with the main emphasis on primary hemostasis. This group
composes of 11 members (Dobrotova, Holly, Chudej,
Chudy, Chuda, Ivankova, Lisa, Plamenova, Stasko, Sokol
and Skerenova). We appreciate international cooperation
with our Czech colleagues, Danubian League against
Thrombosis and Haemorrhagic Disorders (DLTH), Inter-
national Society on Thrombosis and Hemostasis (ISTH)
and Grupo Cooperativo Latinoamericano de Hemostasia
y Trombosis (CLAHT).

Over 1500 people were examined on SPS since 2002.
SPS was confirmed in 315 people. The most common
clinical manifestation in our group of patients was: deep
vein thrombosis, abortion, stroke, myocardial infarction,
thrombophlebitis, and retinal vein occlusion. Also, we
found arterial thrombosis in approximately two-thirds of
all patients with SPS (with stroke and coronary syndro-
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mes). SPS Type Il is the most common in our population,
SPS Type 11 is rare. This is very interesting because both
SPS Type I and III are more frequent than SPS Type II in
the Mexican population.'> However, the aim of our work
is not just a statistical analysis of SPS occurrence, but
especially revealing its causes. It has been supposed that
glycoprotein receptors on the platelet surface membrane
may be involved, its abnormality leading into platelet hy-
perfunction. Up to now, no molecular substrate has been
found to explain the platelet hyperaggregability. This being
the reason why only few research groups have accepted
this entity as a true thrombophilic condition. Our research
had focused on GPIIla, Gas6, and GPVI proteins. These
glycoproteins were interesting because certain mutations
in their genes were shown to modulate the risk of throm-
bosis event in humans. In our studies, we have confirmed
for the first time that the SPS has probably the polygenic
mode of inheritance. Each gene locus had an independent
effect on a single phenotype. Therefore, hyperagregability
seems a phenotypic expression of several genes. There is
an open question: are there genes of small or large effect?
Further research in this area is needed. Platelets still hiding
other secrets. !

Despite several unresolved issues and likely infrequent
prevalence in general population, sticky platelet syndrome
seems to be a disorder relevant for clinical practice. With
its affection of predominantly young adults, relation to
fertility issues, familial occurrence, distinct laboratory
diagnostics, and treatment.'"!®

REFERENCES

1. Mammen, EF. Ten-years” experience with the “Sticky platelet
syndrome*. Clin Appl Thromb Hemost 1995;1:66-72.

2. Cesarman-Maus G. Miths and reality of the sticky platelet
syndrome. Rev Hematol Mex 2011;12:55-56.

10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

Holiday PL, Mammen E, Gilroy J. Sticky platelet syndrome and
cerebral infarction in young adults. Paper presented at: The
Ninth International Joint Conference on Stroke and Cerebral
Circulation 1983; Phoenix, AZ, USA.

al-Mefty O, Marano G, Raiaraman S, Nugent GR, Rodman
N. Transient ischemic attacks due to increased platelet ag-
gregation and adhesiveness. Ultrastructural and functional
correlation. J Neurosurg 1979;50:449-453.

Mammen EF. Ten years’ experience with the “Sticky platelet
syndrome”. Clin Appl Thromb Hemost 1995;1:66-72.
Rubenfire M, Blevins RD, Barnhart M, Housholder S, Selik
N, Mammen EF. Platelet hyperaggregability in patients with
chest pain and angiographically normal coronary arteries. Am
J Cardiol 1986;57:657-660.

Mammen EF, Barnhart M, Selik NR, Gilroy J, Klepach GL.
“Sticky platelet syndrome”: a congenital platelet abnormality
predisposing to thrombosis? Folia Haematol Int Mag Klin
Morphol Blutforsch 1988;115:361-365.

Mammen EF. Sticky platelet syndrome. Semin Thromb Hemost
1999;25: 361-365

Muhlfeld AS, Ketteler M, Schwamborn K, et al. Sticky platelet
syndrome: an underrecognized cause of graft dysfunction and
thromboembolic complications in renal transplant recipients.
Am J Transplant 2007;7:1865-1868.

EI-Amm JM, Andersen J, Gruber SA. Sticky platelet syndrome:
a manageable risk factor for posttransplant thromboembolic
events. Am J Transplant 2008;8:465.

Kubisz P, Stasko J, Holly P. Sticky Platelet Syndrome. Semin
Thromb Hemost 2013;39:674-683.

Randhawa S, Van Stavern GP. Sticky platelet syndrome
and anteri- or ischaemic optic neuropathy. Clin Experiment
Ophthalmol 2007;35:779-781.

Bojalian MO, Akingba AG, Andersen JC, et al. Sticky platelet
syndrome: an unusual presentation of arterial ischemia. Ann
Vasc Surg 2010;24:e1-e6.

Gehoff A, Kluge JG, Gehoff P, et al. Recurrent strokes under
anticoagulation therapy: Sticky platelet syndrome combined with
a patent foramen ovale. J Cardiovasc Dis Res 2011;2:68-70.
Ruiz-Arglelles GJ, Lopez-Martinez B, Valdés-Tapia P, Gomez-
Rangel JD, Reyes-Nufez V, Garcés-Eisele J. Primary throm-
bophilia in Mexico. V. A comprehensive prospective study
indicates that most cases are multifactorial. Am J Hematol
2005;78:21-26.

Sokol J, Biringer K, Skerenova M, Hasko M, Bartosova L,
Stasko J, Danko J, Kubisz P. Platelet aggregation abnormali-
ties in patients with fetal losses: the GP6 gene polymorphism.
Fertility and Sterility 2012;98:1170-1174.

160

Revista de Hematologia Volumen 14, nim. 4, octubre-diciembre 2013



Revista de

Hematologia

Rev Hematol Mex 2013;14:161-165

La Odisea en Hematologia
Alberto A. Palacios Boix

Editorial

Zarpar hacia itaca

Desde la Antigiliedad, la sangre y su contenido han atraido
la atencion de los hombres y los médicos. Investida por la
teoria de los humores propuesta por Hipdcrates (460- 377
a.n.e.), la sangre acarrea las metaforas de la vida y su per-
manencia. Pero no fue hasta los descubrimientos seminales
de William Harvey (1628) en que la circulacion adquirid
una dimensién fisica y quimica. Si bien los hallazgos
celulares y las técnicas de coagulacion lo anticiparon, la
Hematologia se ha visto revolucionada con la patologia
clinica y la inmunologia del siglo XX. Mas radicalmente,
por los avances moleculares que han impactado en la su-
pervivencia de enfermedades linfo y mieloproliferativas,
lo que abre una dimensioén inusitada en este fascinante
campo del conocimiento cientifico.

El concilio de los dioses

Como sabemos por el poema épico referido, las mejores
armas de la ciencia son la astucia (métis) y la perseve-
rancia. Odiseo escapa de los diversos obstaculos que le
impone su regreso a la tierra prometida, taca, gracias a
Palas Atenea, su fuente de inspiracion y recursos, urdiendo
audaces réplicas y disfraces para encontrar la soluciéon a
sus dificultades. En Hematologia, el empleo de técnicas de
extraccion, mantenimiento, licuacion y modificacion de los
componentes formes y fluidos ha sido determinante para el
descubrimiento de beneficios para los pacientes en diversas
ramas de la Medicina. Aqui vale sefialar las contribucio-
nes de van Leeuwenhoek (1628), primero en describir
los componentes sanguineos; Christopher Wren (1656)
y JC Major (1662), los primeros en aplicar inyecciones

www.nietoeditores.com.mx

endovenosas a animales y humanos, respectivamente; y
de Richard Lower y Jean Baptist Denis (1667), quienes
aplicaron la primera transfusion sanguinea documentada
en la Historia, que fue prohibida por orden eclesidstica,
retrasando con ello tan necesario recurso otros 150 afios.

Telémaco

Hubo de pasar un siglo entero para que los alcances de
la microscopia y el apego a la verdad cientifica, rindieran
nuevos resultados. Considerado el “padre de la Hematolo-
gia”, William Hewson (1739- 1774) cirujano formado en la
Newcastle Infirmary y elegido a la Royal Society en 1770,
describio las diferencias morfoldgicas entre eritrocitos y
leucocitos. Ademas, hipotetizo la existencia de un sistema
linfatico y aisld la fibrina. Poco antes de morir propuso
el concepto de que los eritrocitos tienen membrana, algo
que no pudo probar y que cay6 en el olvido.

Dejar a Calipso

Un capitulo crucial en el desarrollo de la Hematologia
moderna lo constituye el empleo de transfusiones con fines
terapéuticos, precursor del transplante de médula 6sea y
la reposicion de elementos formadores de colonias en la
inmunopatologia actual. La primera transfusion exitosa de
sangre completa se hizo en el Hospital Guy’s (segunda casa
de quien esto escribe) para tratar una hemorragia postparto.
Su autor, James Blundell, obstetra londinense graduado
en Edimburgo, extrajo cuatro onzas de sangre del marido
y se las transfundio6 a la parturienta, evitando su muerte
inminente. En los siguientes diez afios practico diversas
transfusiones en condiciones analogas, con ¢éxito rotundo
en cirugia abdominal y obstetricia. Como gran innovador,
publico sus observaciones exhaustivas y discretas en el
Lancet como se aprecia en la Figura 1.
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THE LANCET.
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El valor de este trabajo permitié aplicar la primera
transfusion a un paciente hemofilico en el hospital Saint
George’s de Londres (1840), identificar las plaquetas
como un componente esencial de la coagulacion (Alexan-
dre Donne en 1842) y sentar las bases para la antisepsia,
que el cirujano inglés John Lister (1867) establecid para
combatir infecciones, justamente durante las transfusiones
sanguineas.

Nausicaa y Alcinoo

El romanticismo en Europa sirvié de telon de fondo para
los descubrimientos que dieron un giro determinante a la
Hematologia. Como las aventuras de Odiseo, prometian
enlaces y distracciones que no se materializaron, gracias
a la aguda observacion cientifica de grandes investigado-
res. Baste mencionar algunos ejemplos ilustres. Antes de

trascender en su descripcion de los anticuerpos y el empleo
de neosalvarsan en sifilis (el famoso compuesto “Ehrlich
914”), el bacteridlogo del Hospital Charité en Berlin, Paul
Ehrlich, fue quien identificé los componentes formes de
la sangre con sus técnicas de tincion al microscopio. En
1908, Ehrlich compartié el Premio Nobel de Medicina
y Fisiologia con el bacteriélogo Ilya Méchnicov por sus
contribuciones a la inmunologia celular y humoral.

Sin duda, fueron Rudolf Virchow (1821-1902), el
eminente patélogo prusiano, y Karl Landsteiner (1868
-1943) quienes acumularon las leyendas y allanaron el
camino a [taca.

El primero se acredita como el fundador de la teoria ce-
lular (de ahi su famoso epigrama, Omnis cellula e cellula) y
con ello, el descubrimiento de las células que caracterizan
las leucemias. Demostr6é también la importancia de la
fibrina en el proceso de coagulacion y acufio los términos
embolismo y trombosis, vigentes hasta nuestros dias. Una
aportacion que se extendio a diversas especialidades fue su
descripcion del proceso inflamatorio, con la cascada de fac-
tores procoagulantes y cicatriciales en juego. A este ilustre
personaje de la vida politica alemana debemos la triada de
Virchow, presente en toda flebotrombosis: hipercoagula-
bilidad, cambios hemodinamicos y disfuncion endotelial.
Con ella se anticipd un siglo y medio al papel activo del
endotelio vascular en los fendmenos de trombofilia.

Landsteiner fue otro gigante cientifico, cuya detallada
descripcion de las aglutininas permitié establecer los
grupos sanguineos y el factor Rhesus en la coagulacion. A
su extraordinaria vision debemos la posibilidad de haber
hecho segura toda transfusion y ofrecer el sedimento para
investigar la esencia inmunologica de los transplantes de
tejidos y de elementos celulares.

Los lestrigiones y la hechicera Circe

Muchos obstaculos, de orden circunstancial y ante todo, la
injerencia de la Gran Guerra (1914-1918) que devastaria
Europa y dividiria lealtades, interfirieron con la difusion
de los hallazgos cientificos a principios del siglo XX. El
citrato de sodio se empled por primera vez para conservar
residuos de sangre para uso en hospitales militares (1914) y
la literatura médica se abrid paso lento entre los conflictos
bélicos y sus rezagos. Apenas sanadas las heridas, en 1924
se publican simultaneamente a ambos lados del Atlantico
Pediatrics, la primera revista dedicada a la Hematologia
infantil y Traité d’hématologie clinique, donde el Dr.
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Rieux (homoénimo del médico protagonista de La Peste de
Albert Camus) establece los requerimientos del laboratorio
de Hematologia: microscopio, hematimetro, hematosco-
pio, centrifuga, laminillas, colorantes y accesorios. Ese
mismo afio se propone el concepto de sistema reticulo
endotelial (Aschoff'y Kiyono) con el advenimiento de un
tercer tipo de leucemia, la monocitica.

En el encierro de los laboratorios por aquellos afios de
entre guerras se materializo la sofisticacion de las técnicas
de tincion celular que abririan la puerta a la clasificacion
morfologica de las afecciones sanguineas. Y, mientras
Hitler lanzaba sus arengas a la conquista de la Polonia
de Ehrlich y Marie Curie, en el Cook County Hospital
de Chicago se instalaba el primer banco de sangre (1936)
y se ingeniaba la prueba de Coombs en Cambridge, que
habria de esperar el desenlace de las hostilidades para
salir al mundo.

Mas atin, la versatilidad de la exploracion de la médu-
la 6sea (que data de los estudios de Arinkin en 1929) se
establecio apenas reparado el dafio de la posguerra por
el Dr. Weil, pionero en el empleo de un trocar tipo Kuss
con anestesia local para aspirados que después teiiiria con
Giemsa y May-Grunwald (colorantes disefiados respecti-
vamente en 1900 y 1901), que ha sido de enorme utilidad
en el diagnodstico a la vera del enfermo.

Ulises

Entre las contribuciones mas significativas que cruzaron
mares y derrotaron ciclopes (aquellos de vision restrin-
gida) esta la trayectoria del Dr. Maxwell Wintrobe, cuyo
texto de la especialidad se publico durante seis décadas
bajo su tutela. Zarpo de Manitoba, donde su preeminencia
y su entusiasmo juvenil lo embarcaron hasta las riberas del
Mississippi. Ahi, en la Universidad de Tulane, descubri6
las vertientes de la sangre y disefi6 el tubo para hematocrito
que lleva su nombre, siendo el primero en documentar
estadisticamente los valores normales en sangre para
adultos y nifios. Es notable que su carrera metedrica se
basara en la adquisicion de datos tan simples y a la vez tan
indispensables para el reconocimiento de lo patoldgico,
que sentaron las bases para la descripcion morfologica
de las anemias.

Como el Dr. Ruiz Argiielles, Wintrobe se interes6 en
el estudio de los requerimientos nutricionales en la eritro-
poiesis y con su trabajo de graduacion permitié identificar
el papel de la piridoxina como cofactor de la sintetasa

del acido aminolevulinico en el metabolismo del cobre
y del hierro.

Su siguiente desembarco fue a orillas del Atlantico, en
la prestigiosa Universidad Johns Hopkins, donde describio
la herencia mendeliana en la llamada anemia de Cooley
y hall¢ a la vez el fenotipo de la talasemia menor. Con el
impetu que congregan las grandes instituciones, Wintro-
be edit6 su tratado de Hematologia Clinica, un texto de
792 paginas que escribi6 en su totalidad hasta la séptima
edicion, cuando cedié algunos temas a sus discipulos.
Fue presidente de la American Society of Hematology
(ASH) y elegido a la National Academy of Sciences hace
40 afios, tras haber formado a una pléyade de discipulos
que han ocupado lugares preeminentes en la Hematologia
de todo el orbe.

El canto de las sirenas

Con el advenimiento de la aféresis (1972) y las técnicas
de deteccion de hepatitis B (1971), los bancos de sangre
crecieron exponencialmente. Se plante6 entonces el uso
comercial de los diversos componentes sanguineos e
incluso llegd a proponerse la venta de los anticuerpos
monoclonales (disefiados por Georges Kohler y Cesar
Milstein en 1975). Ambos investigadores, radicados en
Cambridge y ganadores a posteriori del Premio Nobel, se
negaron a patentar este extraordinario hallazgo, que a la
sazon ha servido de recurso terapéutico para incontables
pacientes.

Pero ya en el decenio de 1960 los cultivos de tejidos y
células habian escalado un salto cuantico: se contaba con
aparatos automatizados para contabilizar los leucocitos y
se iniciaba la dilucion de diferentes linajes, asi como la
medicion de la hemoglobina corpuscular, el hematocrito y
el calculo del volumen corpuscular medio en la definicion
de estados de salud y patolégicos.

Los primeros factores de crecimiento se demostraron a
partir de la sospecha de un factor humoral insinuado por
Carnot y Deflandre (1906), que estimularia el crecimien-
to de los eritrocitos. Pero no fue sino hasta 1953 que se
descubri6 la eritropoietina y, gracias a su caracterizacion
bioquimica, que se pudo ubicar su origen en el aparato
yuxtaglomerular. Este contundente hallazgo desat6 la in-
vestigacion molecular para identificar numerosos factores
de crecimiento de colonias a partir de la década de 1970,
incentivados de manera exponencial por las técnicas de
hibridacion in situ en la década siguiente. El primero de
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ellos, una sustancia denominada elocuentemente Burst-
Promoting Activity, detras de las células pluripotenciales,
capaz de inducir granulocitos, macréfagos y megacario-
citos con la misma intensidad. La légica planteaba, ya en
1978, que tales factores de diferenciacion y proliferacion
celular deben tener receptores especificos en la membrana
de las células que responden a su estimulo. Eso dio lugar
a la descripcion de camulos moleculares (los llamados
Clusters of Differentiation o CDs), compuestos de diversas
proteinas homo y heterélogas, que plagan literalmente la
superficie de las células hematopoyéticas. El primero al
que se le atribuyeron funciones de diferenciacion multipo-
tenciales en el microambiente medular fue la interleucina
3 y a partir de la clonacién de numerosisimos factores
afines, se ha podido determinar la secuencia de eventos que
subyace a la generacion de elementos formes en la sangre,
como habria sofiado Hipdcrates al zarpar en su Odisea.

Actualmente rondamos los 350 CDs (jnada que ver
con colecciones musicales!), el mas reciente denominado
CD350 que reconoce a una proteina involucrada en la
sefializacion del adenocarcinoma de colon (Frizzled-10).
Ademas, se conocen mas de doscientos factores de cre-
cimiento, ya clonados, que actuan en diversas células y
tejidos para inducir proliferacion, diferenciacion o acti-
vidad tumoral.

Disuadir a los pretendientes
Como en toda batalla por la supremacia, las clasificaciones
de los padecimientos hematoldgicos han sufrido transfor-
maciones y debates. Tocod a Ebstein, en 1889, distinguir
las leucemias agudas de las cronicas y sentar con ello
el sustrato de una clasificacion que diera cuenta de los
perfiles y los prondsticos de los enfermos afectados por
procesos malignos. A partir de ese momento los esquemas
para comprender la hematopoiesis y la génesis de los
trastornos proliferativos se hicieron indisolubles. Opuesto
al dualismo de Naegli, que identific6 los micloblastos,
Pappenheim propuso una concepcion citogenética con
lo que abrid el horizonte a la morfocitogénesis. En 1913,
con el progreso en las técnicas de tincion, se precisan los
granulos propios de cada estirpe celular, y se distinguen
los componentes subcelulares y mitéticos que refuerzan
la idea de una concepcion dinamica en la Hematologia
contemporanea.

Pero las voces abundaban en la corte de ftaca, queriendo
arrebatar el trono y la mano de la reina en su desvelo por

entretejer la fidelidad a los origenes. Una abundancia de
nomenclaturas se maniataron a lo largo de buena parte
del siglo XX hasta que el consenso francés, americano
y britanico (FAB) acordd un sistema de clasificacion en
1976 que permiti6 redondear los protocolos terapéuticos y
los criterios morfoldgicos y citoquimicos propios de cada
padecimiento hematologico. Este encomiable esfuerzo
brind6 una plataforma de despegue a los especialistas de
todo el mundo enfrentados con la disyuntiva de esquemas
de quimioterapia controversiales y variables. Ademas,
fue una de las primeras aportaciones para reconocer la
importancia de los consensos de expertos y de la vigencia
del metanalisis en la clinica.

Con ello se ampli6 el panorama para introducir marca-
dores moleculares mas precisos al estudio de los trastornos
de la sangre. La correlacion inmunopatologica y molecular
desplegaron las alas, dejando atras las translocaciones y
mutaciones citogenéticas, para dar paso al tratamiento
orientado hacia la regulacion de los protoncogenes y las
cinasas que disparan el mecanismo de inmortalizacion
celular.

Penélope y el futuro de la investigacion
Reconocer, como Penélope entre andrajos y disfraces,
la certeza de que se vuelve al camino olvidado, es una
conviccion que ilumina en la actualidad la investigacion
y la terapia biologica en Hematologia.

La ASH propuso una agenda de trabajo para el futuro
inmediato, a saber:
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1. Células precursoras y medicina regenerativa:
transformar las células iPS en curas potenciales
para enfermedades humanas.

2. Sindrome mielodisplasico y leucemia mieloide
aguda: encontrar tratamientos personalizados para
pacientes de la tercera edad.

3. Transplante de células hematopoyéticas: aumentar
los indices de éxito terapéutico y mejorar el trata-
miento de la enfermedad injerto contra huésped.

4. Anemia de células falciformes: reducir las barreras
que afectan su deteccion y tratamiento, impedir el
dafio organico y reducir la muerte prematura.

5. Trombosis venosa: entender los factores de riesgo
en detalle y disefiar terapias a la medida de cada
caso.

6. Leucemia en nifios: ponderar los indices de cura-
cién mediante investigacion coordinada de todos
los centros pediatricos involucrados en descubri-
mientos preclinicos y terapéuticos.

7. Traducir los avances de laboratorio en certidum-
bres clinicas.

8. Emplear las tecnologias proteémicas y gendmicas
novedosas para mejorar el tratamiento de las en-
fermedades hematoldgicas.

Como se puede deducir, estamos lejos, pero cabalgando
sobre los hombros de los grandes investigadores que nos
antecedieron en esta travesia. Podriamos agregar el esfuer-
zo de médicos mexicanos, como el Dr. Ruiz Argiielles y
su equipo, que orientan sus conocimientos a quienes mas
los necesitan. Hoy, aquellos que no alcanzan a ver la luz
que brilla en el horizonte de los grandes microscopios y
las salas de terapia intensiva, tienen un puerto en donde
recalar y la promesa de que el futuro no puede ahogarse
en una gota de sangre.
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Caracterizacion molecular de las mutaciones FLT3-ITD en pacientes
colombianos con leucemia mieloide aguda

Angélica Maria Jiménez-Mejia,' Carlos Muskus,? José Domingo Torres,® Francisco Cuéllar-Ambrossi,*
Mauricio Camargo-Guerrero,® Gonzalo Vasquez-Palacio'

RESUMEN

Antecedentes: en pacientes con leucemia mieloide aguda la
mutacién en el gen FLT3 tiene una frecuencia de 15 a 30%, con
implicaciones prondsticas. En Colombia se desconocen la frecuen-
cia y tipo de mutaciones en este gen.

Objetivo: determinar la frecuencia de las mutaciones del gen FLT3
en poblacion colombiana con leucemia mieloide aguda.

Material y método: estudio descriptivo, de corte transversal,
efectuado con base en la evaluacion de pacientes con diagnéstico
reciente de leucemia mieloide aguda remitidos de diferentes centros
de salud del pais a la Unidad de Genética Médica, Facultad de
Medicina, Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia. Mediante
el QlAamp DNA Blood Mini Kit y PCR se extrajo ADN a partir de
muestras de sangre periférica o médula ésea; se amplificaron los
dominios yuxtamembrana vy tirosina cinasa del gen FLT3. Para
determinar las mutaciones todos los productos se secuenciaron.
Resultados: se analizaron las muestras de 31 pacientes con
leucemia mieloide aguda y se encontraron 3/31 pacientes con la
mutacién FLT3-ITD. En el dominio tirosina cinasa de FLT3 no se
encontrd la mutacion.

Conclusiones: este es el primer estudio efectuado en Colombia
que determina la frecuencia de las mutaciones en el gen FLT3. En
nuestra poblacién la mutacion FLT3-ITD es mas baja (9.7%) que
la informada en la bibliografia. Esta mutacion se relaciona con
recuentos altos de leucocitos en sangre periférica (p=0.023). Para
determinar el significado clinico de estas mutaciones en la poblacion
colombiana se plantea la necesidad de efectuar en nuestro pais
estudios metacéntricos.

Palabras clave: leucemia mieloide aguda, Fms Like tyrosine
Kinase (FLT3), PCR
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ABSTRACT

Background: In the past years, several studies detected high
frequencies (15-30%) of mutations in the FLT3 gene in AML cases,
which has prognosis implications. In Colombia, the frequency and
type of mutations in FLT3 in AML cases is still unknown.
Objective: The aim of this study was to determine the frequency
and type of mutations in the FLT3 gene that might be involved in the
leukomogenesis in a cohort of Colombian AML patients.
Methodology: Descriptive and cohort study made in Colombia ge-
nomic DNA was isolated from mononucleated cells of AML patients
peripheral blood or bone marrow using Q/Aamp DNA Blood Mini
Kit. Mutations in juxtamembrane and tyrosine kinase domains of
FLT3 gene were sequenced.

Results: Thirty-one AML patients were included in the present
study. We found 3/31 with FLT3 ITD mutation. The patients with the
mutation FLT3 ITD showed higher white blood counts.
Conclusions: This is the first study in Colombia that has been
undertaken to determine mutations in FLT3 gene in our population.
The frequencies of mutations in FLT3 ITD gene were lower (9.7%)
than those informed in the literature. Besides, the presence of FLT3
ITD was associated with higher leukocyte counts in peripheral blood
(p=0.023). The results of the present study entail the necessity of
multicenter studies in our country to determine the clinical signifi-
cance of these mutations in the Colombian population.

Key words: Acute myeloid leukemia, FMS Like Tyrosine Kinase
(FLT3), PCR
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a leucemia mieloide aguda es una neoplasia

agresiva, clonal, mieloide, con detencion de la

maduracién de la mielopoyesis y acumulacion de
mieloblastos en la médula dsea o en la sangre periférica,
o en ambos. La tasa de supervivencia a largo plazo es de
25-70% en pacientes menores de 60 anos y s6lo 10-15%
en los de edad mas avanzada.! En la actualidad, los cam-
bios citogenéticos y moleculares se han establecido como
marcadores prondstico y de respuesta a la quimioterapia de
induccion y para predecir la tasa de recaida, supervivencia
libre de enfermedad y general.?

En las actuales guias de practica clinica en oncologia
para pacientes con leucemia mieloide aguda se reconocen
tres grupos de riesgo citogenético: favorable, intermedio
y de alto riesgo. El grupo de riesgo favorable incluye:
t(8;21), t(15;17), inv(16) y t(16;16) con tasas de remision
completa mayores de 90%, y supervivencia general de
60%. Para consolidar la remision completa, en este grupo
de pacientes se aconseja la administracion de dosis altas
de citarabina. El grupo de alto riesgo comprende la coexis-
tencia de: inv(3), t(3;3), t(6;9), t(6;11), t(11;19), del(5q),
-5, -7 o cariotipos complejos. Estos tienen un alto indice
de resistencia al tratamiento de induccidon de remision,
con elevada probabilidad de recaida y, en consecuencia,
baja supervivencia libre de enfermedad y supervivencia
general de apenas 5-15%; por esto, para intentar mejorar
su prondstico se sugiere la consolidacion con trasplante
alogénico de células madre hematopoyéticas. El 45% de
los pacientes adultos con leucemia mieloide aguda tiene
cariotipo normal y se consideran de riesgo intermedio.
Puesto que en estos pacientes los desenlaces y resultados
del tratamiento son muy heterogéneos se sugiere incluir
marcadores moleculares que complementen la informacion
citogenética.’

Las mutaciones dentro del gen FMS-like tyrosine kinase
3 (FLT3) representan una de las alteraciones genéticas mas
frecuentes en pacientes con leucemia mieloide aguda. El
FLT3 pertenece a la familia de receptores tirosina cinasa
(RTK) clase III, que incluye FMS, c¢-KIT, y PDGFR a y
B.* La unién de su ligando FLT3-ligand (FL) induce un
cambio conformacional, homodimerizacion y activacion
subsecuente de vias de sefalizacion intracelular. La esti-
mulacion de los progenitores hematopoyéticos por el FL,
sin ningun otro factor de crecimiento, induce la diferen-
ciacion monocitica, mientras que en presencia del factor
de células madre y la interleucina 3 (IL-3), el FL produce

proliferacion y mantenimiento de las células progenitoras
CD34*/CD38.#

El gen FLT3 (Fms-like tyrosine kinase 3) contiene
24 exones, se localiza en el cromosoma 13q12 y en hu-
manos codifica una proteina de 993 aminoacidos que se
expresa en las células progenitoras hematopoyéticas e
interviene en su proliferacion y diferenciacion. La pro-
teina FLT3 estd compuesta por una region extracelular
con cinco dominios, semejantes a las inmunoglobulinas,
una secuencia transmembrana y una porcion intracelu-
lar conformada por un segmento yuxtamembrana (JM)
seguido de un dominio tirosina cinasa (TKD). También
se ha encontrado en la placenta, las génadas, el cerebro
y otros organos linfo-hematopoyéticos, como el higado,
el bazo y el timo.?

En leucemia mieloide aguda se han identificado dos
clases mayores de mutaciones activadoras de FL73: dupli-
caciones en tandem interno (ITDs) y mutaciones puntuales
del dominio tirosina cinasa (TKD). Las ITDs en el dominio
JM de FLT3 se detectan en el 15%-35%° de pacientes con
leucemia mieloide aguda y resulta de la duplicacion de un
fragmento dentro de la region del dominio JM codificado
por los exones 14 y 15 de FLT3, que puede variar entre
3-400 pb y siempre ocurre en multiplos de tres por lo que
se mantiene dentro del marco de lectura.®

Las mutaciones en duplicaciones en tandem interno
activan en forma constitutiva a FLT3, lo que promueve
diferentes vias de transduccién y sefializacion, como:
fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K)/AKT, MAPK/ERK y
(JAK2)STATS. Ademas, entre 5 y10% de pacientes con
leucemia mieloide aguda exhiben mutaciones puntuales
dentro del dominio tirosina cinasa. En la mayoria de los
casos estas mutaciones resultan de la sustitucion de tirosina
por acido aspartico en el codon 835 (D835Y).’

Aunque existen algunas discrepancias, la mayoria de
los estudios publicados hasta la fecha coincide en otorgar
un papel prondstico adverso para las mutaciones en FLT3-
ITD. La peor evolucion de los pacientes con mutaciones
de FLT3 estaria determinada por mayor riesgo de recaida
(RR) y menor supervivencia libre de enfermedad. La in-
terpretacion de los resultados de los distintos trabajos en
este sentido es compleja. En general, casi todos orientan
hacia menor supervivencia libre de enfermedad, libre de
evento (SLEV) y un riesgo relativo mayor.*

La leucemia mieloide aguda es una causa importante de
mortalidad en el panorama general del cancer en el mundo
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y en nuestro pais.”!® Debido a esto, la investigacion se
ha centrado en la deteccion de las alteraciones genéticas
que repercuten en su pronostico y tratamiento. A la fecha
no existen publicaciones nacionales que den cuenta de la
situacion con respecto a las mutaciones del gen FLT3; por
eso el objetivo de este trabajo fue: determinar la frecuencia
de estas mutaciones en poblacion colombiana con leucemia
mieloide aguda.

MATERIAL Y METODOS

Estudio descriptivo, de corte transversal, en el que se
evaluaron pacientes con diagnoéstico reciente de leucemia
micloide aguda remitidos de diferentes centros de salud del
pais a la Unidad de Genética Médica, Facultad de Medici-
na, Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia entre
junio 2007 y noviembre 2009. Las caracteristicas clinicas y
de laboratorio (edad, sexo, subtipo, Hgb, RGBs y recuento
de plaquetas) se consignaron en el momento de la toma
de la muestra y, con base en los hallazgos citogenéticos
se clasifico el riesgo en favorable, intermedio y alto. To-
dos los pacientes firmaron el consentimiento informado,
aprobado previamente por los comités de bioética de cada
institucion.

El ADN se aislo a partir de médula 6sea o sangre
periférica mediante Ql4damp DNA Blood Mini Kit (Qia-
gen®). Se amplificaron los exones 14 y 15 del gen FLT3
de acuerdo con el protocolo de Kiyoi y Naoe.!" La reac-
cion se efectud en un volumen final de 25 pL, con 2pL
de ADN gendémico (1pg), 1 uM de los cebadores 14F
5'-CAATTTAGGTATGAAAGCCAGC-3" y 15R 5'-
CTTTCAGCATTTTGACGGCAACC-3", 12.5 pL para
la de Ampli Taq Gold® PCR Master Mix 2X (Applied
Biosystem) y el volumen de reaccion se completd con
agua desionizada. La amplificacion se realizé con un paso
inicial de desnaturalizacion a 95°C durante nueve minutos,
seguido de 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 56°C por 1
minuto y 72°C durante dos minutos, terminando con un
ciclo final de extension de 72°C por espacio de 10 minutos.

Posteriormente se amplificé el exon 20 del gen FLT3
con cebadores 20F 5'- CCGCCAGGAACGTGCCTTG-3’
y 20R5-GCAGCCTCACATTGCCCC-3" con una concen-
tracion final de cada cebador de 1 uM y en las mismas
condiciones de amplificacion anteriores, excepto que la
temperatura de alineamiento de los cebadores se efectud
a 60°C durante 30 segundos. Los productos de la ampli-

ficacion se corrieron en gel de agarosa al 2% a 80 Voltios
durante 70 minutos, tefiidos con SYBR Safe (Invitrogen®)
y visualizados en un fotodocumentador Chemidoc (Bio-
Rad) y uso del programa Quantity One®. Los productos
de la amplificacion del exon 14 y 15 del gen FLT3 debian
generar una banda de 329 pb para el alelo normal y una
banda de mayor tamafo correspondiente a la duplicacion
interna en tandem (ITD). Para el exon 20 del gen FLT3
que codifica para el dominio tirosina cinasa se espera una
banda de 114 pb.

Los productos amplificados se purificaron del gel con
el equipo PureLink® Quick Gel Extraction (Invitrogen®)
y se secuenciaron en Macrogen, Corea. En dos casos en
los que se observaron los dos productos amplificados para
los exones 14 y 15, se purificé una banda a partir del gel y
se clono en un vector empleando el sistema TA Cloning®.
Se secuenciaron varias clonas de cada amplificado. Los
resultados de las secuencias se editaron en el programa
Chromas Lite® y se hizo analisis de homologia con Blast.
Las variaciones en las secuencias se determinaron por
alineamiento multiple utilizando el programa ClustalW2.

Andlisis estadistico

Para los analisis estadisticos se empled el programa
Statistical Package for the Social Sciences for Windows
software (SPSS) version 17.0. Para evaluar las variables y
sus asociaciones se utiliz6 la prueba de normalidad Shapiro
Wilk, la prueba de la t de Student, de Mann-Whitney y
C*. En los analisis estadisticos se considerd un nivel de
significacion con p < 0.05.

RESULTADOS

De los 31 pacientes con leucemia mieloide aguda estu-
diados 19 (61.3%) eran mujeres y 12 (38.7%) hombres;
cinco (16.13%) eran menores de 15 afios. La edad pro-
medio fue de 44 afos (limites: 4-96 afos). Al realizar la
comparacion de los promedios de leucocitos en sangre
periférica, se encontr6 que los pacientes con la mutacion
FLT3-ITD tenian un recuento mas alto que quienes no
tenian la mutacion (p=0.023). Las caracteristicas clinicas,
grupos de riesgo citogenético y la mutacion FLT3-ITD
de los pacientes estudiados se indican en el Cuadro 1.
La distribucion de los pacientes con leucemia mieloide
aguda y las alteraciones cromosomicas recurrentes se
ilustran en la Figura 1.
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Cuadro 1. Caracteristicas demogréficas y de laboratorio de pa-
cientes con leucemia mieloide aguda; presencia o ausencia de
mutacién FLT3-ITD

Caracteristica No.
Sexo

Masculino 12

Femenino 19
Edad

60 afos o0 menos 21

Mayor a 60 afios 10

Media, en afios 45,2

Rango, en afios (4-96)
Recuento de glébulos blancos

10 X 10%L o mas 18

Menos de 10 X 10%/L 13

Media 47508

Rango (1300-130400)
Plaquetas

Menos de 100 X 10%/L 23

Almenos 100 X 10/L pero menos de 450 X 10%/L 7

450 X 10%L o mas 1

Media 78258,06

Rango (6000-482000)
Clasificacion del riesgo

Favorable 3

Intermedio 15

Alto 5

Sin resultado 8
Mutacion FLT3-ITD

Positivo 3

Negativo 28

De la cohorte de estudio conformada por 31 pacien-
tes, solo 3 (9.7%) tuvieron mutaciones en el dominio
yuxtamembrana FLT3 con los subtipos FAB M1, M2 y
M35, respectivamente. En el analisis de los productos de
amplificacion obtenidos por PCR (Figura 2) se observo
que en los tres casos FLT3/ITD(+) tenian dos bandas:
una de 366pb correspondiente al alelo wild-type y otra
adicional de mayor peso molecular, correspondiente a las
duplicaciones en tanden (ITD); similar a la encontrada
por Gaich P.?

Con respecto a otras variables estudiadas, la edad media
de estos pacientes fue de 46 afios, el recuento medio de
leucocitos de 105.700/mm?, de blastos 43.7% y de pla-
quetas de 58.700/mm?*. En los 31 pacientes analizados no
se encontrd ninguna de las mutaciones puntuales descritas
en otros estudios para este dominio. Ademas, todos los

t(15;17)
9,7%

Cariotipo Normal
48,4%

Cariotipo complejo
16,1%

Figura.1 Distribuciéon de pacientes con leucemia mieloide aguda
segun la alteracion cromosomica recurrente

PM[1]2]3][4][5][6]7][ 8] 2][10][PM

ITD

!

329 pb
(aleloinormal)

Figura 2. Gel de agarosa de productos de RT-PCR para mutaciones
FLT3. Se observan los productos de amplificaciéon para la mutacion
FLT3 en tres pacientes (carriles 1,4 y 8).

Las bandas inferiores de 366pb corresponden al alelo normal wt, y
las superiores a las ITD. Los carriles 2, 3, 5,6, 7, 9 y 10 correspon-
den a los productos de PCR de individuos con leucemia mieloide
aguda sin la insercion de nucleétidos. Las muestras se corrieron
en gel de agarosa al 2% y se colorearon con Sybr safe. En el Carril
1: Marcador de peso molecular (PM)

pacientes tuvieron alelos normales para el exoén 20 del
gen FLT3. En el analisis de una de las colonias clonadas
y secuenciadas por ambas cadenas, correspondientes al
paciente 31, se hallé6 un cambio de nucledtidos de una
timina por una citosina (Figura 3).
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Figura 3. Cromatograma del exén 15 del gen FLT3. En el croma-
tograma del panel izquierdo se observa la secuencia de un indivi-
duo normal, en el panel derecho se aprecia el cromatograma del
paciente 31 un cambio de una timina por citosina, c. 66.608T>C
p.V615A. Secuencia de referencia utilizada NG_007066.

DISCUSION

En este estudio se analizaron 31 pacientes con leucemia
mieloide aguda de novo y se encontrd que la prevalencia
para la mutacion FLT3-ITD fue de 9.4%, menor a la in-
formada en la bibliografia: 15-35%.5 En Latinoamérica
son pocas las publicaciones al respecto: en México Ruiz-
Arguelles y colaboradores'? encontraron una prevalencia
de 13%, Gaich y su grupo' en Argentina, de 16.7% y
Lucenay colaboradores,'* en Brasil, de 23.6%. En Europa
Gorin y su grupo'’ informaron una prevalencia de 27.7%
y Nazha y su grupo'® en Estados Unidos de 17.3%. Estas
mutaciones se producen debido a diferencias en el nimero
de duplicaciones (3-400 pb) que se originan en inestabili-
dad genética subyacente y cuya presencia parece incidir en
el pronoéstico adverso de FLT3-ITD en leucemia mieloide
aguda,” aunque en este estudio no se pudo determinar el
tipo de repeticion. Los pacientes con esta mutacion falle-
cieron durante el transcurso de la investigacion.

La baja prevalencia encontrada en nuestro estudio.
comparada con las anteriores, podria explicarse por
distintas razones: /. Al alto rango de variacion del alelo
normal o al bajo porcentaje de mutaciones FLT3-ITD. 2.
Diferencias en el tamafio de las poblaciones estudiadas.
3. En este estudio se incluyeron pacientes con leucemia
mieloide aguda independiente del resultado del cariotipo.
En otras investigaciones!” solo se seleccionaron pacientes
con cariotipo normal, que se clasifica como un subgrupo
con alta incidencia de mutaciones moleculares. 4. Dife-

rencias en las metodologias utilizadas para detectar esta
mutacion.'® En este trabajo, y en el mexicano y argentino,
se empleo electroforesis de gel de agarosa, mientras que
en otros se utilizo electroforesis capilar y HRM (High Re-
solution Melting) que pueden ofrecer mayor sensibilidad.
Por ultimo, otros factores, que en la actualidad aiun estan
en discusion plantean posibles diferencias con respecto a
la raza y etnicidad."

En el presente estudio se encontrd asociacion entre el
hallazgo de la mutacion FLT3-ITD y el recuento elevado
de leucocitos, en comparacion con los pacientes libres de
mutacion (p=0.023), lo que concuerda con lo informado
en la bibliografia.?® Con respecto a la caracterizacion
citogenética, dos de los tres pacientes con mutaciones
FLT3-ITD tenian cariotipo normal (subtipos FAB M1,
M2) y otro cariotipo complejo (subtipo FAB M5). Otro
hallazgo importante en este trabajo fue la mutacion
puntual adicional en uno de los pacientes con FLT3-ITD
en el que se observd un cambio de timina por citosina,
30712T>C p.V615A. Esta mutacion sélo se ha informado
en la base de datos COSMIC en pacientes con cancer de
ovario y se desconocen sus implicaciones en pacientes
con leucemia mieloide aguda. Estudios previos han in-
formado mutaciones puntuales en ITD y en el dominio
tirosina cinasa TKD, que pueden afectar el marco de
lectura o ser mutaciones sin sentido. Al respecto, Mills
y su grupo,?! en un estudio de 235 casos de leucemia
mieloide aguda identificaron mutaciones puntuales ITD
en los codones 835/836/839 en 13.6% (35 muestras).
Gianfelici y su grupo publicaron, en 2011, una revision
en la que informaron varias mutaciones puntuales en do-
mino yuxtamembrana del FLT3: Y591C, F594L, F590G,
Y591D, V579A, V592A, S574G, ES98G, K5671, V579Q,
F5941.2 Estudios recientes se han enfocado en identificar
mutaciones puntuales en el dominio JM en pacientes con
leucemia mieloide aguda y establecer su valor pronoéstico.
En este estudio no se hizo seguimiento de los pacientes,
por lo que no se pudo corroborar el prondstico adverso
que confiere esta mutacion en lo que respecta al mayor
riesgo relativo, menor supervivencia libre de enfermedad
y menor supervivencia general.
estudiada no se detectaron mutaciones puntuales del
gen FLT3 en el dominio TKD.

Entre las limitaciones en la realizacion de este estudio
pueden considerarse: el bajo numero de pacientes reclutado
que impidi6 analizar, apropiadamente, las variables estu-

En nuestra poblacion
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diadas y, por tanto, emitir conclusiones definitivas, sobre
todo las relacionadas con la constitucion del cariotipo y
estratificacion, grupo de riesgo y tipo de mutacion.

CONCLUSIONES

En este estudio se encontrd que la frecuencia de la
mutacion FLT3 ITD (9.4%) en los pacientes con leu-
cemia mieloide aguda fue mas baja que la reportada
en la bibliografia (20-35%) y no se hallé en ningtn
caso la mutacion FLT3 TK. Ademas, se confirmé que
la mutacion FLT3 ITD se asocia con recuentos altos de
leucocitos en pacientes con leucemia mieloide aguda
y que no hay diferencia significativa en el nimero de
plaquetas y porcentaje de blastos entre los individuos
con la mutacion y negativos para FLT3 ITD. Debido
a la baja frecuencia de la mutacion FLT3 ITD en este
estudio, no se pudo determinar la relacion de ésta con
la clasificacion FAB. Ademas, se plantea la necesidad
de estudiar otros genes involucrados en la patologia
molecular de la leucemia mieloide aguda, como CEBPA,
EVII, BAALC, KIT, MLL vy valorar la importancia de
estos genes en nuestros pacientes. Por tltimo, es prio-
ritaria la realizacion de estudios multicéntricos con el
fin de confirmar la frecuencia de mutaciones en FLT3
y evaluar este gen en el algoritmo diagndstico de los
pacientes con leucemia mieloide aguda en nuestro pais,
con el propdsito de brindarles un tratamiento adecuado,
oportuno e incrementar la supervivencia.

Entre las recomendaciones para la elaboracion de tra-
bajos futuros donde se evalie la mutacion FLT3 ITD se
encuentran: utilizar métodos mas sensibles de separacion
de productos amplificados, como gel de poliacrilamida,
deteccion de mutaciones HRM (High Resolution Melting)
y secuenciamiento de nueva generacion, de tal manera que
se puedan obtener resultados concluyentes acerca de la in-
sercion de nucledtidos. Asimismo, realizar investigaciones
para el estudio de estos genes en muestras poblacionales
mas grandes, que sea representativa para la extrapolacion
de resultados.
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Eficacia y seguridad en la recoleccién de células hematopoyéticas de sangre
periférica en donadores pediatricos utilizando un catéter central

César Homero Gutiérrez-Aguirre, Rosario Salazar-Riojas, Olga Cantu-Rodriguez, Oscar Gonzalez-Llano,

Josué Emmanuel Rios-Solis, David Gomez-Almaguer

RESUMEN

Antecedentes: la aféresis para obtencion de células hematopo-
yéticas de sangre periférica esta reemplazando paulatinamente al
aspirado de médula 6sea como fuente de obtencion de células para
trasplante. Por las ventajas que confiere se recomienda realizar
este procedimiento en donadores pediatricos con un catéter central.
Objetivo: analizar el resultado de los procedimientos de aféresis
realizados en donadores pediatricos mediante un acceso venoso
a través de un catéter central yugular.

Material y método: estudio retrospectivo y andlisis del resultado de
los procedimientos de aféresis efectuados en donadores pediatricos
con mas de 20 kg de peso mediante un catéter central yugular
7.5 Fr de doble lumen colocado mediante apoyo de ultrasonido
y fluoroscopia.

Resultados: se incluyeron 55 donadores: 36 para trasplante au-
télogo y 19 para trasplante alogénico. En los procedimientos para
trasplante autdlogo, la mediana de volumen de sangre procesada,
duracion de la aféresis y células CD34+ recolectadas por kilo de
peso del receptor fue de 11,986 mL, 217 minutos y 4.4 x 10°, res-
pectivamente. En los procedimientos para trasplante alogénico, la
mediana de volumen de sangre procesada, duracion de la aféresis
y células CD34+ recolectadas por kilo de peso del receptor fue de
15,014 mL, 230 minutos y 7.6 x 10, respectivamente. Durante su
colocacion, ni en el trascurso del procedimiento de recoleccion
celular se observaron complicaciones relacionadas con el catéter
central. Para recolectar el nimero de células CD34+ deseado, ocho
pacientes requirieron dos procedimientos de aféresis.
Conclusion: el procedimiento de recoleccion celular mediante un
catéter central guiado por ecografia y fluoroscopia es efectivo y
seguro en donadores pediatricos.

Palabras clave: recoleccion de células hematopoyéticas, sangre
periférica, donadores pediatricos, catéter central.
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ABSTRACT

Background: The apheresis procedure to obtain peripheral blood
hematopoietic stem cells is gradually replacing the bone marrow
harvest as the main procedure for obtaining cells for transplantation.
In pediatric donors, it is recommended to use a central line for this
procedure due to the advantages offered.

Objective: Analyze the results of procedures performed in pediatric
apheresis donors by venous access via a jugular central catheter.
Methods: We retrospectively analyzed the outcome of apheresis
procedures performed in pediatric donors of over 20 kg weight
through a 7.5 Fr dual lumen central jugular catheter placed by
ultrasound and fluoroscopy.

Results: Fifty-five donors were included, 36 for autologous trans-
plant and 19 for allogeneic transplant. In autologous transplantation
procedures, the median of blood volume processed, duration of
apheresis and CD34+ cells collected per kilo of weight receptor was
11,986 mL, 217 minutes and 4.4 x 10° respectively. In allogeneic
transplantation procedures, the median of blood volume processed,
duration of apheresis and CD34+ cells collected per kilo of weight
receptor was 15,014 ml, 230 minutes, and 7.6 x 10° respectively. No
complications related to central catheter placement or during the cell
collection procedure were observed. Eight patients required 2 apher-
esis procedures in order to collect the desired amount of CD34+.
Conclusion: The stem cell collection procedure using a central
catheter guided by ultrasound and fluoroscopy is both effective and
safe in pediatric donors.

Key words: Collection of hematopoietic cells, Peripheral blood,
Ppediatric donors, Central catheter
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La aféresis para obtencion de células hematopoyéticas
de sangre periférica esta reemplazando, paulatinamente,
al aspirado de médula 6sea como fuente de obtencion de
células para trasplante autélogo o alogénico. Entre las
ventajas de utilizar células hematopoyéticas de sangre
periférica estan: que los procedimientos de aféresis se
realizan sin necesidad de quir6fano o anestesia, ocasionan
menor molestia o dolor para el donador porque se evitan
las multiples punciones 0seas, el costo del procedimiento
es menor, el receptor del trasplante tiene una recupera-
cion hematologica mas rapida y requiere menor numero
de trasfusiones, entre otras.!” La recoleccion de células
hematopoyéticas de sangre periférica se realiza mediante
un proceso de aféresis en un separador celular después
que el donador ha sido estimulado con factor estimulante
de colonias de granulocitos (G-CSF). Cuando es posible,
principalmente en donadores adultos, la aféresis se realiza
mediante la puncidn de una vena periférica, para evitar el
proceso de instalar un catéter central yugular o subclavio;
sin embargo, en donadores pediatricos con frecuencia es
dificil encontrar una vena periférica que tenga el calibre
adecuado para puncionar y que proporcione el flujo de
sangre necesario para la aféresis; ademas, puede ser dificil
lograr que el donador pediatrico permanezca en la misma
posicion durante todo el procedimiento por lo que en este
grupo de donadores se prefiere utilizar un catéter central.®
De cualquier forma, al momento de elegir la via por la
que se obtendran las células hematopoyéticas, el donador
pediatrico siempre debe ser evaluado de manera indivi-
dual, tomando en cuenta su edad, condicion de sus venas
periféricas y la posibilidad de su cooperacion durante el
procedimiento. Un factor que se debe considerar al mo-
mento de planear un trasplante alogénico es el numero de
recolecciones celulares necesarias para obtener la cantidad
de células CD34+ deseadas segun el peso del receptor.
Cuando la diferencia de peso entre donador y receptor es
importante, es muy probable que se requiera de mas de
un procedimiento de aféresis para obtener la cantidad de
c¢lulas hematopoyéticas necesarias para el trasplante, por
lo que en estas circunstancias la instalacion de un catéter
central es la mejor opcion.”*? Otro aspecto relevante que
debe tenerse en cuenta cuando planeamos obtener células
hematopoyéticas por aféresis de un donador pediatrico
es el volumen sanguineo del donador y el volumen que
permanecera en la circulacion extracorporal durante el
procedimiento de aféresis varia de 163 mL hasta 453 mL,

dependiendo del separador celular utilizado.!® Esto repre-
senta un riesgo potencial para donadores pediatricos con
menos de 30 kg, porque pueden manifestar datos clinicos
de hipovolemia. Para minimizar este riesgo es necesario
llenar el sistema del separador celular con eritrocitos
compatibles con el donador, para evitar las complicaciones
hemodinamicas durante la aféresis.!!

En este estudio se analiza el resultado de las aféresis
realizadas en donadores pediatricos mediante un acceso
venoso a través de un catéter central yugular.

MATERIAL Y METODO

Estudio retrospectivo de expedientes de los procedimien-
tos de recoleccion de células hematopoyéticas de sangre
periférica para trasplante autélogo o alogénico que se
realizaron en el servicio de Hematologia del Hospital Uni-
versitario Dr. José Eleuterio Gonzalez en Monterrey NL,
entre los meses de enero de 2006 a diciembre de 2012. Se
incluyeron todos los procedimientos de aféresis realizados
en donadores menores de 18 afios de edad con mas de 20
kg con acceso venoso a través de un catéter central.

Movilizacion celular y colocacion del catéter

La movilizacion de células hematopoyéticas a la sangre
periférica para trasplante autdlogo o alogénico se realizo
con 10 pg/kg/dia de filgrastim (G-CSF) administrado por
via subcutanea los cuatro dias previos a la recoleccion
celular. Se analiz6 un grupo de pacientes con diabetes tipo
1 tratados con trasplante autdlogo, en ellos la estimulacion
celular se realiz6 con 1.5 g/m?/dia/2 dias de ciclofosfamida
administrada por via intravenosa seguida de filgrastim 10
png/kg/dia durante seis dias.

En todos los donadores se instal6 un catéter central de
poliuretano flexible de 7.5 Fr de didmetro, de doble lumen,
en una sala de fluoroscopia, con sedacion a dosis bajas de
midazolam, equipo quirurgico para proteccion de infec-
ciones y antisepsia local con polividona yodada al 10%.
Como primera opcién se eligié la vena yugular interna
derecha. Con un equipo de ultrasonido antes de la puncion
se examind el tamafio y la permeabilidad de la vena yugular
interna. En el sitio de la puncién se administré lidocaina
al 1% subcutanea. Después de la colocacion del catéter se
verificd su funcionamiento y posicion correcta en la auri-
cula derecha, mediante fluoroscopia para posteriormente
efectuar la aféresis para recoleccion celular.
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Recoleccion celular

Los procedimientos de aféresis se realizaron en uno o dos
dias, de acuerdo con la cantidad de células CD34 obtenidas
en cada procedimiento, utilizando un separador celular Bax-
ter CS3000 PLUS® (Baxter Healthcare, Deerfield, Illinois,
USA) o COBE SPECTRA® Apheresis System (Terumo
BCT, Lakewood, Colorado, USA). El objetivo de la aféresis
fue: procesar 10,000 mL/m? de sangre para obtener de 2 a
6 x 109 de células CD34+ por kilo de peso del receptor. La
cuenta de células CD34+ se realizo por citometria en un
clitbmetro FACScalibur, utilizando un anticuerpo mono-
clonal anti-CD34 (Becton Dickinson, BD Biosciences, San
Jose, California, USA). En todos los donadores que pesaron
menos de 30 kg se utilizaron 285 mL de paquete globular
reducido en leucocitos, ABO y Rh compatible, para llenar
el sistema del separador celular antes de iniciar la aféresis.
Antes de iniciar el protocolo de movilizacion y recoleccion
celular todos los padres de los donadores firmaron un con-
sentimiento informado del procedimiento.

RESULTADOS

Se revisaron los expedientes de 62 donadores de células
hematopoyéticas menores de 18 afios de edad, con peso
mayor de 20 kg; se excluyeron siete en los que la recolec-
cion celular se efectud por puncion de vena periféricay se
incluyeron 55 en los que se utiliz6 un catéter central para
el procedimiento de aféresis. En 36 casos la recoleccion de
c¢lulas hematopoyéticas se realizo para trasplante autdlogo
y en 19 casos para trasplante alogénico. Las caracteristicas
demograficas de los donadores incluidos en el estudio se
muestran en el Cuadro 1. En el grupo de donadores para
trasplante autdlogo la mediana de la volemia calculada fue
de 3,164 mL (rango: 1,851-5,589), la mediana de volumen
de sangre procesada fue 11,986 mL (rango: 6,000-24,015),
la mediana de duracion de la aféresis fue de 217 minutos
(rango: 144-385), la mediana de anticoagulante ACD-A
(Anticoagulant Citrate Dextrose-formula A) administrado
durante el procedimiento fue de 573 mL (rango 260-1,200
mL). En el grupo de donadores para trasplante alogénico la
mediana de la volemia calculada fue de 3,489 mL (rango:
493-4,998), la mediana de volumen de sangre procesada
fue de 15,014 mL (rango: 6,582-20,200), la mediana de
duracion de la aféresis fue de 230 minutos (rango: 150-
390), la mediana de anticoagulante ACD-A administrado
durante el procedimiento fue de 665 mL (rango 253-1200).

Cuadro 1. Caracteristicas de los donadores de células hematopoyé-
ticas y diagnostico de los receptores de acuerdo al tipo de trasplante

Trasplante Trasplante
autologo alogénico
n= 36 19
Sexo m/f 25/1 10/9

Edad, mediana (rango)
Peso, mediana (rango)
Diagnosticos

Linfoma Hodgkin
Linfoma no Hodgkin
Leucemia mieloblastica
Leucemia linfoblastica
Anemia aplasica
Mielodisplasia
Leucemia mieloide croénica
Neuroblastoma
Talasemia

Diabetes tipo 1

Lupus

13 afos (7-17)
47.5 kg (21-102)

12 afos (7-17)
58.8 kg (22-83)
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En relacién con la cuenta de células, la mediana de
leucocitos totales en la biometria hematica del donador
antes de la recoleccion de células hematopoyéticas fue
de 22,050 K/uL (rango: 1.14-82.400) en autdlogos y
46.00 K/uL (rango: 22.400-64.100) en alogénicos. La
mediana de células CD34+ recolectadas por kilo de peso
del receptor fue de 4.4 x 10° (rango: 0.1-29.1 x 10°) en
autélogos y de 7.6 x 10° (rango: 2.0-29.5 x 10°) en alo-
génicos. Para lograr obtener al menos 2 x10%kg de peso
de células CD34+en cuatro donadores de cada grupo fue
necesario realizar dos procedimientos de recoleccion de
células hematopoyéticas. Para llenar el sistema del sepa-
rador celular antes de iniciar el procedimiento de aféresis
en cinco donadores (9%): tres para trasplante autdlogo y
dos para trasplante alogénico, fue necesario utilizar 285
mL de paquete globular reducido en leucocitos, ABO y
Rh compatible.

No se observo toxicidad relacionada con la adminis-
tracion de filgrastim (G-CSF). En todos los casos los
procedimientos de colocacion del catéter y recoleccion
celular se realizaron de manera ambulatoria. No se obser-
varon complicaciones relacionadas con el catéter central
durante su colocaciéon ni durante el procedimiento de
recoleccion celular.
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DISCUSION

Las células hematopoyéticas obtenidas de sangre pe-
riférica, como fuente para trasplante, se utilizan cada
vez con mayor frecuencia. En la actualidad 99% de los
trasplantes autdlogos y 71% de los alogénicos se realizan
mediante la obtencion de las células por aféresis.'>'* En
el Hospital Universitario de Monterrey mas de 95% de
las recolecciones celulares para trasplante se efectiian de
esta forma. La eleccion de este método de recoleccion
celular se debe a su menor costo, mayor cantidad de
cé¢lulas CD34+ obtenidas y mas rapida recuperacion he-
matologica del receptor, por la infusion de gran cantidad
de estas células.*

En este estudio las principales indicaciones para
trasplante en pacientes con neoplasias hematologicas
fueron: linfoma de Hodgkin en el grupo de trasplante
autologo y leucemia linfoblastica aguda en el grupo de
trasplante alogénico. No encontramos diferencia signi-
ficativa al comparar la edad, peso y volemia calculada
entre los donadores de los grupos para trasplante autélogo
o alogénico.

La cuenta de leucocitos totales alcanzada con el proceso
de movilizacion celular, antes de la recoleccion de células,
fue diferente en el grupo de trasplante autélogo (mediana:
22.050 K/uL) que en el grupo de trasplante alogénico
(mediana: 46.00 K/uL). Esta diferencia es el resultado,
en parte, de la exposicion previa a la quimioterapia de la
mayoria de los donadores en el grupo de trasplante auto-
logo, en contraste con los donadores sanos del grupo de
trasplante alogénico.

El citrato es el anticoagulante base del ACD-A que se
utiliza en los procedimientos de aféresis, tiene la capacidad
de disminuir el calcio idnico y debido a esto puede ocasio-
nar sintomas como parestesias y contracciones musculares
en los donadores de células hematopoyéticas.!®!* Durante
la aféresis, todos los donadores de células de este estudio
recibieron gluconato de calcio intravenoso para prevenir
los sintomas relacionados con el ACD-A y en ninguno de
ellos se observaron efectos secundarios graves relaciona-
dos con el anticoagulante. En relacion con la utilizacion de
un catéter central, se recurre a un protocolo de seguridad,
que incluye el uso de fluoroscopia para guia en la colo-
cacion y al mismo grupo de cirujanos que ha acumulado
experiencia con nuestros pacientes. Por eso en este proceso
no hubo complicaciones.

La cantidad de células hematopoyéticas CD34+
recolectadas se relaciona con algunos factores: edad
del donador, exposicion previa a radiacién o quimiote-
rapia, donadores con médula hipocelular y el método
de movilizacion celular utilizado.' Los métodos de
movilizacion celular més frecuentemente aplicados son:
administracion de un factor estimulante de colonias de
granulocitos (G-CSF) y la combinacién de quimiote-
rapia con un G-CSF. Este induce hiperplasia mieloide
y liberacion de células CD34+ hacia la circulacion
sanguinea. En donadores para trasplante autélogo la
liberacion de células CD34+ a la sangre periférica puede
ser mayor utilizando quimioterapia combinada con G-
CSF en el esquema de movilizaciéon.'® En el grupo de
donadores para trasplante autélogo de nuestro estudio
utilizamos ambos esquemas de movilizacidn, de acuerdo
con la enfermedad de base del paciente. En estos dos
grupos se observo que los donadores con enfermedades
hematolégicas que s6lo se movilizaron con G-CSF tu-
vieron mayor elevacion de leucocitos totales antes de la
aféresis que los pacientes con diagnostico de diabetes
tipo 1 que se movilizaron con quimioterapia-G-CSF
(30.1 K/uL vs 13.0 K/uL); sin embargo, la cuenta de
células CD34+ recolectadas fue mayor en el grupo de
donadores con diabetes tipo 1 (7.6 x10° vs 3.5 x10°).
Esto se explica por la exposicion previa a la quimiote-
rapia en pacientes con enfermedades hematoldgicas y
por el esquema de movilizacidn utilizado. La cantidad
de células CD34+ suficientes para realizar el trasplan-
te se obtuvo en un sélo procedimiento de recoleccion
en 89% de los donadores autbélogos y en 79% de los
donadores alogénicos. La necesidad de realizar dos
procedimientos de aféresis para obtener al menos 2.0
x 10° células CD34+ fue mas frecuente en el grupo de
donadores para trasplante alogénico. Esta diferencia
se explica por la distinta superficie corporal entre el
donador y el receptor del trasplante.

En conclusion, en donadores pediatricos para
trasplante aut6logo y alogénico de células hematopoyé-
ticas, los esquemas de movilizacion y el procedimiento
de recoleccion celular mediante un catéter central
colocado con el apoyo de ecografia y fluoroscopia
fueron efectivos y seguros. Este procedimiento es
util, de bajo riesgo y muy eficaz, siempre y cuando
se siga un protocolo riguroso dirigido a minimizar las
complicaciones.
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Leucemia mieloide crénica: curso del embarazo en pacientes con

inhibidores de cinasas de tirosina

Osiris Da Costa, Mildred Borrego, Maria Gil, José Lépez

RESUMEN

Antecedentes: los inhibidores de cinasas de tirosina son el tra-
tamiento de eleccidn en pacientes con leucemia mieloide cronica.
Puesto que muchas pacientes con esta enfermedad se encuentran
en edad reproductiva se les recomienda el uso de métodos anti-
conceptivos debido a la teratogenicidad demostrada de imatinib en
animales y el desconocimiento del perfil de seguridad de una expo-
sicién inadvertida durante la embriogénesis a nilotinib o dasatinib.
Objetivo: analizar la evolucién del embarazo, parto y las caracte-
risticas del hijo de pacientes con diagnéstico de leucemia mieloide
cronica que concibieron de forma planificada o inadvertida mientras
eran tratadas con inhibidores de cinasas de tirosina.

Material y método: estudio retrospectivo efectuado con base en
la informacioén de la evolucion del embarazo, parto y caracteris-
ticas del hijo de pacientes con diagndstico de leucemia mieloide
cronica que procrearon en forma planificada o inadvertida durante
el tratamiento con inhibidores de cinasas de tirosina, que asisten
a la consulta del Banco Metropolitano de Sangre de Caracas, Ve-
nezuela. Se revisaron todas las historias clinicas de las pacientes
tratadas con inhibidores de cinasas de tirosina por diagndstico de
leucemia mieloide cronica y se seleccionaron nueve de ellas que
se embarazaron durante o después del tratamiento con inhibidores
de cinasas de tirosina.

Resultados: de las pacientes embarazadas, seis se encontraban
en fase crénica, dos en fase acelerada y una en crisis blastica. Al
momento del embarazo tres pacientes se encontraban en respuesta
molecular mayor; cinco recibian tratamiento con imatinib, tres con
nilotinib y una con dasatinib; sélo dos pacientes habian suspendi-
do el tratamiento con inhibidores de cinasas de tirosina antes de
embarazarse (de manera planificada). Todas las pacientes que
no se encontraban en fase cronica tuvieron complicaciones que
ameritaron hospitalizacion. Salvo dos gemelos que se perdieron
durante el seguimiento del estudio, el resto de los nifios permanece
en buenas condiciones, sin alteracion.

Conclusiones: ningun recién nacido resulto con defectos debidos
a teratogenicidad. Las pacientes con enfermedad debidamente
controlada al momento del embarazo tuvieron buena evolucién,
pero en las mal controladas la enfermedad progreso en el posparto
a crisis blastica, con evolucion fatal. Con base en lo sefialado no
se recomienda el tratamiento con inhibidores de cinasas de tirosina
durante la concepcién.

Palabras claves: leucemia mieloide cronica, respuesta molecular
mayor: RMM. Fase Croénica: FC. Fase Acelerada: FA. Crisis
blastica: CB. Emabarazo.

ABSTRACT

Background: Tyrosine kinase Inhibitors (TKIs), constitute the
treatment of choice of the CML, since that they achieve a higher
response rate and have improved the life expectancy of this di-
sease. Many female patients, are in reproductive age, in them it is
recommended the use of contraceptive methods since to Imatinib
demonstrated teratogenicity in animals and to the unknown safety
profile of an inadvertent exposure during the embryogenesis to
Nilotinib or Dasatinib.

We described the pregnancy evolution, delivery and characteristics
of the product of patients with CML diagnosis who have procreated
on a planned or inadvertent way during the treatment with TKls, who
assist to consultation in the BMS (Caracas-Venezuela).

All Medical reports of female gender treated with TKls were reviewed
by diagnose of CML in the BMS, and 9 females became pregnant
during or after the TKI treatment.

Six patients were in chronic phase, 2 in accelerated phase and 1
in blast crisis. Only 2 patients were in MMR at the moment of preg-
nancy. Five patients were receiving treatment with Imatinib, 1 with
Nilotinib and 1 with Dasatinib. Only 2 patients were suspended the
TKI treatment previous to the gestation (planned pregnancy). All
patients who were not in CP, presented complications that required
hospitalization. Every product has good health except the twins
that lost their control visits.

Discussion and conclusion. . Any product presented con-
genital malformation The patients with CML in chronic phase,
well controlled with MMR at the pregnancy moment, had then
good evolution, but those who were not in MMR, progressed in
the postpartum period to blast crisis with fatal outcome. It is not
recommended the use of TKls during the conception period or in
embryogenesis phase.

Key words: Chronic Myeloid Leukemia: CML. Mayor Molecular
Response: MMR. Chronica Phase: CP. Acelerate phase: AP. Blastic
Crisis: BC. Pregnancy
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Leucemia mieloide crénica

os inhibidores de cinasa de tirosina imatinib, ni-

lotinib y dasatinib se desarrollaron para bloquear

la actividad cinasa de la oncoproteina BCR-ABL,
que coexiste en pacientes con leucemia micloide cronica,
y que es codificada por la t(9;22), conocida también como
cromosoma Ph+. Los inhibidores de cinasa de tirosina son
el tratamiento de eleccion para pacientes con leucemia
mieloide cronica porque logran mayor tasa de respuesta e
incrementan la expectativa de vida, con buena tolerancia
y calidad de vida.! En la actualidad, miles de pacientes
reciben tratamiento con imatinib y muchos son jovenes en
edad fértil. El beneficio obtenido en la calidad de la vida de
estos pacientes les permite continuar su desarrollo fisico
y social normal, incluida la posibilidad de reproducirse.
La leucemia mieloide crénica se diagnostica con mas fre-
cuencia en adultos jovenes de uno y otro sexo y muchas
pacientes se encuentran en la edad reproductiva: en ellas
se recomienda el uso de métodos anticonceptivos debido a:

1) La teratogenicidad del imatinib demostrada en
animales.”® Los ensayos preclinicos con imatinib evi-
denciaron teratogénesis en ratas y anormalidades en la
espermatogénesis en otros animales de experimentacion;
esto condujo a que durante los ensayos posteriores en seres
humanos se observara un estricto control de la concepcion.
La vigilancia efectuada durante los ensayos clinicos no
demostré que hubiera espermatogénesis reducida; en pocos
casos se observo disminucion transitoria, que se recuperod
sin intervencion médica.

2) Al desconocimiento del perfil de seguridad de una
exposicion inadvertida durante la embriogénesis a nilotinib
o dasatinib. Aunque existen pocos reportes de mujeres que
se hayan embarazado en transcurso del tratamiento con
inhibidores de cinasas de tirosina.*
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En el afio 2003, una publicacidén de Hensey y Ford,
del Departamento de Investigacion Clinica Oncologica
de la casa farmacéutica, recopil6é 44 embarazos en cer-
ca de 12,000 pacientes con leucemia mieloide cronica
o tumores estromales gastrointestinales tratados con
imatinib; de ellos 15 casos de parejas de varones en
tratamiento.’

La publicacion de Seonaid sefialo mayor tendencia a
malformaciones complejas con afectacion osea y del sis-
tema nervioso central, sin constituir un sindrome definido,
quiza relacionadas con la inhibicion de otros sistemas de
la gran familia de las cinasas de tirosina.

La interrupcidn terapéutica del embarazo, permitida
en algunos paises frente al riesgo para la madre o de
malformacion fetal, es una decision dificil, de caracter
individual, en la que intervienen creencias personales y
tradiciones culturales, familiares, sociales, religiosas y
éticas de gran complejidad.

Las opciones de preservacion de la fertilidad pretrata-
miento son, también, decisiones complejas por la ausencia
de aprobacion oficial o por la no disponibilidad local para
criopreservacion en bancos de esperma y de otros medios
para preservacion de 6vulos.

Cualquiera sea la decision a este respecto, los pacientes,
hombres o mujeres, en edad fértil afectados con leucemia
mieloide cronica que inician tratamiento con un inhibidor
de cinasas de tirosina deben ser advertidos claramente de
los riesgos de teratogenicidad y ser instruidos acerca de
las medidas anticonceptivas eficaces.

En pacientes que desean embarazarse con el conoci-
miento del riesgo, se recomienda, en lo posible, que la
enfermedad se encuentre en respuesta Optima: respuesta
molecular mayor o no detectables al menos por dos afios.
Puede considerarse la descontinuacion del inhibidor de
cinasas de tirosina con o sin interferén.’

Para los varones en tratamiento, de acuerdo con la fisio-
logia de la espermatogénesis, se recomienda suspender el
medicamento 2 a 3 meses antes de la concepcion.

Son pocas las series publicadas de pacientes em-
barazadas en tratamiento con inhibidores de cinasas
de tirosina. El objetivo de este estudio fue: analizar
la evolucion del embarazo, parto y caracteristicas del
recién nacido de pacientes con diagndstico de leucemia
mieloide cronica que concibieron de forma planificada
o inadvertida durante el tratamiento con inhibidores de
cinasas de tirosina.
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MATERIAL Y METODO

Estudio retrospectivo efectuado con base en la informacion
de la evolucidn del embarazo, parto y caracteristicas del
hijo de 125 pacientes con diagndstico de leucemia mieloide
crénica que procrearon en forma planificada o inadvertida
durante el tratamiento con inhibidores de cinasas de tiro-
sina, que asisten a la consulta del Banco Metropolitano
de Sangre de Caracas, Venezuela.

RESULTADOS

El 56% (70/125) de las pacientes se encontraba en edad
de procrear, de éstas 17.14% (12/70) se embarazaron, 3/10
tuvieron abortos no estudiados (Cuadro 1). Se evalu¢ el
curso clinico del embarazo de nueve pacientes con leuce-
mia mieloide cronica tratadas con inhibidores de cinasas
de tirosina. La mediana de edad al momento del embarazo
fue de 31 afios, 6 pacientes se encontraban en fase cronica,
2 en fase acelerada y | en crisis blastica. S6lo 3 pacientes
se encontraban en respuesta molecular mayor al momento
del embarazo. Cinco pacientes estaban recibiendo trata-
miento con imatinib, 3 con nilotinib y 1 con dasatinib.
Solo 2 pacientes habian suspendido el tratamiento con
inhibidores de cinasas de tirosina antes de emarazarse de
manera planificada. Todas las pacientes que no se encon-
traban en fase cronica (4) tuvieron complicaciones que
ameritaron hospitalizacion. Sélo uno de los recién nacidos
fue pretérmino. Ningin neonato tuvo malformacién con-
génita, excepto los gemelos perdidos en el seguimiento, el

Cuadro 1. (Continua en la siguiente pagina)

resto de los nifios se encuentra en buenas condiciones, sin
alteracion y con buen desarrollo; el mayor de ellos tiene
ahora 7 afios. En la actualidad, dos embarazadas (35 y 36
semanas) cursan sin complicaciones, sus fetos muestran
buen desarrollo, sin malformaciones segun el reporte de
los ultrasonidos tridimensionales.

Las pacientes que no se encontraban en respuesta mole-
cular mayor o habian progresado a fase acelerada o crisis
blastica al momento del embarazo, evolucionaron de forma
térpida en el puerperio, con desenlace fatal.

DISCUSION

Las pacientes con leucemia mieloide cronica debidamente
controladas, con respuesta molecular mayor al momento
del embarazo, evolucidén de manera satisfactoria, pero no
las que se encontraban en respuesta molecular mayor, que
en el postparto evolucionaron a crisis blastica, con evolu-
cion fatal.® Ningun recién nacido tuvo defectos debidos a
teratogenicidad, tal como esté reportado en la bibliografia.*

Los hijos de madres con leucemia mieloide cronica han
tenido buena evolucioén, sin complicaciones, el mayor de
ellos tiene ahora siete afios de edad.

Es importante ponderar entre los riesgos, los potenciales
de teratogenicidad para el feto y los de recaida y progresion
para las madres sin control adecuado. No se recomienda
la indicacion de inhibidores de cinasas de tirosina durante
el periodo de la concepcion o en la fase de embriogénesis.
Si la paciente desea concebir debe llegar a un acuerdo con
el médico.’

Paciente 1

Paciente 2 Paciente 3 Paciente 4 Paciente 5

Paciente 6 Paciente 7 Paciente 8 Paciente 9

Fecha de diag- 21/06/1999

30/11/2000 25/02/2000 28/04/2006 26/07/2001

20/05/2003 30/07/2003 03-07-2012 30-04-2003

nostico

Edad al emba- 30 afios 31 afos 27 afios 34 afos 33 afos 27 afios 31 afos 30 afios 31 afos

razo

FC/FA/CB FC CB linfoide FA FC FC FC FAT315I FC FC
positivo

RM al inicio de 0,01% 13,14% 13% 0,008% 1,28% Desconocido  1,28% 0,52% 0,0072%

embarazo

Medicamentos Imatinib 600 Imatinib 600 Dasatinib Imatinib Imatinib 6  Imatinib 12 Nilotinib Nilotinib Nilotinib

antes o al mo- mg/d mg/d 140 mg/d 400 mg/d meses antes meses antes 800 mg/d 600 mg/d 800 mg

mento del emba- (embarazo  del emba- leralinea 2dalinea

razo/dosis planificado) razo

Tiempo de expo- 7 sem 6 sem 13 sem 4 sem 0 0 5sem 6 sem 12 sem

siciéon durante la
embriogénesis
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Cuadro 1. (Continuacion)

Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3 Paciente 4 Paciente 5 Paciente 6 Paciente 7 Paciente 8 Paciente 9
Tratamiento du-  Ninguno Vincristina- Citarabina Hidroxiurea  Ninguno  Hidroxiurea Hidroxiu-  Ninguno Ninguno
rante el emba- Prednisona- en el tercer al tercer rea en el
razo Purinetol- trimestre trimestre  2° trimes-
Metrotexate tre
Complicaciones No Hospitali-  Hospitali- No No No Aborto No No
durante el em- zacion por zacion alas 19
barazo pancitopenia semanas
Cesarea-parto 39 sem/parto  Cesarea Cesarea  Cesarea Cesarea Cesarea No Cesarea  Cesarea
normal alas 34 alas 39 programa- programa-
sem por oli- semanas dapara dafinales
goamnios octubre de sep
2013
Recién nacido/ Fem/3750 Fem/3100 gr Gemelar/ Masculino/ Femenino/ Femenino/ Feto Feto Feto feme-
peso/condiciones  gr/sano Sano femenino 2200 gr/ 3000 gr/ sano muerto  masculino, nino. Buen
2200 grs 'y Sano sano masculino. buen desa- desarrollo
masculino Sin malfor- rrollo
2100 grs/ maciones
sanos
Evolucion del 7 afios/ sano 4 afios y Hasta 2 3afos3 2afiosy 1 2 afos 'y NA NA NA
producto 2 meses. afos sa- meses/sano mes sana 2 meses.
Sano nos, luego Sano
perdidos
de vista
Evolucién de la FCen CBcon  Progresion FCentrata- FCnoRM FCnoRM FA, recibe FC FC
leucemia mieloi- tratamiento infiltracion aCBy mientocon hidroxiurea RHC RMM
de aguda con Imatinib/  del SNC. fallece 6 Imatinib/ actual-
RMM Fallece a meses RMM mente
los 4 meses postparto
postparto
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Articulo de opinién

Ingresar a un hospital puede ser un fracaso para algunos pacientes

Guillermo J Ruiz-Arglelles

iempre he considerado que internar a un paciente
en el hospital puede ser un fracaso. Durante mas
de 30 afios de practicar la medicina privada me
he esforzado para evitar internamientos innecesarios de
pacientes con diversos tipos de enfermedades. Con esta
idea en mente, nosotros y el grupo de David Gomez-
Almaguer en Monterrey, hemos podido demostrar que
es posible administrar fuera del hospital: quimioterapia
no mieloablativa' o mieloablativa,>® hacer trasplantes
de células hematopoyéticas autdlogas®® y trasplantes de
células hematopoyéticas alogénicas.>*® En estas condicio-
nes, nuestra conducta en relacion con las necesidades de
internar a los pacientes se limita a admitirlos sélo cuando
hay alguna complicacion, es decir, cuando hemos sido
insuficientes en nuestro intento de mantenerlos fuera del
hospital. Por ello, internar a un paciente es una evidencia
de las limitaciones de nuestra conducta terapéutica, por
lo que internar a un paciente en el hospital pudiera ser la
evidencia de un fracaso, como lo sefiala el titulo de este
ensayo.
Es muy claro que los hospitales son sitios inadecuados
para la mayoria de los pacientes. Mantener lejos de los
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hospitales a los pacientes con citopenias graves, como
frecuentemente ocurre en los tratamientos hematologi-
cos u oncoldgicos, no solo es posible sino deseable.> 10
En los hospitales, los pacientes citopénicos adquieren
infecciones mas graves y por gérmenes mas resistentes
que las adquiridas en la comunidad: en consecuencia, su
morbilidad y mortalidad son mucho mayores.> *'° Esto,
que parece una verdad de Perogrullo, se ha demostrado
no solo en nuestro pais, sino en otros paises del mundo
desarrollado.'"'* Ademas de las complicaciones infeccio-
sas, otras complicaciones como la enfermedad de injerto
contra huésped aguda y cronica, son mas frecuentes y
mas graves si los trasplantes alogénicos se llevan a cabo
dentro de los hospitales.”!° Tener que internar a un paciente
trasplantado es admitir el fracaso de nuestra terapéutica
extrahospitalaria y, ademas, es exponerlo a complicaciones
nosocomiales mucho mas graves.

Sin embargo, en la practica actual de la medicina,
permeada y envenenada por la dicotomia, una de las mas
grandes vergiienzas de la practica médica actual y los in-
tereses meramente econdmicos, las razones injustificadas
para internar a los pacientes son cada vez mas frecuentes
y jamas toman en cuenta su bienestar, sino los intereses
economicos de los médicos, de los hospitales, de las com-
pafiias aseguradoras, etc. A continuaciéon enumero algunas
de las razones discutibles que, con mucha frecuencia, se
esgrimen hoy en dia para internar pacientes y que yo he
podido advertir después de trabajar mas de 30 afios en la
medicina privada:

a) Sino internas al paciente, la aseguradora no le paga

la quimioterapia, aun cuando no sea mieloablativa.
Es lamentable advertir que algunos pacientes son
admitidos al hospital varios dias solo para inyec-
tarles dexametasona intravenosa. Es mds caro y
peligroso administrar quimioterapias dentro de

182 Revista de Hematologia Volumen 14, num. 4, octubre-diciembre 2013



Ingresar a un hospital puede ser un fracaso para algunos pacientes

los hospitales.”? Las compaiiias aseguradoras les
pagan a los médicos y a los hospitales la aplicacion
de quimioterapias, que las mds de las veces son
administradas por las enfermeras.

b) Hay que internar al paciente para “estudiarlo”...
y exponerlo a complicaciones nosocomiales; con
los métodos diagnosticos actuales esto no es una
necesidad.

¢) Si no internas suficientes pacientes te voy a tener
que subir el costo de la renta de tu consultorio. ;...
serd cierto ? o... jes una leyenda urbana?

d) En el hospital el paciente estd mas seguro... mds
seguro es que adquiera una infeccion nosocomial.*?

e) Como ya se construyo en el hospital una “unidad de
trasplantes” con aislamiento, presion positiva y flujo
laminar, debemos amortizarla y mantener en esas
unidades a pacientes por periodos largos. Después
de muchos arios de trabajo y de haber trasplantado
a mas de 400 pacientes fuera del hospital, es claro
que esas unidades no son estrictamente necesarias
para trasplantar células hematopoyéticas autologas,
alogénicas ni haploidénticas."*'* Es aun peor ad-
vertir como en esas unidades se internan pacientes
que van a recibir quimioterapias que ni siquiera son
mieloablativas, para usarlas, para amortizarlas.

f) Si interno a varios pacientes en un mismo hospital
me sera mas facil pasar visita. Comodo para el mé-
dico... ; y el paciente ?

También claro que, ademas de las razones o compli-
caciones médicas que obligan a un médico a admitir a un
paciente al hospital (empleo de quimioterapia en infusion
continua, fiebre neutropénica, mucositis grave, ndusea o
vomito incoercibles, etc.), existen razones no médicas
validas para internar pacientes: en la medicina social es
frecuente tener que admitir pacientes al hospital por la
lejania de su sitio de residencia, por su incapacidad para
encontrar alojamiento en la ciudad donde se lleva a cabo
el tratamiento, por el nivel socio cultural de quien (es)
cuida (n) al paciente, etc.;® sin embargo, en la medicina
privada este tipo de razones son realmente excepcionales.

Es lamentable advertir que, sobre todo en la practica
de la medicina privada en nuestro pais, las razones prin-
cipales para admitir a los pacientes onco-hematoldgicos
en los hospitales no son médicas y si tendientes a engor-
dar el bolsillo de los médicos, hospitales, aseguradoras,

administradores de servicios de salud, etc. Sirvan estas
lineas para llamar la atencion acerca de los riesgos de otra
conducta innecesaria en la que los médicos nos seguimos
involucrando.'®

Admitir a un paciente al hospital puede ser, para algu-
nos, un fracaso médico y econémico.
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Comité Internacional de Editores de Revistas Médicas (N Engl J Med
1997;336:309-15) y se ajustan a las siguientes normas:

1.

2.

El texto debe enviarse por correo electrénico a la atencion del Editor:
gruiz1@clinicaruiz.com.

Las secciones se ordenan de la siguiente manera: autores, adscrip-
ciones, direccién para envio de correspondencia al editor

La extension maxima de los originales sera de 15 hojas, de los casos
clinicos 8 hojas y cuatro figuras o cuadros. Las revisiones no excede-
ran 15 hojas.

Si todos los autores pertenecen a servicios diferentes pero a una
misma institucion el nombre de ésta se pondra una sola vez y al final.
La identificacién de los autores debera hacerse con numeros en
superindice.

Todo el material grafico (cuadros, figuras y fotografias) debera ser de
calidad (nitidez y enfoque) para que su reproduccién sea excelente. Se
recomienda incluir todo tipo de ilustraciéon enseguida de las referencias
bibliograficas.

Las graficas, dibujos y otras ilustraciones deben dibujarse profe-
sionalmente o elaborarse con un programa de cémputo y adjuntarlas
al mismo archivo del texto.

Los cuadros (y no tablas) deberan numerarse con caracteres arabigos.
Cada uno debera tener un titulo breve; al pie del mismo se incluiran
las notas explicativas que aclaren las abreviaturas poco conocidas. No
se usaran lineas horizontales o verticales internas. Todos los cuadros
deberan citarse en el texto.

Tipo de articulos: la revista publica articulos originales en el area de
investigacion clinica o de laboratorio, editoriales, articulos de revision,
biotecnologia, comunicacién de casos y cartas al editor. Se reciben
articulos en los idiomas espafiol e inglés.

Resumen no mayor de 250 palabras, y debera estar estructurado en
antecedentes, material y método, resulta dos y conclusiones. Con esta
estructura se deberan enunciar claramente los propésitos, procedimien-
tos basicos, metodologia, principales hallazgos (datos concretos y su
relevancia estadistica), asi como las conclusiones mas relevantes. Al
final del resumen proporcionaran de 3 a 10 palabras o frases clave.
Enseguida se incluird un resumen (abstract) en inglés.

Abstract. Es una traduccién correcta del resumen al inglés.

Texto. Debera contener antecedentes, material y métodos, resultados

y discusién, si se tratara de un articulo experimental o de observacion.

Otro tipo de articulos, como comunicacion de casos, articulos de revi-

sién y editoriales no utilizaran este formato.

a) Introduccion. Exprese brevemente el propdsito del articulo. Re-
suma el fundamento légico del estudio u observacién. Mencione
las referencias estrictamente pertinentes, sin hacer una revision
extensa del tema. No incluya datos ni conclusiones del trabajo que
esta dando a conocer.

b) Material y método. Describa claramente la forma de seleccion
de los sujetos observados o que participaron en los experimen-
tos (pacientes o animales de laboratorio, incluidos los testigos).
Identifique los métodos, aparatos (nombre y direccion del fabri-
cante entre paréntesis) y procedimientos con detalles suficientes
para que otros investigadores puedan reproducir los resultados.
Explique brevemente los métodos ya publicados pero que no son
bien conocidos, describa los métodos nuevos o sustancialmente

modificados, manifestando las razones por las cuales se usaron
y evaluando sus limitaciones. Identifique exactamente todos los
medicamentos y productos quimicos utilizados, con nombres ge-
néricos, dosis y vias de administracion.

c) Resultados. Preséntelos siguiendo una secuencia légica. No repi-
ta en el texto los datos de los cuadros o figuras; sélo destaque o
resuma las observaciones importantes.

d) Discusién. Insista en los aspectos nuevos e importantes del estu-
dio. No repita pormenores de los datos u otra informacion ya pre-
sentados en las secciones previas. Explique el significado de los
resultados y sus limitaciones, incluidas sus consecuencias para
la investigacion futura. Establezca el nexo de las conclusiones
con los objetivos del estudio y absténgase de hacer afirmaciones
generales y extraer conclusiones que carezcan de respaldo. Pro-
ponga nueva hipétesis cuando haya justificacién para ello.

e) Referencias. Numere las referencias consecutivamente siguien-
do el orden de aparicion en el texto (identifique las referencias en
el texto colocando los nimeros en superindice y sin paréntesis).
Cuando la redaccién del texto requiera puntuacion, la referencia
sera anotada después de los signos pertinentes. Para referir el
nombre de la revista utilizara las abreviaturas que aparecen enlis-
tadas en el nimero de enero de cada afio del Index Medicus. No
debe utilizarse el término “comunicacion personal”. Si se permite,
en cambio, la expresion “en prensa” cuando se trata de un texto ya
aceptado por alguna revista, pero cuando la informacién provenga
de textos enviados a una revista que no los haya aceptado aun, ci-
tarse como “observaciones no publicadas”. Se mencionaran todos
los autores cuando éstos sean seis 0 menos, cuando sean mas
se afiadiran las palabras y col. (en caso de autores nacionales) o
et al.(si son extranjeros). Si el articulo referido se encuentra en un
suplemento, agregara Supp! X entre el volumen y la pagina inicial.

La cita bibliografica se ordenara de la siguiente forma en caso de re-

vista:

Torres BG, Garcia RE, Robles DG y col. Complicaciones tardias de

la diabetes mellitus de origen pancreatico. Rev Gastroenterol Mex

1992;57:226-229.

Si se trata de libros 0 monografias se referira de la siguiente forma:

Hernandez RF. Manual de anatomia. 2% ed. México: Méndez Cervan-

tes, 1991;120-129.

Si se tratara del capitulo de un libro se indicaran el o los autores del

capitulo, nombre del mismo, ciudad de la casa editorial, editor del libro,

afio y paginas.

11. Transmision de los derechos de autor. Se incluird con el manuscrito
una carta firmada por todos los autores, conteniendo el siguiente pa-
rrafo: “El/los abajo firmante/s transfiere/n todos los derechos de autor
a la revista, que sera propietaria de todo el material remitido para pu-
blicacion”. Esta cesion tendra validez sélo en el caso de que el trabajo
sea publicado por la revista. No se podra reproducir ningiin material
publicado en la revista sin autorizacién.

Revista de Hematologia se reserva el derecho de realizar cambios o
introducir modificaciones en el estudio en aras de una mejor comprensiéon
del mismo, sin que ello derive en un cambio de su contenido. Los articulos
y toda correspondencia relacionada con esta publicacion pueden dirigirse
al e-mail: gruiz1@clinicaruiz.com
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Author requirements

Manuscripts should be made following recommendations of the Interna-
tional Committee of Medical Journal Editors (N Engl J Med 1997;336:309-
15) and adjusted to the following guidelines:

1.

10.
. Text. Text should contain introduction, materials and methods, results

The document printed in letter size (21 x 27 cm) sheets must be de-
livered, using double-spacing, along with its with corresponding com-
puter disk data and indicating the article’s title on the label, leading
author’s name and computer program with version. (e.g., Estrogen and
climaterium. Guillermo Martinez. Word 6.0).

Sections are ordered in the following form: page title, structured ab-
stract, summary, introduction, materials and methods, results, discus-
sion, references, tables and captions.

The maximum extension of originals will be 15 pages, for clinical cases
8 pages, and four for figures or tables. Reviews will not exceed 15
pages.

The first page will contain the full title of the article, not exceeding 85
characters, the names of the authors, services or departments and
institution(s) they belong to and the leading author’s address. If all the
authors belong to different services of the same institution, their name
will be mentioned only once at the end. Authors identification should be
done superscript Arabic numbers.

For identification, each page of the article should have, on the upper
left corner, the initial of the name and last name of the leading author,
and on the upper right corner, the consecutive page number.

All graphic material should be sent in slides, black-and-white, sharp
and clearly defined. In the slide frame write in ink the code word to
identify the article, the figure number, last name of the leading author
and with an arrow the top part of the figure will be marked. If the slide
includes material formerly published, it should come with the written
authorization of the copyright holder.

Graphs, drawings and other illustrations should be professionally
drawn or made by computer and attached in the same disk the text
writing is, on the label written the program used.

Tables (and non-charts) should be numbered with Arabic numbers.
Each should have a brief title; the footnotes will include explanatory
notes to clarify abbreviations poorly known. Do not use horizontal or
vertical inner lines. All tables should be quoted in the text.

Type of articles: the journal publishes original articles in the area of
clinical or laboratory research, editorials, review articles, biotechnolo-
gy, case communications and letters to the editor. Articles are received
in Spanish and English languages.

Summary. The second page will include a summary, no longer than
250 words and will be structured in background, materials and meth-
ods, results and conclusions. Following this structure, purposes, basic
proceedings, methodology, main outcomes (hard data and statistical
significance), and most relevant conclusions. At the end of the sum-
mary there will be 3 to 10 keywords or sentences. Following this, an
abstract written in English will be provided.

Abstract. This is the right translation of the summary to English.

and discussion, if this is an experimental or observational article. Other

articles, like case communications, review articles and editorials will

not use this format.

a) Introduction. Briefly express the purpose of the article. Summarize
the logic grounds of the study or observation. Quote only strictly
pertinent references, without making a extensive review of the to-
pic. Do not include data or conclusions of the job you are making
known.

12.

13.

b) Materials and methods. Describe clearly in the selection the way
you selected the observed subjects or those who participated in the
experiments (patients or laboratory animals, including controls)
Identify methods, devices (name and address of the manufacture
in parentheses) and detailed procedures for others to reproduce
the results. Briefly explain formerly published methods which are
not widely known, describe new or substantially modified methods
manifesting the reasons why you used them and assessing thei
limitations. Identify every single medication and chemical produc
used, with generic name, dose and route of administration.

c) Results. Present them following in a logical sequence. Do not re
peat data from tables or figures within the text; just emphasize o
summarize the pertinent observations.

d) Discussion. Emphasize new and important aspects of the study. Dc
not repeat details in the data or other information previously mentionec
in other sections. Explain the meaning of the results and theil
limitations, including their consequences for future research. Establist
the connection of the conclusions with the study objectives and refrair
from making general statements and making conclusions withou
support. Suggest a new hypothesis when it is justified.

e) References. Number the references consecutively following the
appearance order in the text (identify the references within the
text with superscript numbers without parentheses). When the tex
needs punctuation, the reference will be annotated after the perti
nent signs. To refer the name of a journal use abbreviations listec
every year in the January number of the Index Medicus. The ternr
“personal communication” should not be used. On the other hand
it is allowed to use the expression “in press” when it refers to ar
already accepted text by some journal, but when the informatior
comes from texts sent to a journal which has not accepted it yet, i
should be referred to as “non-published observations”. All authors
should be mentioned when there are six or less, when there are
more, add the words and cols. (in the case of national authors) o
et al. (if foreigners). If the cited article is located in a supplement
add suppl X between the volume and the initial page.

In the case of a journal, bibliographic citations will be ordered in this
way:
Torres BG, Garcia RE, Robles DG et al. Late complications of diabetes
mellitus of pancreatic origin. Rev Gastroenterol Mex 1992; 57:226-22¢
In the case of books or monographs, reference will be:
Hernandez RF. Anatomy manual. 2nd edition. Mexico: Méndez Cer
vantes, 1991; 120-129.
In the case of a book chapter, indicate the author(s) in the chapter, the
name of the chapter, city of the publishing house, the book’s editor
year and pages.
Transfer-of-copyright. Along with the manuscript, deliver a letter sig
ned by all the authors, with the following paragraph: “The undersignec
author(s) transfer all copyrights to the journal, which will be the holde
of all submitted material for publication”. This transfer will be valid only
in the case that the journal publishes the paper. No material can be
reproduced without the journal’s authorization.

We recommend to include citations from Mexican or Latin Americar

authors in the bibliographic references.

Hematologia reserves the right to make changes or include modifications
in the study in order of better understanding of such, without modifying its
content. Articles and all mailing relating with this publication should be ad
dressed to the following e-mail: gruiz1@clinicaruiz.com
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