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Editorial

¢ Por qué los médicos seguimos haciendo cosas innecesarias?: algunas

reflexiones con sesgo hematolégico

Guillermo J Ruiz-Arguelles*

n buen numero de las acciones que los médicos

emprendemos de manera cotidiana son innecesa-

rias o indebidas y, sin embargo, las continuamos
haciendo. He aqui algunos ejemplos:

1. La administracion de bloqueadores beta adrenér-
gicos a pacientes con infarto de miocardio no sélo
no los beneficia, sino los perjudicay... lo seguimos
haciendo.

2. Ningun tratamiento es Util para disminuir o elimi-
nar la tos y... seguimos recetando jarabes.

3. Los pacientes con bronquitis, sinusitis o faringitis
empeoran con los antibioticos y... se los seguimos
recomendando, propiciando, ademas, la resistencia
bacteriana.

4. Los dolores de espalda baja no desaparecen con
cirugia y las operaciones... se siguen indicando.

5. Las cirugias artroscopicas de rodilla no son mejo-
res que las “operaciones placebo” y... se siguen
llevando a cabo.

6. Las “reacciones febriles” no tienen utilidad alguna
y ... muchos médicos las siguen solicitando.

En el caso especifico de la hematologia, hay también

varias acciones innecesarias que seguimos llevando a cabo
y sobre las que deberiamos reflexionar:

* Laboratorios Clinicos de Puebla. Clinica Ruiz. Puebla, Pue,
México.

Correspondencia: Dr. Guillermo J. Ruiz-Argielles. Centro de
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10.

Se hacen aspirados de médula dsea innecesarios
a pacientes con leucemia aguda con grandes
concentraciones de leucocitosis y blastos en
sangre periférica.

Se aspira innecesariamente la médula 6sea para diag-
nosticar leucemias granulocitica o linfocitica cronicas.
Indebidamente se aspira la médula dsea para seguir
la enfermedad residual de pacientes con leucemia
granulocitica cronica.

Se hacen biopsias de hueso bilaterales innecesarias
en pacientes con linfoma de Hodgkin en estadios
clinicos iniciales.

Innecesariamente se hacen estudios de biologia
molecular en la médula 6sea y no en sangre perifé-
rica en pacientes con leucemias agudas o cronicas.
Se prescriben de manera rutinaria anticonvulsivos
a pacientes trasplantados de médula dsea y acon-
dicionados con busulfan.

Indebidamente se solicita proteinuria de Bence
Jones para estudiar a pacientes con mieloma mul-
tiple, a pesar del gran niamero de resultados falsos
positivos y negativos de esta prueba arcaica.

Se sigue solicitando la cuantificacion de las inmu-
noglobulinas en pacientes con mieloma multiple a
pesar de que es claro que la paraproteinemia debe
vigilarse con electroforesis de proteinas.

En deficiencia de hierro se sigue prescribiendo
tratamiento con hierro polimaltosado cuando se
ha demostrado que esta sal no se absorbe adecua-
damente del tubo digestivo.

Se siguen estableciendo diagnosticos de hipo-
plasia medular (anemia aplastica) en aspirados
de médula o6sea cuando es claro que sélo puede
establecerse y cuantificarse por medio de la biop-
sia de hueso.
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Terminar con conductas ancestrales y equivocadas

no siempre es facil en medicina; la hematologia no es la
excepcion. Solo la actualizacidon continua de los conoci-
mientos por medio del estudio ininterrumpido permitira
eliminar algunas conductas indebidas de nosotros los he-
matologos que en algunos casos no solo son inadecuadas,
sino hasta peligrosas. En muchas ocasiones, romper dogmas
es lo que permite el avance de los conocimientos médicos.
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Articulo original

Metabolismo del hierro, mutaciones H63D y hemocromatosis hereditaria
en pacientes con anemia drepanocitica en la India
H63D hereditary hemochromatosis and iron metabolism in Indian sickle

cell patients
Sanjay Pandey,” Sweta Pandey,** Vineet Shah,** Rahasya Mani Mishra,*** Tulika Seath,* Renu Saxena*

RESUMEN

Antecedentes: la hemocromatosis hereditaria es un trastorno del metabolismo del hierro caracterizado por aumento en su absorcion y
almacenamiento. La mutacién H63D del gen HFE puede estar asociada con sobrecarga de hierro en pacientes hindues con anemia de
células falciformes (drepanocitica).

Objetivo: determinar la prevalencia de mutaciones H63D y su efecto en pacientes hindies con anemia drepanocitica.

Material y método: los sujetos de estudio fueron pacientes con drepanocitosis (50 con hemoglobinopatia S homocigota y 67 con he-
moglobina S / B-talasemia). Se incluyeroon también 178 controles sanos apareados por sexo y edad. Se realizé conteo celular completo
mediante un analizador celular automatizado y medicién cuantitativa de hemoglobina por medio de cromatografia liquida de alta resolu-
cion (HPLC). Se extrajo ADN de leucocitos de sangre periférica con el método fenol-cloroformo. La mutacion de H63D fue determinada
por PCR-RFLP y los productos del PCR fueron digeridos por restriccion de la enzima Bcl-1. Los estudios del hierro fueron realizados
por un método estandar de laboratorio. El analisis estadistico se realizé con el software Epi-Info. Se utilizd la prueba de la x? de Yates
para determinar si existen diferencias significativas entre los grupos de estudio y la t de Student para comparar las medias aritméticas,
mediante el software GraphPad.

Resultados: la prevalencia de H63D fue significativamente mayor en el grupo de enfermos (28%) que en los controles (10%) (valor de p
+0.004 y + 0.057). El hierro sérico fue mayor en el grupo con mutacion H63D que en el que no la padecia (valor de p<0.001).
Conclusion: la mutacién H63D se relaciona significativamente con aumento de la absorcion y metabolismo bajo del hierro en pacientes
hindues con células falciformes.

Palabras clave: HFE, SCD, H63D, hemocromatosis

ABSTRACT

Background: Hereditary hemochromatosis is an iron metabolism disorder characterized by increased iron absorption and storage. H63D
mutation of HFE gene may be associated with iron overload in Indian sickle cell patients.

Objective: determine the prevalence of the H63D mutations and their effect on iron metabolism in Indian sickle cell patients.

Material and Method: Study subjects were sickle cell patients (50 sickle cell anemia and 67 sickle p-thalassemia). One hundred seventy,
age and sex matched healthy controls were recruited to compare the frequency of H63D mutation. Complete blood count was measured
by automated cell analyzer and quantitative assessment of hemoglobin was performed by high performance liquid chromatography. DNA
was extracted from the peripheral blood leucocytes by phenol-chloroform method. HFE gene mutations H63D was determined by PCR-
RFLP and PCR products were digested with restriction enzymes Bcl-1. Iron studies were done by standard laboratory method. Statistical
analysis was performed on Epilnfo statistics software. Yates’ chi-square test was used to assess inter-group significance and t- test used
to compares the means of two groups on GraphPad software.

Result: The prevalence of HFE mutation H63D was investigated among 50 sickle cell anemia and 67 sickle p-thalassemia patients. The
prevalence of H63D was statistically significant in the group (p-value, +0.004 and + 0.057). Serum iron in the H63D group were higher in
comparison to without H63D group of patients (p-value <001).

Conclusion: H63D mutation present significantly and associated with increased iron absorption and low iron metabolism in Indian sickle
cell patients.

Key words: HFE, SCD, H63D, Hemochromatosis
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ereditary hemochromatosis is a common auto-
H somal recessive disorder of iron metabolism

in Caucasians, with a prevalence of one in
300-500 individuals. Iron homeostasis is maintained
by regulating iron absorption. Unlike for other essential
minerals, the human body does not have a regulatory
mechanism for excreting excess iron. In Mediterranean
countries the most common cause of iron overload is
homozygous B-thalassemia.! Hereditary hemochro-
matosis is an iron metabolism disorder characterized
by increased iron absorption and storage, resulting in
progressive and multisystemic oxidative organ damage.
In 1996, the HFE gene was identified on candidate for
the gene bearing the primary defect responsible for
hemochromatosis.>* Genetic factors and acquired con-
ditions are likely to modulate the expression of HFE
hemochromatosis.

Two missense mutations (C282Y, H63D) have been
described on the HFE gene in patients suffering from
hereditary hemochromatosis on the basis of phenotypic
data. H63D is a C-G transition at nucleotide 187 of the
HFE gene which results in a histidine to aspartic acid
substitution. It has been found to be present with a fre-
quency of 3.3%-15.2% in the general population across the
world.>7 The H63D mutation has been found to be highly
prevalent among Brazilians (carrier frequency: 27.5%),
with a frequency similar to what is observed among white
Europeans, particularly among Italians.®° There are only
a few studies from India on the frequency of the known
HFE gene mutations.'%"* Thus the aim of this study was to
determine the prevalence of the H63D mutations and their
effect on iron metabolism in Indian sickle cell patients.

MATERIAL AND METHODS

Study subject were sickle cell patient (50 sickle cell ane-
mia and 67 sickle B-thalassemia) who were attending the
outpatient department of hematology. Age —sex matched
170 controls were recruited to compare the frequency of
H63D mutation. Screening of the patients was done by
cation exchange high performance liquid chromatography
(HPLC). About 5 ml venous blood was taken for DNA
extraction and iron study; after informed consent from all
the patients and controls. Study was approved by institu-
tional ethical committee. Complete blood count and red
cell indices were measured by automated cell analyzer

(SYSMEX K-4500, Kobe Japan). Quantitative assessment
of hemoglobin Hb F, Hb A, Hb A2 and Hb S was performed
by HPLC (Bio-Rad-Variant™Bio Rad, CA, USA). DNA
was extracted from the peripheral blood leucocytes by
phenol-chloroform method. HFE gene mutations H63D
was determined by specific polymerase chain reaction-
restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP)
according to Feder'* (1996)et.al.. The PCR products were
digested with restriction enzymes Bcl-1 (New England Bio
labs, Beverly, MA) to identify the H63D variants. Serum
iron, total iron binding capacity (TIBC) and % transferrin
saturation estimation was done by standard laboratory
method. Statistical analysis was performed on Epilnfo
statistics software (Version 3.5.1). Yates’ chi-square test
was used to assess inter-group significance and p-value
<0.05 was considered statistically significant._t test was
applied to compare the means of two group on GraphPad
(version 3.06) software.

RESULTS

Sickle cell patients were divided in two groups. First
group was had fifty sickle cell anemia and second group
was had 67 sickle B-thalassemia patients. One hun-
dred seventy, age and sex matched healthy controls were
recruited to compare the frequency of H63D mutation.
In group-1; male were 30 (60.0%) and female were 20
(40.0%) with mean age of 10.72+7.68 years. Forty nine
(73.1%) male and 18(26.9%) female with mean age
group of 11.91£8.30 years, patients were in group-2.
In controls; 102 (60.0%) were male and 68(40.0%)
were female with mean age of 10.99+7.61 years. Out
of the 67 sickle B-thalassemia patients, 13(19.4%) were
heterozygous and 7(10.45%) were homozygous for the
H63D mutation. In the group of sickle homozygous, nine
(18%) were heterozygous and 5(10%) were homozygous.
One Hundred seventy controls were had 12 (7.05%)
heterozygous and 4(2.35%) homozygous. Serum iron
with H63D mutation was high (113.7£20.5ug/dl) in
comparison to without H63D patients (94.6+25.3pg/dl).
Total iron binding capacity (TIBC) was 315.9+28.3ug/
dl in H63D mutant while 327.4+15.7ug/dl was without
H63D mutant. Transferrin saturation % was 32.6+7.3%
in H63D mutant group and 29.7+5.3% in without H63D
mutant group. The frequencies of H63D and iron para-
meters are given in table 1 and 2 respectively.
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Table 1. Frequency of H63D Mutation

Mutation Genotype Patients Control p-value OR 95%ClI
N=170
HbSS HbSRthal.
N=50 N=67
H63D -/- 36(72%) 47(70.15%) 154(90.58%) 0.00003 0.25 0.13-0.51
+ 9(18%) 13(19.4%) 12 (7.05%) 0.004 3.05 1.37-6.89
+/+ 5(10%) 7(10.45%) 4(2.35%) 0.057 3.56 0.97-14.12
Table 2. Iron, TIBC and Transferrin saturation% levels
Parameters Sickle patients with H63D Sickle patients without H63D N=83 P-value
N=34
Serum Iron pg/dL 113.7£20.5 94.6+25.3 0.0001
TIBC pg/dl 315.94£28.3 327.4+15.7 0.005
Transferrin saturation % 32.617.3 29.745.3 0.018

DISCUSSION

Iron overload can be associated with various pathological
conditions.”® Hereditary hemochromatosis is considered
to be the most common inherited disorder in Caucasians
and presents a variable prevalence among different ethnic
groups.>!¢ Primary iron overloads is uncommonly encounte-
red in Indians and happens to be common in the Caucasians
of North Europe. In the west, the C282Y mutation of the
HFE gene is associated with Hereditary hemochromatosis
in majority of cases. Variations in prevalence of the HFE
gene mutations (C282Y and H63D) have been established
in many European populations and descent (United States,
Canada, Australia and South Africa). Few studies are avai-
lable from India on the prevalence of these mutations in
the general population.!®!* The prevalence of hereditary
haemochromatosis seems to be low in people of Asian ori-
gin. In our study, sickle homozygous was had 18% H63D
heterozygous. The sickle B-thalassemia was had 19.4%
heterozygous and controls was had 7.05% heterozygous.
Homozygous H63D were 10%, 10.45% and 2.35% in
sickle homozygous, sickle B-thalassemia patients and
controls respectively. Prevalence of heterozygous and ho-
mozygous were statistically significant (p-value+/-0.004
and +/+ 0.057). In Brazil, H63D screening in 4 specific
populations (Caucasians, African descendants, Parakana
Indians, and a racially mixed group) indicated the H63D
mutation varied from 0% in Parakana Indians to 16.3%

in Caucasian descendants.® Screening for hemochroma-
tosis mutations in beta-thalassemia minor patients from
Iran indicated significant differences in the frequencies
of C282Y and H63D mutants in relation to control in-
dividuals'” but these differences were not observed in
Portugal and India.'®" In a study carried out in Hong
Kong, iron overload in alpha-thalassemia was not related
to hemochromatosis mutations.?’ Most European studies
have reported that 60-90% of typical hemochromatosis
patients are homozygous for the C282Y mutation of the
HFE gene (C282Y/C282Y). Compound heterozygotes
(C282Y/H63D) and, less commonly, H63D homozygotes
usually have normal iron tests, but it has been described
that in some cases these genotypes may resemble C282Y
homozygotes, with mild-to-moderate iron overload.21-24
In our cases the 56 sickle cell patients were transfusion
dependent where 23 patient were H63D mutant either
heterozygous or homozygous condition. Serum iron
was higher in H63D positive sickle patients group and
statistically significant (p-value-0.0001). In conclusion
H63D mutation present significantly and associated with
increased iron absorption and low iron metabolism in
Indian sickle cell patients.

Acknowledgements: Sincere thanks to technical staff
of department of hematology AIIMS, for expert assistance

Financial Support: This study supported by ICMR &
Hematology Department AIIMS, New Delhi, India

Revista de Hematologia Volumen 13, nim. 2, abril-junio 2012

47



Pandey S and col.

REFERENCES

10.

1.

12.

Gabutti V, Piga A. Results of long-term iron-chelating therapy.
Acta Haematol 1996; 95:26-36.

Griffiths W, Cox T. Haemochromatosis: novel gene discovery
and the molecular pathophysiology of iron metabolism. Hum
Mol Genet 2000; 9: 2377-2382.

Hash RB. Hereditary hemochromatosis. J Am Board Fam Pract
2001; 14: 266-273.

Swinkels DW, Janssen MC, Bergmans J, Marx JJ. Hereditary
hemochromatosis: genetic complexity and new diagnostic
approaches. Clin Chem 2006; 52: 950-968.

Barton JC, Shih WW, Sawada-Hirai R, Acton RT, Harmon L,
Rivers C, Rothenberg BE. Genetic and clinical description of
hemochromatosis probands and heterozygotes: evidence that
multiple genes linked to the major histocompatibility complex
are responsible for hemochromatosis. Blood Cells Mol Dis
1997; 23: 135-145.

Beutler E. The significance of the 187G (H63D) mutation in
hemochromatosis. Am J Hum Genet 1997; 61: 762-764.
Mura C, Raguenes O, Ferec C. HFE mutations analysis in 711
hemochromatosis probands: evidence for S65C implication in
mild form of hemochromatosis. Blood 1999; 93: 2502-2505.
Agostinho MF, Arruda VR, Basseres DS, et al. Mutation analy-
sis of the HFE gene in Brazilian populations. Blood Cells Mol
Dis 1999; 25(5-6):324-327.

Calado RT, Franco RF, Pazin-Filho A, Simdes MV, Marin-Neto
JA, Zago MA. HFE gene mutations in coronary atherothrom-
botic disease. Braz J Med Biol Res 2000; 33(3):301-306.
Garewal G, Das R, Kaur J, Chawla Y. H63D mutation of the
Hfe gene in beta thalassemia traits does not cause iron over-
load and hereditary haemochromatosis in North India is of the
Non-Hfe Type. Blood 2002; Abstract No. 3465, 100 (11): 4b.
Garewal G, Das R, Ahluwalia J, Marwaha RK. Prevalence
of the H63D mutation of the HFE in north India: its presence
does not cause iron overload in beta thalassemia trait. Eur J
Haematol 2005; 74: 333-336.

Thakur V, Guptan RC, Hashmi AZ, Sakhuja P, Malhotra V,
Sarin SK. Absence of hemochromatosis associated Cys282Tyr
HFE gene mutation and low frequency of hemochromatosis

13.

14.

15.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

phenotype in nonalcoholic chronic liver disease patients in
India. J Gastroenterol Hepatol 2004; 19: 86-90.

Shukla P, Julka S, Bhatia E, Shah S, Nagral A, Aggarwal R.
HFE, hepcidin and ferroportin gene mutations are not present
in Indian patients with primary haemochromatosis. Natl Med
J India 2006; 19: 20-23.

Feder JN, Gnirke A, Thomas W, et al. Anovel MHC class I-like
gene is mutated in patients with hereditary haemochromatosis.
Nat Genet 1996; 13: 399-408.

Fleming DJ, Jacques PF, Tucker KL, et al. Iron status of the
free-living, elderly Framingham Heart Study cohort: an iron-
replete population with a high prevalence of elevated iron
stores. Am J Clin Nutr 2001; 73(3):638-646.

Brissot P. Hemochromatosis at the intersection of classical medi-
cine and molecular biology. C RAcad Sci Il 2001; 324: 795-804.
Jazayeri M, Bakayev V, Adibi P, Haghighi RF, Zakeri H, Kalantar
E, et al. Frequency of HFE gene mutations in Iranian beta-
thalassaemia minor patients. Eur J Haematol 2003; 71: 408-411.
Alexander J, Kowdley KV. Hereditary hemochromatosis: ge-
netics, pathogenesis, and clinical management. Ann Hepatol
2005; 4: 240-247.

Martins R, Picanco |, Fonseca A, Ferreira L, Rodrigues O,
Coelho M, et al. The role of HFE mutations on iron metabolism
in betathalassemia carriers. J Hum Genet 2004; 49: 651-55.
Chan V, Wong MS, Ooi C, Chen FE, Chim CS, Liang RH, et
al. Can defects in transferrin receptor 2 and hereditary hemo-
chromatosis genes account for iron overload in HbH disease?
Blood Cells Mol Dis 2003; 30:107-111.

Powell LW. Hereditary hemochromatosis and iron overload
diseases. J Gastroenterol Hepatol 2002; 17:191-195.
Camaschella C, Piperno A. Hereditary hemochromatosis: re-
cent advances in molecular genetics and clinical management.
Haematologica 1997; 82(1):77-84.

Olynyk JK, Cullen DJ, Aquilia S, Rossi E, Summerville L,
Powell LW. A population-based study of the clinical expres-
sion of the hemochromatosis gene. N Engl J Med 1999;
341(10):718-724.

Steinberg KK, Cogswell ME, Chang JC, et al. Prevalence of
C282Y and H63D mutations in the hemochromatosis (HFE)
gene in the United States. JAMA 2001; 285(17):2216-2222.

48

Revista de Hematologia Volumen 13, nim. 2, abril-junio 2012



Revista de

H em atO IO g |'a Rev Hematol Mex 2012;13(2):49-57

Articulo original

Implante de células mononucleares autélogas no manipuladas de médula
6sea en insuficiencia cardiaca por enfermedad coronaria crénica

Oscar Gonzalez-Ramella, Sergio Néjar, Silvio Cuneo-Pareto, Edgardo Flores, Karlen Gazarian,
Antonio Carrasco Yalan

RESUMEN

Antecedentes: el implante de células mononucleares autélogas no manipuladas de médula dsea por via arterial o venosa transcoronaria
ha demostrado su utilidad clinica en pacientes con enfermedades cardiacas cronicas y agudas. Para asegurar el nidamiento de células
y alcanzar areas ventriculares isquémicas e hipocinéticas se han utilizado diferentes procedimientos.

Objetivo: comunicar nuestra experiencia con el uso de células mononucleares autélogas no manipuladas de médula ésea en el tratamiento
de pacientes con insuficiencia cardiaca cronica.

Material y método: estudio retrospectivo efectuado en 20 pacientes consecutivos, con mediana de edad de 62 afios (limites 34 y 75), a
quienes entre los meses de mayo de 2007 y julio de 2009 se hizo implante de células mononucleares no manipuladas de médula 6sea
por via coronaria y retrocoronaria a través del seno coronario y sus principales venas. La relacion femenino-masculino ratio 3/17; 95% de
los pacientes tenian clase funcional NYHA entre Il y IlI, con tres pacientes en NYHA IV. Ninguno de los pacientes eran aptos para cirugia
de revascularizacion ni angioplastia. La fraccion basal de eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI) fue 24.4% (limites 12 y 39). Después
de firmar el consentimiento informado se les extrajo una mediana de volumen de 564 mL (limites 248-950) de médula 6sea obtenida
mediante puncion iliaca. El leuco concentrado se realizé mediante el uso de HES al 6% y con centrifugacion refrigerada en condiciones
estériles. El concentrado de células mononucleares se implanté mediante coronariografia del seno venoso y arterias coronarias selec-
cionadas con oclusion previa de un catéter balon “over wire”. La mediana de células mononucleares y CD34+ infundidas fue: 1.6*10° y
2.21*107, respectivamente.

Resultados: durante y después del procedimiento no se observaron arritmias ni incremento de enzimas cardiacas o cambios hemodina-
micos. Después de la mediana de tiempo de 20.1 meses, las células mononucleares autélogas no manipuladas de médula 6sea produ-
jeron la mejoria de la clase funcional NYHA. La mediana de la FEVI mejoro significativamente a 35.1% (p=0.003). Entre los 18 pacientes
evaluables, 13 (72%) redujeron, al menos, una clase funcional NYHA y cuatros permanecieron en la misma clase funcional NYHA, sélo
un paciente incrementé de clase NYHA. No se encontro correlacion entre cantidad de grupos celulares y mejoria del NYHA o de la FEVI.
Conclusiones: el implante de células mononucleares autélogas no manipuladas de médula ésea a pacientes con insuficiencia cardiaca es
posible y seguro porque permite la infusiéon de grandes cantidades de células a los vasos coronarios pobremente irrigados. Este estudio
sugiere la potencial disminucion de los signos y sintomas y la mejoria en la capacidad funcional, perfusién miocardica y contractibilidad
mediante el implante de células mononucleares autdlogas de médula ésea en pacientes con insuficiencia cardiaca.

Palabras clave: terapia celular, insuficiencia cardiaca, CD34, médula ésea.

ABSTRACT

Background: Transcoronary unselected autologous bone marrow mononculear cells (ABMMC) implant through coronary arteries or veins
had shown clinical benefit in patients with acute and chronic heart diseases. Different procedures had been used to assure and improve
cell homing and reach ischemic and hypokinetic ventricular areas.

Objective: Herein we show our outcomes using ABMNC in chronic heart failure (CHF)

Material and method: During May 2007 to July 2009, 20 consecutives patients, median age 62 years old (range 34-75), female/male
ratio 3/17; 95% of the patients had Il to lll NYHA class with three patients with IV NYHA class. None of these patient were candidates for
myocardial revascularization surgery neither angioplasty. Basal left ventricular ejection fraction (LVEF) was 24,4% (range 12-39). After
signed informed consent, a median volume of 564 ml (range 248-950) of bone marrow was obtained from iliac puncture. Leuko-concentrated
was performed using HES 6% and refrigerate centrifugation under sterile conditions. Concentrated mononuclear cells were implanted by
coronarography of the venous sinus and in selected coronary arteries previous occlusion of the balloon «over wire”. Median number of
mononuclear and CD34+ cells infused were 1,6*10°and 2,21*107 respectively.

Results: During and after the procedures no arrhythmias or increase in enzymes or haemodinamic changes were observed. After a median
time of 20,1 months, ABMMC led to significant improvement in functional NYHA class. Median ejection fraction improved significantly to
35,1% (p=0.003). Among 18 evaluable patients, 13 (72%) reduced at less one NYHA class and 4 stayed at the same NYHA class, only
one patient increase one NYHA class. There was no correlation between cells counts and NYHA or LVEF improvement.

Conclusion: Unselected ABMNC transplantation for CHF is feasible and safe; allows to infuse large volume of cells in quite poor irrigated
coronary vessels. This study suggests the potential improvement of symptoms, functional capacity, myocardial perfusion and contractility
of ABMNC transplantation in CHF.

Key words: Cellular therapy, cardiac failure, CD34, bone marrow.
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1 concepto tradicional que ha persistido durante

afos acerca de la incapacidad del corazon adulto

para renovar sus células ha tenido que revisarse
ante la evidencia de los resultados obtenidos en numero-
sos estudios que demuestran la existencia de células con
capacidad proliferativa en el corazéon humano.'* El tras-
plante de corazon, aunque ha demostrado ser la solucion
definitiva de la insuficiencia cardiaca, no es aplicable a
todos los pacientes, sobre todo por el déficit de donantes;
por eso se requieren nuevas estrategias de tratamiento.>¢

La insuficiencia cardiaca es uno de los grandes sin-
dromes cardiovasculares que mas polémica ¢ interés ha
despertado en las ultimas dos décadas por su elevada
prevalencia, letalidad y costos que genera al sistema de
salud y, en el plano individual, los inmensos porcentajes
de incapacidad que produce.” La insuficiencia cardiaca
es una epidemia devastadora que va en camino de con-
vertirse en una gran pandemia; s6lo en Estados Unidos
se estima que alrededor de cinco millones de personas la
padeceran y se diagnosticaran 400,000 casos anuales; el
costo por todo lo vinculado con la atencion de pacientes
con insuficiencia cardiaca es aproximadamente de 70,000
millones de dolares.

La cardiopatia isquémica es la primera causa de muerte
en la mayor parte de los paises industrializados que puede
llevar al individuo a la insuficiencia cardiaca si sigue el
curso natural de la enfermedad y si no se corrigen los
factores que pueden aumentar su severidad pueden llevar
al remodelado ventricular.

El remodelado ventricular es un proceso por el que
factores mecanicos, neuro humorales, y quiza genéticos,
alteran el tamafio ventricular, su forma y funcion. Esto
ocurre en varias situaciones clinicas, incluido el infarto
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de miocardio, miocardiopatias, hipertension arterial y
enfermedades valvulares del corazon; se caracteriza por
hipertrofia, pérdida de cardiomiocitos y aumento de la
fibrosis intersticial. El infarto de miocardio, forma abrupta
de manifestacion de la cardiopatia isquémica, produce
una pérdida aguda de cardiomiocitos en la zona afectada,
que son sustituidos por tejido conectivo. En la actualidad
se sabe que un infarto tipico de miocardio que induce o
provoca insuficiencia cardiaca mata, aproximadamente,
mil millones de cardiomiocitos. La rehabilitacion, como
tratamiento de los pacientes con cardiopatia isquémica
o insuficiencia cardiaca, o ambas, ha logrado ser util y
efectiva en la mejoria de su calidad de vida. Aunque no
pueda restituirse el tejido conectivo por cardiomiocitos
con funcion contractil, ésta es su principal limitacion.®!!

En los ultimos afios, los resultados de grandes estu-
dios clinicos controlados han modificado de manera muy
importante la terapéutica clinica, al haber demostrado
mayor supervivencia y capacidad funcional; como ejem-
plo: The Consensus I y II, 1987 y 1992; The SOLVD,
1991; NETWORK, 1998 (con inhibidores de la conver-
tasa) JESSICA, 1994; EMITA, 1997 (con amiodarona);
FACT y REFLET, 1993 (con floseguinan); MDC, 1993,
MEXIS, 1995; PRECISE, 1996; MERITHEF, 1999 (con
beta-bloqueadores). La incorporacion de nuevos farmacos
de efectividad comprobada y los adelantos tecnoldgicos y
quirtrgicos, han modificado la historia natural y, por ende,
las expectativas de vida de los pacientes con insuficiencia
cardiaca y cardiopatia isquémica. Sin embargo, todavia un
porcentaje elevado de pacientes sigue sin mostrar mejoria
con el tratamiento farmacoldgico maximo y la morbilidad
y mortalidad es progresiva con los afios.

Ahora es posible inducir en el corazon adulto el desarro-
llo de cardiomiocitos, que es una estrategia prometedora en
el tratamiento de la insuficiencia cardiaca y la cardiopatia
isquémica. Sin embargo, las caracteristicas especificas de
las células cardiacas, y la idea que se ha mantenido a lo
largo de muchos afios acerca de su incapacidad para entrar
en el ciclo celular y dividirse de forma activa, han hecho
que este enfoque se haya descartado. Varios estudios ac-
tuales efectuados en animales y seres humanos han abierto
nuevos horizontes en este tema.'"*

Frente a esta realidad, en los ultimos afios se ha de-
sarrollado un gran esfuerzo por buscar alternativas de
tratamiento mas factibles y asequibles que beneficien a la
mayoria de pacientes que padece esta enfermedad. Asi, en
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la actualidad se ha abierto un nuevo y esperanzador campo
de investigacion y de aplicacion clinica con el descubri-
miento de la plasticidad de las células progenitoras y su
utilizacidn en terapia celular; es decir, la utilizacion de
células progenitoras para el tratamiento de enfermedades
cronico-degenerativas, colocandolas en el 6rgano o teji-
do lesionado para que éstas puedan reparar estructural y
funcionalmente dicho dorgano.

La aplicacion clinica de la terapia celular o terapia rege-
nerativa empez0 a inicios del actual siglo, en el tratamiento
de cardiopatias isquémicas agudas y cronicas, donde como
paso inicial el implante de células mononucleares no ma-
nipuladas de médula 6sea demostrd ser factible y seguro
(ausencia de complicaciones asociadas con el procedi-
miento). Los estudios posteriores, con diferentes fuentes
de células troncales y progenitoras, utilizaron: tejido
adiposo, musculo estriado y sangre de cordon umbilical;
con la posterior seleccion de grupos celulares especificos
como: células CD133+, mesenquimales, endoteliales y
ALDH brillantes. A esto se agrego la técnica de implante
que vario6 entre los estudios: aplicacidon intramural (con
cirugia de toérax), aplicacion intracoronaria, aplicacion
endocardica y por seno venoso coronario.'*2?

La terapia celular surge como una de las estrategias
terapéuticas con futuro prometedor en el tratamiento de la
insuficiencia cardiaca, aunque no exenta de controversias, lo
que obliga a mayor conocimiento ante su aplicacion clinica,
lo que no contrapone iniciar ensayos clinicos que permitan
un avance en esta direccion. Por esta razon, este ensayo
clinico plantea que el implante de células mononucleares
no manipuladas de médula 6sea incrementa la fraccion de
eyeccion del ventriculo izquierdo y favorece positivamente
la evolucion de la insuficiencia cardiaca crénica.

Este estudio establece como objetivo primario: evaluar
la seguridad del implante de células mononucleares no
manipuladas de médula 6sea por via coronaria y retroco-
ronaria a través del seno coronario y sus principales venas.
Como objetivos secundarios: evaluar el efecto del implante
endovascular de células mononucleares no manipuladas
de médula 6sea en la fraccion de eyeccion del ventriculo
izquierdo y la evolucion clinica, segun la clase funcional
por NYHA. Otro objetivo mas es relacionar si existe una
correlacion directa entre células nucleadas totales, células
mononucleares totales y células CD34+; con el incremento
de la fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI)
y mejora de la clase funcional NYHA.

MATERIAL Y METODO

Estudio retrospectivo al que se incluyeron 20 pacientes
con insuficiencia cardiaca cronica resistente al tratamiento
convencional, con fraccion de eyeccion del ventriculo
izquierdo inferior a 40%, que cumplieron los criterios
de inclusion y exclusidn para recibir implante de células
mononucleares no manipuladas de médula dsea por via
coronaria y retrocoronaria a través del seno coronario
y sus principales venas. Se incluyeron pacientes de uno
y otro sexo que reunieron los siguientes criterios de in-
clusion: tener entre 18 y 80 afios de edad, enfermedad
coronaria cronica con fraccion de eyeccion del ventriculo
izquierdo inferior a 40%, resistencia al tratamiento mé-
dico convencional por insuficiencia cardiaca y angina,
padecer insuficiencia cardiaca NYHA II-IV, con infarto
reciente que haya sido tratado con angioplastia primaria
con tiempo desde el tltimo tratamiento del infarto de dos
meses. Infarto agudo de miocardio con trombolisis falli-
da con tiempo desde el ultimo tratamiento del infarto de
dos meses. Pacientes no aptos para revascularizacion de
cualquier tipo, no tratados con o sin angioplastia de algiun
vaso, pero que la angioplastia de ese vaso no modifico
su pronostico y que la angioplastia coronaria sirvié para
favorecer el implante celular. Pacientes con coronario-
grafia de enfermedad de multiples vasos y con tejidos
infartados no factibles de revascularizacion de cualquier
tipo y quienes tuvieran arterias coronarias no permeables
mas alla del tercio medio.

Se excluyeron quienes tuvieron alguno de los si-
guientes criterios: evento coronario agudo que haya
requerido atencion hospitalaria en los ultimos dos me-
ses; seropositividad para VIH, hepatitis B o C activa,
embarazadas y en periodo de lactancia, diagnostico
de cirrosis u otras enfermedades cronicas terminales,
cancer terminal o en tratamiento con quimioterapia,
diagnostico de infeccidn cronica activa o en tratamien-
to, haber padecido en el mes previo alguna infeccion
aguda severa, tratamiento cronico con corticoides,
anemia moderada o severa, diagnéstico de enfermedad
hematoldgica que implicara disfuncién o insuficiencia
medular, trastorno de la coagulacion severo, insuficien-
cia renal cronica, inmunodeficiencias, alergia al iodo
o a los medios de contraste vascular, antecedentes de
asma o cualquier enfermedad generadora de insuficien-
ciarespiratoria, insuficiencia hepatica; antecedentes de
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accidente cerebro vascular, discapacidad mental mani-
fiesta, y que estuvieran siendo tratados con medicacion
antitrombotica o antiplaquetaria que contraindique el
cateterismo.

Los criterios para la no evaluacion final de la interven-
cion fueron: infeccion aguda severa durante los primeros
90 dias posimplante; otras circunstancias que condicio-
naran severo estrés al paciente durante los primeros 90
dias postimplante: traumatismo mayor, embarazo, etc.,
pacientes con pérdida de seguimiento hasta los 90 dias
postimplante. Pacientes con seguimiento o controles in-
completos (menos de tres controles postimplante o falta
de control al tercero y sexto meses postimplante).

Los pacientes que reunieron los criterios de inclusion
se refirieron al centro hospitalario con un resumen de
su historia clinica para programaciéon del tratamiento.
Durante la entrevista recibieron toda la informacién de-
tallada de su participacion en el estudio, el tratamiento
que recibirian, las posibles complicaciones y lo que se
espera del mismo. Quienes desearon participar firmaron
por duplicado el Consentimiento Informado de aceptacion
donde se especificaba el objetivo del estudio y las posibles
complicaciones del procedimiento.

El mismo dia que los pacientes firmaron el consen-
timiento informado, se programaron para la toma de
muestras sanguineas necesarias para los estudios de:
hemograma, perfil de coagulacion: tiempo de trombina,
tiempo de tromboplastina parcial activada, tiempo de
protrombina, pruebas de funcion hepatica, creatinina y
depuracién de creatinina, perfil lipidico, electrocardio-
grama, ecocardiograma con determinacion de fraccion de
eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI), grupo sanguineo
Rh y radiografia de térax postero anterior.

Los pacientes aceptados se hospitalizaron para comple-
tar cualquier estudio pendiente antes de entrar a la sala de
operaciones o, de ser el caso, a la sala de hemodinamica.

Procedimientos de extraccion e implante de mononu-
cleares de médula 6sea

Extraccion de médula 6sea

En la sala de operaciones se aspiraron, de ambas crestas
iliacas, aproximadamente 500 mL de médula 6sea, maximo
10 mL/kg. La médula 6sea se coloco, mediante una llave
de doble via, en una bolsa de sangre con anticoagulante
(heparina a la bolsa de colecta 7500 UI). Para el proce-
dimiento de extracciéon de médula dsea so6lo se utilizd

sedo-analgesia (con fentanilo, midazolam o propofol,
solos 0 en combinacion, segun criterio del anestesidlogo)
y anestesia local con 5 a 10 cc de xilocaina al 2% sin
epinefrina, colocada en ambas crestas iliacas.

El procedimiento de extraccion se realizé por dos mé-
dicos hematologos que trabajaron simultaneamente, cada
uno en cada cresta iliaca con la aguja Harvest Needle with
side hole, MD Tech BMHN1304VX.

Luego del procedimiento de extraccion de médula osea,
el paciente retorno a su habitacion para luego ser llevado
3 a 4 horas después a la sala de hemodinamica para el
implante de las células mononucleares de médula osea.
Cuando hubo dolor no tolerable en la zona de puncion, se
aplicaron analgésicos orales o parenterales, segiin fuera
el caso.

El material obtenido se remitié a un laboratorio para
leucoconcentracion de la médula 6sea a un volumen final
de 100 a 120 mL. La médula 6sea depletada de glébulos
rojos mediante el uso de HESTAR 6% y retiro manual de
plasma, retorné a la sala de hemodinamica.

Procedimiento de implante de células mononucleares
no manipuladas de médula 6sea

En la sala de hemodinamica, tres a cuatro horas después
de la extraccion de médula dsea, el paciente fue sometido,
mediante cateterismo, al implante de células mononuclea-
res no manipuladas de médula ésea. El implante celular
se efectud con una inyeccion retrograda en el seno venoso
coronario a través de un catéter balon de angioplastia
coronaria “over wire” que se coloco en el tercio inicial
del seno venoso coronario y arterias coronarias con el
propdsito de “estancar” el flujo coronario.

Se colocd un baldn en el seno venoso coronario que se
cateteriz6 a través de una puncion subclavia, con un catéter
Amplatz de coronaria izquierda mediante el que se coloco
un balén oclusor y se efectudé un venografia coronaria
retrograda, previa al procedimiento. Se procedio a inflar
el balon oclusor venoso coronario que permaneci6 inflado
aproximadamente durante 10 a 15 minutos.

Luego de inflar el balon oclusor venoso a baja presion,
se procedio a inyectar la suspension de células mono-
nucleares de médula o6sea a través del orificio distal del
catéter balon oclusor venoso. El balon inflado permanecid
entre 13 y 15 minutos; en ese lapso se inyectaron entre 30
hasta 50 mL de suspension celular. La inyecciéon venosa
coronaria se efectud a una presion de seis atmosferas
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con jeringa manual. Puesto que todo el procedimiento se
realiz6 bajo heparinizacion general, la canula venosa se
retir6 a la media hora de finalizado el procedimiento en
la unidad coronaria.

El volumen total del concentrado de células mono-
nucleares no manipuladas de médula 6sea enviado del
laboratorio (rotulado con la inscripcion: “células mono-
nucleares no manipuladas de médula osea”) se infundié
en el seno coronario y las arterias coronarias.

Para infundir las células mononucleares no manipuladas
de médula 6sea, el concentrado se carg6 en jeringas de 20
mL y se procedi6 a inyectar ese volumen a través del caté-
ter. Al finalizar cada infusion se lavé el lumen del catéter
con 5 o 10 mL de suero fisioldgico para asegurar que se
infundieron todas las células mononucleares no manipu-
ladas de médula 6sea que pudieran quedar en el lumen.
Al finalizar el procedimiento, el paciente permanecio en
decubito dorsal en su cama, sin poder movilizarse hasta
que el médico intervencionista lo indico.

Seguimiento inmediato postimplante de células mononucleares
no manipuladas de médula 6sea

Para el implante de células mononucleares no manipuladas de
médula 6sea, los pacientes se hospitalizaron durante 2 o 3 dias
por la posibilidad de que sobreviniera alguna complicacion en
el postcateterismo inmediato, elevacion de enzimas de reaccion
aguda, dafo al miocardio, arritmias u otras.

En la noche del mismo dia del procedimiento y por dos
dias seguidos se realizo una evaluacion médica. Durante
ésta se preguntd por alglin tipo de dolor u otras molestias
y se hizo un examen clinico.

Seguimiento posterior postimplante de células mononuclea-
res no manipuladas de médula 6sea

El médico tratante fue quien hizo el seguimiento de cada
paciente trasplantado y quien decidié e indico la medi-
cacion, la dieta y el ejercicio individualizados. Durante
el seguimiento los pacientes se entrevistaron, evaluaron
clinicamente y controlaron con estudio de ecocardiografia.

Andlisis estadisticos

La finalidad fue identificar si durante el procedimiento, desde
el aspirado de médula 6sea hasta 24 horas post-implante, hubo
0 no alguna complicacion. El analisis estadistico se realizd
con el software SPSS v 15.0 para demostrar la diferencia de
medias de datos pareados con T de Student para la variacion

de la FEVI. Para determinar si la cantidad total de células
implantadas se relaciona con los cambios de la fraccion de
eyeccion del ventriculo izquierdo se realizo la correlacion
binomial (correlacion de Pearson).

RESULTADOS

Del mes de mayo de 2007 al de julio de 2009, se incluyeron
al protocolo 20 pacientes que cumplieron los criterios de
inclusion y exclusion, firma de consentimiento informado
y aceptacion del protocolo por el comité de ética institu-
cional de la Clinica Bernardette en Guadalajara, Jalisco,
México. Las caracteristicas basales se muestran en el
Cuadro 1. En total se realizaron 25 procedimientos.

Cuadro 1. Caracteristicas basales

n=20 %
Mediana de edad en afios (min-max) 62 (34-75)
Relacién mujeres-hombres 317
Hipertension arterial n (%) 7(35)
Dislipidemia n (%) 8 (40)
Diabetes mellitus n (%) 2(10)
Infarto de miocardio previo n (%) 9 (45)
Insuficiencia cardiaca n (%) 19 (95)
Cateterismo o puentes coronarios previos n (%) 3 (15)
Angina isquémica n (%) 3(15)
NYHA -1 =111 =1V 1/5/11/3
Fraccién de eyeccion del ventriculo izquierdo (%), 24.4 (12-39)

mediana (maxima-minima)

Todos los pacientes (excepto uno) tenian insuficiencia
cardiaca, de los que nueve tenian cardiopatia dilatada.
El paciente sin insuficiencia cardiaca tenia cardiopatia
isquémica cronica.

La mediana de volumen de extraccion de médula dsea
fue de 564 mL (limites: 248 y 950 mL) con medianas de
infusion de 7.0 * 10° células nucleadas totales (limites:
3,1*¥10° - 11,3*10°); 1,6 * 10° células mononucleares
totales (limites: 0.7%10° — 2.9%10%) y 2.21 * 107 células
CD34+ (limites: 1.3*10° y 8,12*107)

Objetivo primario: datos de seguridad

El implante de células mononucleares no manipuladas de
médula dsea fue seguro y sin eventos adversos serios y no
serios en los 20 pacientes y 25 procedimientos realizados.
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Los estudios de laboratorio peri procedimiento mostraron
ausencia de inflamacion o infarto de miocardio. No se
registraron arritmias ventriculares durante el implante
o posthospitalizacion. No se observé efusion pericardica
postimplante mediante ecocardiografia. Los pacientes
salieron del hospital entre los 2 a 3 dias postprocedimiento
para seguimiento posterior en forma ambulatoria.

A cinco pacientes fue necesario realizarles otro pro-
cedimiento; cuatro de ellos para optimizar la respuesta
clinica y al otro por deficiente respuesta al primer proce-
dimiento. Dos pacientes fallecieron después del segundo
procedimiento debido a complicaciones no relacionadas
con el implante de células mononucleares no manipula-
das de médula o6sea; uno de ellos por mediastinitis por
cirugia cardiaca por valvulopatia y otro por neumonia
extrahospitalaria.

Objetivos secundarios: evolucién clinica

De los 20 pacientes, dos no tuvieron seguimiento posterior
al salir del hospital, por lo que los pacientes evaluables
para objetivos secundarios fueron 18. La mediana de se-
guimiento de los 18 pacientes evaluables fue de 20.1 meses
(limites 4.2 y 31.4 meses). La valoracion de la fraccion
de eyeccion del ventriculo izquierdo (FEVI) se realizé a
la mediana de tiempo postprocedimiento de 14.2 meses
(limites de 3.2 y 24.4 meses). De los 18 pacientes, 15 in-
crementaron el valor de la FEVI (83%), uno sin variacion
(6%) y dos (11%) con disminucion de la FEVI alos 5y
24 meses postprocedimiento. La variacion del FEVI (A
FEVI) fue de 10.7% (Cuadro 2 y Figura 1).

Los cambios en la clase funcional estan sefalados en
el Cuadro 3. La valoracion de ésta en los 18 pacientes
evaluables mostr6: mejoria en al menos un punto de
la clase funcional en 13 pacientes (72%), igual clase
funcional en 4 pacientes (22%) y deterioro en la clase
funcional en 1 paciente (6%). Destaca que 3 de los 11
pacientes NYHA III pasaron a NYHA I, es decir que
hubo mejoria en dos clases funcionales. Si sdlo se
consideran pacientes NYHA III-IV que pudieron tener

Cuadro 2. Incremento en los valores de FEVI
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60 /
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Figura 1. Cambios en la FEVI (basal y seguimiento) n=18

control posterior (n= 12), todos menos uno mejoraron
(92%) al menos una clase funcional NYHA.

Se evaluo si hubo alguna correlacion significativa entre
AFEVIy mejora de la clase funcional; y cantidad de células
nucleadas totales, células mononucleares totales y células
CD34+ implantadas. Ninguno de los parametros celulares
mostro correlacion directa ni inversa significativa con el
incremento de la FEVI y de la clase funcional.

DISCUSION

Por lo general, se aceptaba que el aumento de la masa
cardiaca contractil en el adulto sélo podia lograrse con
la hipertrofia de los miocitos existentes. La evidencia
de generacion miocardica en el estrés ha desafiado este
dogma, y ha propuesto que la renovacion de los miocitos
es fundamental en la homeostasis cardiaca.??®

Urbanek y colaboradores®® reportaron un estudio de
pacientes con estenosis adrtica, aumento de la masa
miocardica producto de una combinacion de hipertrofia
e hiperplasia de miocitos, esta ultima es el resultado de
la diferenciacion de stem cell (SC) de la misma linea
celular de los miocitos. También Anversa* y su grupo

Cuadro 3. Cambios en clase funcional NYHA (basal)

NYHA (seguimiento)

/ 1 17 v Sin seguimiento

AFEVI Basal Seguimiento Valor p I (n=1) 1
(n=18) (n=18) Il (n=5) 2 2 1
FEVI (%) 24.4% 35.1 % 0.003 ll (n=11) 3 6 1 1
Promedio IV (n=3) 2 1
54 Revista de Hematologia Volumen 13, nim. 2, abril-junio 2012



Implante de células mononucleares autélogas

plantean que desde el momento del nacimiento hasta la
edad adulta, existe un equilibrio entre los estimulos que
promueven el crecimiento de tamafio de los miocitos y
los que pueden conducir a la apoptosis 0 muerte progra-
mada y la necrosis. El hecho que determinados procesos
patologicos puedan provocar la muerte de cardiomiocitos
y otras células cardiacas de forma tan importante, cues-
tiona el concepto de que el miocardio no tiene recambio
celular, y de que las células que existen poco después
de nacer son las que permaneceran a lo largo de la vida
del individuo.?-32

Las SC han demostrado su eficacia en la mejoria clinica
de los pacientes tratados, pero el mecanismo por el que el
trasplante de cardiomiocitos mejora la funcion cardiaca
aln se desconoce; se sugiere: atenuacion de la expansion
del infarto, por las propiedades de los cardiomiocitos, o
angiogénesis inducida por factores de crecimiento secre-
tados por citocinas existentes en estas células que resultan
en mejoria del flujo colateral de sangre.**-**

Strauer y colaboradores reportaron en el 20023 el
primer estudio en seres humanos de trasplante autélogo
de SC proveniente de la médula 6sea, en un paciente con
infarto agudo de miocardio con impresionantes resultados,
a las diez semanas se observo disminucion del tamaio
del infarto e incremento de la fraccion de eyeccion ven-
tricular, del indice cardiaco y del volumen sistdlico en
comparacion con los pacientes que no recibieron terapia
celular. Esta mejoria de la funcion ventricular se atribuyo
al aumento de la perfusién miocardica medida mediante
isétopos radiactivos.

Se han publicado no menos de siete estudios clinicos
en los que se han utilizado las vias intracoronaria, suben-
docardica o intramiocardica; se han implantado células
mononucleares de médula dsea, células enriquecidas en
progenitores hematopoyéticos o endoteliales, o mioblastos,
y los resultados se han monitorizado mediante técnicas
de imagen como resonancia magnética, ecocardiografia o
tomografia por emision de positrones. Todos los pacientes
han recibido, ademas de las células, tratamientos adicio-
nales.’’** Algunos estudios mostraron eventos adversos
como arritmias con el uso de mioblastos.>

Nuestros resultados reproducen las experiencias de
otros grupos y se fundamentan en tres elementos:

1. Seguridad del procedimiento, que puede repetirse

para optimizar la respuesta. Esta exento de eventos
adversos serios y no serios.

2. LaFEVIse incremento, en promedio, 10.7% lo que
favorecid a 83% de los pacientes evaluables. Si
bien en algunos paciente el incremento fue peque-
fio, hubo un caso que requirié dos procedimientos
con A FEVI de 47%.

3. Mejoria en la clase funcional por NYHA como
parametro clinico indiscutible: 72% de los pa-
cientes evaluables mejoraron, al menos, una clase
funcional y este porcentaje fue mucho mayor en
los pacientes NYHA III-IV evaluables en la que
se logro 92% de mejoria en una clase funcional.

Es pertinente considerar algunos aspectos adicionales a
estudiar en los pacientes reclutados en este estudio:

* De lo 20 pacientes, hay 18 a los que se les puede
realizar estudio funcional cardiaco con resonancia
magnética para determinar: viabilidad miocardica,
remodelacién miocardica y volumenes sistolicos-
diastolicos finales del ventriculo izquierdo.

* Los estudios de resonancia magnética a un pro-
medio de tiempo posterapia de 20 a 24 meses
permitiran determinar si las mejoras en la A FEVI
son sostenibles en el tiempo.

Los resultados obtenidos garantizan continuar con
estudios similares en pacientes con cardiopatia croni-
ca, principalmente en insuficiencia cardiaca, que no
respondan a terapia farmacologica y a los que no se
les pueden ofrecer otras estrategias terapéuticas, como
stent, cirugia, sincronizador cardiaco o combinacion
de cualquiera de ellas. De igual forma, al no encontrar
correlacion en cantidad de células nucleadas totales,
mononucleares o CD34+ con A FEVI debe moderarse
el volumen de médula 6sea obtenida a 5 mL/kg de peso;
con la posibilidad de seleccion de grupos celulares
especificos o cultivos.

En virtud de los resultados obtenidos en este estudio
clinico, se recomienda la elaboracion de uno nuevo con
aproximadamente 30 pacientes con diagnostico de insu-
ficiencia cardiaca NYHA III-IV con FEVI menor o igual
a 35%, con la utilizacion de la misma técnica de implante
y de procesamiento celular; ademas de estudios de reso-
nancia magnética preliminar y a los 12 meses y a los 24
meses postprocedimiento. Los pacientes con insuficien-
cia cardiaca NYHA III-IV y FEVI <35% se favorecen
de manera muy significativa con el procedimiento y se
logra la disminuciéon de la morbilidad y mortalidad por
insuficiencia cardiaca.
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Neutropenia congénita asociada con estrabismo y nistagmus: nuevo
sindrome ligado al cromosoma X. Estudio de una familia

Carlos S. Ron Guerrero*

RESUMEN

Antecedentes: la neutropenia congénita es una inmunodeficiencia primaria con modo de herencia heterogéneo. Puesto que los genes
afectados se localizan en los autosomas o gonosomas su paso a través de las generaciones abarca todo el espectro de herencias men-
delianas y las ligadas al cromosoma X. La neutropenia congénita se caracteriza por neutropenia crénica debido a un defecto constitucional
congénito. En la tltima década se descubrieron las bases moleculares de varias entidades lo que ha facilitado su clasificacion.
Objetivo: reportar el caso de una mujer con neutropenia congénita, con detencién de la maduracién de mielocitos a metamielocitos;
albinismo parcial, nistagmus, estrabismo convergente, con antecedentes de genética ligada al cromosoma X.

Material y método: se describe el caso de una nifia que a los cuatro afios de edad se le diagnosticd neutropenia congénita, estrabismo
convergente, nistagmus horizontal y albinismo parcial, a la que se le dio seguimiento durante 17 afios, hasta su defuncién debida a insu-
ficiencia respiratoria relacionada con fibrosis pulmonar. Durante el periodo de seguimiento se identificaron tres miembros femeninos mas
de la familia con las mismas caracteristicas fenotipicas. La investigacion del arbol genealdgico mostré un patrén de herencia probable-
mente ligado al cromosoma X, con letalidad en los varones afectados. Durante ese periodo no se han reportado casos con un sindrome
similar al descrito.

Resultados: paciente femenina que desde la edad infantil presenté neutropenia severa con infecciones de repeticion en la piel, vias
respiratorias altas, bajas, otitis y gingivitis, con respuesta a la administracién de factores estimulantes de colonias de granulocitos, con
normalizacién de la cuenta de neutréfilos. Inicié con fibrosis pulmonar a los 21 afios y fallecio un afio después por insuficiencia respiratoria.
Durante la elaboracién de la historia genética familiar se identificaron, en dos familias, tres miembros del sexo femenino con las mismas
caracteristicas del sindrome. En una familia dos hermanas resultaron afectadas, una de ellas fallecié por infeccion intraabdominal a los 10
afos y la otra de 21 afos sigue viva con infecciones de repeticion y neutropenia de moderada a severa. La tercera afectada es una nifia
de dos afios de edad, prima hermana de la anterior, con las mismas caracteristicas del sindrome. Se revisaron los distintos sindromes
de neutropenia congénita conocidos y descritos; sin embargo, no fue posible empatar todos los hallazgos fenotipicos, morfolégicos o en
patrén de herencia observados en el caso motivo del reporte.

Conclusion: se trata de un nuevo sindrome aun no descrito en la bibliografia médica, caracterizado por: neutropenia congénita severa
relacionada con detencion de la maduracion de los granulocitos, albinismo parcial, estrabismo convergente y nistagmus, con patréon de
herencia quiza ligado al cromosoma X. Es importante la investigacion del defecto genético molecular de los casos afectados para su
inclusion en la clasificacion de las neutropenias congénitas.

Palabras claves: neutropenia congénita, albinismo, nistagmus, estrabismo, fibrosis pulmonar.

ABSTRACT

Background: Congenital neutropenia is a primary immunodeficiency whose mode of inheritance is heterogeneous, affected genes can be
located in the autosomes or in the gonosomes, therefore its prevalence throughout generations covers the entire spectrum of Mendelian
inheritances as well as of chromosome X linked inheritances. Congenital neutropenia is characterized by chronic neutropenia due to a con-
genital constitutional defect. In the past decade the molecular bases of several entities that facilitate a classification have been discovered.
Objective: To report the case of a woman with Congenital neutropenia, with maturation halt in the myelocytes to metamyelocytes phase:
partial albinism, nystagmus, convergent strabismus, with a genetic history linked to the X chromosome.

Material and Methods: A 4 years old girl was identified with Congenital neutropenia, convergent strabismus, horizontal nystagmus and
partial albinism; she was followed up for 17 years until she died of respiratory failure secondary to pulmonary fibrosis. During this period
of time we expected a similar syndrome description to arise, however no other syndrome appeared. Nevertheless, three family members
appeared with the same characteristics of the syndrome and we did the investigation through a family tree, we found it was linked to the
X chromosome and lethal in males affected.

Results: The patient had repeated upper and lower respiratory tract infections at a young age as well as otitis, gingivitis and skin infections.
It was characterized by severe neutropenia with normalization of neutrophils with the application of G-CSF. The patient died at 22, she
developed pulmonary fibrosis one year earlier. In her genetic history three more women were identified with the same syndrome: two first
cousins, one of them died at age 10 from an intra-abdominal infection, the other one survives but suffers from repeated infections and mo-
derate to severe neutropenia; the other one is 2 years old, she is first cousin of the patient that still survives, with the same characteristics
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of the syndrome. Comparisons were carried out with the different syndromes known that could be considered as one more of the ones
already described; however, not all phenotype, genetic or histological characteristics were linked. Therefore, it is important to investigate
a genetic molecular defect to include it in the current classification of congenital neutropenias.

Conclusions: This is a new syndrome not described yet in medical literature; it is characterized by congenital neutropenia with a halting
of granulocyte maturity in the myelocyte to metamyelocyte phase, partial albinism, convergent strabismus, nystagmus and probably linked

to the X chromosome.
Key words: Congenital neutropenia, albinism, pulmonary fibrosis.

| término “neutropenia congénita” es de uso
heterogéneo en la bibliografia médica.!* Una
definicién muy restrictiva reserva el término
“neutropenia congénita” para formas severas sin asociar
anormalidades inmunolégicas o extra-hematopoyéticas.

La neutropenia congénita es una inmunodeficiencia
primaria con modo de herencia heterogéneo. Los genes
afectados pueden localizarse en los autosomas (cromo-
somas 1 al 22) o gonosomas (X e Y), por lo que su paso
a través de las generaciones abarca todo el espectro de
herencias mendelianas y las ligadas al cromosoma X. La
neutropenia congénita comprende una variedad de rasgos
fenotipicos genéticamente heterogéneos. La elucidacion
molecular del defecto genético subyacente aclara los
defectos funcionales de los neutréfilos. Las variantes no
sindromaticas de neutropenia congénita son causadas por
mutaciones en ELA2, HAX1, GFI1, o WAS. Las variantes
sindromaticas de neutropenia congénita pueden deberse
a mutaciones en genes que controlan el metabolismo de
la glucosa o la funcidn lisosomal. A pesar del progreso
en este campo, muchos pacientes con neutropenia con-
génita no pueden ser definitivamente clasificados por
medios genéticos.’

La neutropenia congénita se caracteriza por su croni-
cidad debida a un defecto constitucional congénito. En
la Gltima década se descubrieron las bases moleculares
de varias entidades lo que ha facilitado su clasificacion.®

* Hematologo del Centro Estatal de Cancerologia de Nayarit de
los SSN. Av. Enfermeria s/n, coloniaS/N. Col. Fray Junipero
Serra. Tepic CP 63170 Nayarit, México. Correo electronico
doctorcron@gmail.com.

Este articulo debe citarse como: Ron-Guerrero CS. Neutropenia
congénita asociada con estrabismo y nistagmus: nuevo sindrome
ligado al cromosoma X. Estudio de una familia. Rev Hematol Mex
2012;13(2):58-64.

Recibido: marzo 2012. Aceptado: mayo 2012.

www. hietoeditores.com.mx

La neutropenia se define como la reduccion en el
numero absoluto de neutrofilos en la circulacion sangui-
nea, con una cuenta menor de 1,500 por mm? en nifios
mayores de un afio y por debajo de 2,000 por mm?® en
nifios entre 2 y 12 meses de edad.” La neutropenia es
severa cuando la cantidad de neutréfilos es menor de
500 por mm?® y se considera cronica si dura mas de tres
meses en forma permanente o intermitente. Se le deno-
mina “central” cuando el compartimento de la médula
oseca tiene menos precursores de neutrdfilos debido
a la deficiencia de la maduracion en estadios tardios
(sobre todo menos de 10% de neutréfilos maduros) y
“periférica” si la maduracion de los neutréfilos en la
médula 6sea es normal.!®

La prevalencia de la neutropenia congénita es de seis
casos por millon de habitantes. En el registro francés 30%
de los pacientes tuvieron neutropenia por mutacion de un
gen elastasa de neutrofilos (ELANE) (20% neutropenia
severa congénita y 10% neutropenia ciclica), 30% tuvieron
sindrome de Shwachman-Diamond, 5% enfermedad por
almacenamiento de glucdgeno Iby 35% otras alteraciones
(1 0 2% de cada una).®

Se describe el caso de una paciente con neutropenia
congénita permanente, severa y central que con seguimien-
to desde los cuatro afios de edad, hasta su fallecimiento
a los 22 afios, asociada con un defecto familiar aun no
descrito en la bibliografia médica.

El propésito de la publicacion de este caso es describir
sus caracteristicas genéticas y clinicas como un sindrome
nuevo identificado en una familia afectada.

Descripciéon del caso

Se reporta el caso de una mujer que murié a los 22
anos de edad debido a insuficiencia respiratoria. Na-
ci6 en 1988, con cabello claro, tez blanca, estrabismo
convergente y nistagmus horizontal. Con braquicefalia,
facies caracteristica, pectus carinatum-excavatum,
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escoliosis toracica, clinodactilia bilateral, ambos pies
con desviacion interna y sindactilia entre el segundo y
tercer ortejo. Tres aflos después tuvo infecciones recu-
rrentes de las vias respiratorias altas y bajas, otitis y
gingivitis severas (Figura 1). Una citometria hematica
mostr6 neutropenia severa (Figura 2A), con monocitosis
leve compensatoria. El extendido de sangre periférica
corroboro la disminucion de neutrofilos y ninguno de
los leucocitos mostro anormalidades morfoldgicas. El
aspirado de médula 6sea mostro riqueza celular normal,
con detencion de la maduracion de los granulocitos a
nivel de los mielocitos, con menos de 10% de neutrofilos
maduros (Figura 2-B).

Su desarrollo motriz fue ligeramente retardado, in-
teligencia normal. Toda su familia es originaria de una
comunidad rural de 286 individuos. Unica hija de padres
con tez morena clara, cabello oscuro y sanos.

Las infecciones de la paciente fueron tratadas con
antibidticos y frecuentemente con factor estimulante de
colonias de granulocitos (FEC-G). Se cas6 a la edad de

el J.f ‘_l‘::_’"
Figura 1. Paciente a la edad de cuatro afios, con cabello rubio
y deformacién dental y gingival por las infecciones recurrentes.

- 97-‘-|
LY

18 aflos y procreo una nifia sana, sin el fenotipo. EI 16 de
agosto del 2008 tuvo dolor abdominal por litiasis vesicu-
lar por lo que se program¢ para cirugia. Suhemoglobina
es de 13.0 g/dL, hematdcrito de 37.4%, plaquetas de
198,000/mm?3, leucocitos de 2,060/mm?, neutrofilos
15.1% en el recuento diferencial (309 neutréfilos totales)

Figura 2. A) Microfotografias del extendido de sangre periférica
y B) de la médula ésea que muestra la ausencia de neutréfilos
segmentados.

y 16% de monocitos. Urea, creatinina, glucosa, tiempo de
protrombina y tiempo de tromboplastina parcial activada
normales. Proteinas totales de 8 mg/dL, con albumina
de 4.5 y globulinas de 3.5 mg/dL. Colesterol total de
134 mg/dL. Bilirrubinas normales. Recibio FEC-G con
normalizacion de los neutréfilos y se intervino quirargi-
camente sin complicaciones.

El 15 de mayo de 2010 tuvo tos con expectoracion
blanquecina y algunas veces amarillenta, sin sangre, disnea
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de esfuerzo y pérdida de peso (Figura 3). Una radiografia
de torax mostro infiltrado micronodular difuso bilateral
(Figura 4A), no se observaron bacilos acido alcohol resis-
tentes, el cultivo mostr6 un estreptococo beta hemolitico
sensible a cefalosporinas y quinolonas. Hemoglobina de
13.0 g/dL, hematdcrito de 39.6%, leucocitos de 2020/mm?,
plaquetas de 200,000/mm?, recuento total de neutrofilos
de 319 por mm? y monocitos 11%.

La TAC de pulmén mostrd infiltrado bilateral pul-
monar en vidrio despulido compatible con fibrosis
pulmonar (Figura 5). Se la controld con broncodilatado-
res de accion corta y larga, antibioticos y mucoliticos.
Experiment6 mejoria parcial pero se agravo durante las
siguientes semanas hasta ser dependiente de oxigeno.
El 25 de mayo de 2010 tuvo hemoglobina de 12.6 g/dL,
leucocitos de 350/mm?* con seis neutréfilos totales por
mm?, 83,000/mm? plaquetas, urianalisis, glucosa, urea y
creatinina normales. Cinco dias después la hemoglobina
fue de 12.0 g/dL, la cuenta de leucocitos de 890/mm?,
y la de neutrdfilos de 13.1% (neutrdfilos totales 117/
mm?), plaquetas de 63,000/mm?, deshidrogenasa lactica
de 729 UI/L (normal de 91-180 UI/L). La insuficiencia
respiratoria se incremento6 con disnea en reposo, mareos,

Figura 3. Paciente a la edad de 22 afios, con desnutricion y doli-
cocefalia. Tres meses antes de su muerte.

nausea y fiebre de 38.5°C, pérdida de peso con IMC de 16.
Desgaste fisico, atrofia muscular generalizada, ausencia
de grasa corporal, estertores rudos y alveolares, dedos
de manos hipocraticos (Figura 4B). La paciente muri6
a consecuencia de la insuficiencia respiratoria el 30 de
abril de 2011, a la edad de 22 afios.

Tres miembros familiares mas fallecieron con las
mismas caracteristicas fenotipicas asociadas con neutro-
penia, una de ellas prima de la paciente aludida, fallecio
a los 10 afios de edad y otra, prima hermana de la que
murid, tiene 21 afios de edad y sigue viva (Figura 6A).
Hace dos afios nacio6 el tercer miembro familiar (Figura
6B), prima de las dos hermanas afectadas, con las mismas
caracteristicas fenotipicas pero sin evidencia hasta ahora
de infecciones repetidas.

El arbol genealdgico muestra que sdlo las mujeres
afectadas superviven y los hombres probablemente
afectados no alcanzaron a nacer (Figura 7). La historia
genética indica asociacion con el cromosoma X.

Figura 5. TAC de pulmén con fibrosis pulmonar y una gran bula
apical en la lateral del pulmon derecho.
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Figura 6. A) Prima hermana de la paciente 21 afios de edad y
B) nifia de 2 afios de edad, unicas sobrevivientes mostrando el
fenotipo del sindrome que se describe.

DISCUSION

Laneutropenia congénita es una condicion patoldgica que
se manifiesta sola o asociada con otras alteraciones hema-
tologicas o extrahematoldgicas. La neutropenia puede ser
desde leve a severa, con disminucion de la supervivencia
de los pacientes afectados, que padecen infecciones que
conducen a estados morbidos y riesgo de mortalidad.

Se comunica un sindrome aun no descrito en la
bibliografia médica de una familia con neutropenia
moderada a severa, con detencion de la maduracion
de los precursores de los granulocitos en estadio de

mielocitos a metamielocitos, asociada con albinismo
parcial, nistagmus y estrabismo convergente.

La neutropenia congénita severa es vista en el sindrome
de Kostmann, descrita en 1956. Se caracteriza por neutro-
penia severa, que sobreviene en las primeras semanas de la
vida, con detencion de la maduracion de los granulocitos a
nivel de los promielocitos. La muerte se debe a infeccion
bacteriana.!! Dos isoformas de proteinas HAX1 se han
asociado y los pacientes con frecuencia tienen retraso
mental y epilepsia.'? El caso que se reporta y sus familiares
relacionados afectados, aunque han tenido neutropenia
muy severa hasta condicionar la muerte por infeccion in-
traabdominal en una de las primas hermanas de la paciente
que se describe, ninguna de ellas padeci6 retraso mental
ni convulsiones. En el sindrome de Kostmann, la mayoria
de los casos son esporadicos, pero puede observarse un
rasgo autdosomico dominante letal y recesivo. A diferencia
del caso y la familia que se estudido mediante la historia
genética, se presume un sindrome ligado al cromosoma
X con letalidad en varones.

La neutropenia congénita asociada con albinis-
mo parcial o completo se reporta en el sindrome de
Hermansky-Pudlak tipo 2 que se caracteriza por san-
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Figura 7. Arbol genealdgico que muestra los pacientes afectados en una familia que habita una poblacién de 286 habitantes. Sélo las
mujeres presentan las caracteristicas del sindrome y los varones recién nacidos mueren. La liga de la enfermedad es debida a la frecuencia

alela por efecto endogamico de la poblacion.
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grados prolongados por defecto en los granulos de las
plaquetas, albinismo oculocutaneo y linfohistiocitosis
hemofagocitica (HLH) familiar. Todos los casos tuvie-
ron nistagmus y algunos fibrosis pulmonar. La cuenta
de neutroéfilos suele ser menor de 1000/mm?, la médula
6sea muestra macrofagos pigmentados y detencion de
la maduracion de los progranulocitos y mielocitos.!* La
neutropenia es causada por mutacion en AP3B1, adap-
tador de la proteina AP3 citosdlica. En el caso motivo
del reporte y sus familiares afectados descritos en este
articulo, ninguno present6 alteraciones hemorragicas y
sus plaquetas fueron en niimero y morfologia normal.
Ademas, en el sindrome de Hermansky-Pudlak el de-
fecto esta ligado a una forma autosémica recesiva, a
diferencia del caso que nos ocupa en donde se asocia
con cromosoma X y los macréfagos en la médula 6sea
eran normales.

Otro sindrome con albinismo parcial y neutropenia
severa es la deficiencia de la proteina AP14, involucrada
en el trafico intracelular de endosomas.' Sélo se ha
identificado en una familia de menonitas consanguineos
y la médula 6sea no muestra alteraciones en la madura-
cion de la serie granulocitica, como las que ocurren en
el sindrome de Chédiak-Higashi, Griscelli y ahora en
el sindrome que se describe en este articulo.

La enfermedad de Chédiak-Higashi se caracteriza por
albinismo 6culo-cutaneo parcial, alteraciones neurolo-
gicas, reparto anormal de melanosomas en el cabello,
granulos gigantes en todos los neutroéfilos y en los precur-
sores de la serie granulocitica, inclusiones rojas brillantes
en algunos linfocitos, defecto de la actividad bactericida
y disfuncion de las células NK. La neutropenia debida a
destruccion en la médula 6sea ocurre tempranamente en
esta afectacion antes del desarrollo de la linfohistiocito-
sis hemofagocitica.'” En el sindrome de Griscelli tipo 2,
muestra muchas caracteristicas del sindrome de Chédiak-
Higashi incluido: el rasgo autosémico recesivo y, sobre
todo, albinismo; deficiencia inmunitaria y algunas veces
HLH. Difiere del sindrome de Chédiak-Higashi por la
ausencia de los granulos en las células sanguineas y el
aspecto microscopico del cabello. La neutropenia en
el sindrome de Griscelli puede ser aislada o durante el
curso de la activacion de los macrofagos.® En el sindrome
que se describid en este articulo no existen granulacio-
nes anormales en las células sanguineas y tampoco se

ha asociado con HLH. Ademads, en la enfermedad de
Chédiak-Higashi y en el sindrome de Griscelli no ocurre
nistagmus ni estrabismo.

Una mutacion de una proteina -elastasa de neutrofilos
(ELANE)- se manifiesta como neutropenia severa per-
manente y neutropenia ciclica; al parecer es el mismo
espectro de la enfermedad, es la mas frecuente de las
neutropenias congénitas (40 a 55%), se manifiesta con
neutrofilos totales <0.2/mm?, monocitosis, hipereosi-
nofilia e hipergamaglobulinemia, con detencion de la
maduracion a nivel de los promielocitos y alto riesgo de
transformarse en leucemia. En la forma de neutropenia
ciclica es menos severa y las neutropenias son moderadas
con presentaciones cada 21 dias.'® Otras neutropenias
asociadas con detencion de la maduracion de los granu-
locitos incluyen la mutacion de HAXI1 (ya descrita),
WASP, neutropenia G6PC3, defecto del receptor de FSC-
G (CSF3P) y GFIl. En el sindrome de Wiskott-Aldrich
no clasico con mutacion del gen WAS con neutropenia
permanente y profunda pero sin monocitosis compensa-
toria como en la mutacion de ELANE, es muy rara y a
la fecha se han descrito sélo cinco familias. También es
una enfermedad con detencion en la maduracion de los
granulocitos y ligada al cromosoma X'7, como el caso
de la paciente y su familia descrita en este articulo; sin
embargo, no tienen el fenotipo de nistagmus, albinismo
parcial y estrabismo. Las otras tres neutropenias restan-
tes s6lo comparten el defecto de la maduracién de los
granulocitos en la médula dsea, sin tener en comun las
otras caracteristicas fenotipicas (manifestaciones neutro-
pénicas heterogéneas, presentaciones extremadamente
raras, asociadas con defectos genitourinarios, cardiacos,
miopatias, sorderas o resistentes al factor estimulante de
colonias).!#20

Por ultimo, las neutropenias congénitas ligadas al cro-
mosoma X, de las que ya han sido descritas la neutropenia
congénita severa y mutacion del gen WAS. Son diferentes
sus caracteristicas fenotipicas y clinicas con el caso en
particular que se describe en este articulo. Muy diferente
también a la enfermedad de Barth, que se manifiesta con
neutropenia severa y alteraciones combinadas con cardio-
miopatia dilatada, fibrosis endomiocardica y miopatias, los
pacientes presentan mutacion del gen G4-5 que codifica la
tafazzina, involucrada en la homeostasis de los fosfolipidos
de la membrana.?!
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CONCLUSION

A este caso se le dio seguimiento durante toda su vida en
la que se tuvo en consideracion la asociacion con algun
sindrome descrito o desconocido. Luego de estudiarlo y
analizarlo se le considera un sindrome, aun no descrito en
la bibliografia médica. No es un caso aislado porque se
identifico en tres miembros relacionados, con antecedentes
genéticos que los ubica entre las mutaciones ligadas al
cromosoma X y letalidad en varones. Ahora es importante
la investigacion molecular de la mutacién genética para
facilitar su clasificacion actual como parte de las neutro-
penias congénitas.
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El papel de la nucleofosmina (NPM1) en las neoplasias malignas
mieloides
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RESUMEN

La nucleofosmina (NPM1) pertenece a la familia de chaperonas de las nucleoplasminas; es una fosfoproteina de expresion ubicua de
localizacion fundamentalmente nucleolar, que se desplaza constantemente del nucleo al citoplasma. Se ha descrito un gran nimero de
proteinas que interaccionan con la nucleofosmina, que juega un papel relevante en diversas funciones celulares, incluidas la duplicacién
centrosomica, la biogénesis de los ribosomas, la respuesta al dafio celular y la reparaciéon del ADN. En pacientes con linfoma maligno no
Hodgkin tipo anaplasico y en leucemia mieloide aguda se han reportado alteraciones en el gen NPM1. Las leucemias mieloides agudas
con nucleofosmina mutada (también conocida como NPMc+) constituyen una entidad clinico-patoldgica y molecular diferente lo que ha
llevado a crear un ingreso provisional para esta entidad en la clasificacion de neoplasias linfo-hematopoyéticas de la OMS 2008. En
esta revision se discute el papel de la nucleofosmina en las neoplasias malignas mieloides centrandonos en: 1) su participacion en la
patogénesis de las leucemias mieloides agudas; 2) el diagnodstico; 3) su significado prondstico; 4) la importancia del seguimiento de la
enfermedad minima residual y 5) la potencialidad de usar la NPMc+ como diana terapéutica.

Palabras clave: nucleofosmina, NPM1, nucleoplasminas, neoplasias malignas mieloides.

ABSTRACT

Nucleophosmin (NPM1) is a ubiquitously expressed phosphoprotein that belongs to the nucleoplasmin family of chaperones. NPM1 is
mainly localized in the nucleolus, and continuously shuttles between the nucleus and the cytoplasm. A high number of proteins have been
described to interact with NPM1. NPM1 play a relevant role in diverse cellular functions, including, centrosome duplication, ribosome
biogenesis, response to stress and ADN repair. Alterations of the NPM1 gene have been reported in anaplastic non Hodgkin’s lymphoma
and acute myeloid leukemia (AML).

AML carrying nucleophosmin mutations (also referred to as NPMc+) displays distinct molecular and clinical-pathological features that
led to its inclusion as a provisional entity in the 2008 WHO classification of myeloid neoplasms. Here, we discuss the role of NPM1 in
myeloid malignancies focusing on i) involvement in AML pathogenesis; ii) diagnosis; iii) prognostic significance; iv) minimal residual disease
monitoring and v) its potential as a target for tailored therapy.

Key words: Nucleophosmin, NPM1, myeloid malignancies.
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anucleofosmina (NPM1), también conocida como
B23, numatrin o NO38 es una fosfoproteina fun-
damentalmente nucleolar, que trasloca del ntiicleo
al citoplasma. Distintos estudios revelan un complejo
escenario para las funciones e interacciones de la nucleo-
fosmina, que cumple un papel proliferativo y supresor
del crecimiento.! La nucleofosmina forma parte de la
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familia de chaperonas conocidas como nucleoplasminas
y cumple una gran cantidad de funciones celulares como:
1) biogénesis y transporte de ribosomas, 2) duplicacion
centrosomica, 3) respuesta al dafio celular y reparacion
del ADN.!»
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La nucleofosmina estd implicada en procesos de
tumorigénesis y se ha encontrado sobrexpresada en
tumores so6lidos de diverso origen histolégico (colon,
higado, ovario y prostata).®’#* En tumores hematopoyé-
ticos frecuentemente ocurren alteraciones genéticas que
involucran el gen de la NPM1 que forman parte de las
traslocaciones cromosdmicas que suceden en alteraciones
linfoides y mieloides, asociadas con diversas proteinas de
fusion. Asi la t(2;5) caracteristica del linfoma anaplasico
de células grandes, involucra los genes NPM1 y ALK
(Anaplastic Lymphoma Kinase).” La t(5;17), descrita en
cuatro casos de leucemia aguda promielocitica (LAP),
fusiona el gen NPM1 con el gen RARa (Retinoic Acid
Receptor o). Es posible que parte del potencial trans-
formante de NPM-RARa derive del efecto dominante
negativo sobre NPM1, porque si bien todos los casos
de LAP con NPM-RARa« tienen un alelo NPM1 normal,
la NPM1 es parcialmente delocalizada al nucleoplasma
debido a su interaccion con NPM-RARa.!” Las LAP
con t(5;17) presentan el fenotipo clasico de las LAP con
t(15;17) y responden al tratamiento con acido todo-trans
retinoico (ATRA).!

En las leucemias mieloides agudas con t(3;5) los genes
involucrados son NPM1 y MLF1 (Myeloid Leukemia
Factorl), también aqui la proteina NPM1 salvaje viene
deslocalizada por la proteina de fusion NPM-MLF1. En
todas las proteinas de fusion, la region NH2 terminal de
la nucleofosmina estd conservada, aparentemente esta
fraccion no contribuye al potencial transformante de la
proteina de fusion pero provee un dominio de dimeri-
zacion fundamental para la oligomerizacion y la accion
oncogénica de los diversos compaiieros de la NPM1. Es
interesante que una significativa proporcion de LMA que
presentan la t(3;5) con puntos de ruptura localizados fuera
de NPM1 y MLF1 tengan, ademas, pérdida de una copia
del gen NPM1 lo que indica que la haploinsuficiencia de
NPMI1 puede ser relevante para la leucemogénesis.'?

En el afio 2005 se describi6 una variante mutada de la
proteina NPM1 que produce su deslocalizacion al cito-
plasma (NPMc+), esta mutacion fue reportada en 35% de
LMAs de todos los subtipos morfologicos, excepto M3,
M4Eo y M7.1316 La NPMc+ se asocia con cariotipo normal
(85%) y es mutuamente exclusiva con otras anomalias
genéticas mayores asociadas con LMA, lo que sugiere
que esta alteracion representa un evento iniciador en el
proceso de leucemogénesis.!”

Estructura de la nucleofosmina

El gen de NPM1 humano mapea en el cromosoma 5 en
el locus 5g35 y estd compuesto por 12 exones. Existen
dos isoformas de la proteina que corresponden a splicing
alternativos, la variante NPM1 (294 aminoacidos) se lo-
caliza a altos niveles en el nucléolo; la variante NPM1.2
(259 aminoacidos) carece de la region carboxi-terminal y
en el nucleoplasma y en el citoplasma sus concentraciones
son bajas.

La proteina NPM1 tiene diversos dominios estructura-
les, cada uno de ellos asociados con funciones especificas.
La region N-terminal participa en la oligomerizacion y es
necesaria para la funcién de chaperona de las proteinas. En
la region central tiene dos dominios acidicos necesarios
para su actividad como chaperona de histonas, con ella
interviene en la modulacion y ensamble de la cromatina. La
region C-terminal de la nucleofosmina contiene un dominio
basico con capacidad de unirse al ADN y al ARN. La NPM 1
contiene, ademds, un motivo NES (sefial de exportacion
nuclear) hidrofébico rico en Leu (LxxPxxLxLx, 94-102) y
dos motivos, NLS (sefial de localizacion nuclear, 141-157)
y NoLS (sefial de localizacion nucleolar, W 288-290).'8.17

La nucleofosmina sufre, ademdas, numerosas mo-
dificaciones postranscripcionales que modulan su
actividad, con numerosos sitios de fosforilaciéon que
son decisivos para su actividad en el control de la du-
plicacion centroséomica y para la union al ARN. Otras
modificaciones que regulan la funcion de la NPM1 son
la ubicuitinacion, que induce la degradacion de la misma
mediante el proteasoma y la sumoilacién que aumenta
la estabilidad de la proteina, la acetilacion y su afinidad
por las histonas.?*2!22

La NPMc+ en la patogénesis de la leucemia mieloide
aguda

Aln queda por establecerse de qué forma la NPMc+
promueve la leucemogénesis; sin embargo, sin duda la
deslocalizacion citoplasmatica de la proteina mutada es un
evento critico en la patogénesis de la enfermedad. El incre-
mento de exportacion de la NPM1 al citoplasma perturba
diversas vias celulares provocando pérdida o ganancia de
funciones (por ejemplo, las proteinas que interaccionan
con NPMI en el nucléolo se deslocalizan por la mutante
al citoplasma en la célula leucémica). Ademas, existe la
posibilidad de que la NPMc+ pueda interaccionar con
nuevas proteinas en el citoplasma.
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Figura 1. Dibujo descriptivo de la isoforma 1 de NPM1 que muestra ambas variantes; wt y mutado, se sefialan los sitios y regiones

criticos para su funcién

p'*Arf es una proteina nucleolar capaz de arrestar el
ciclo celular, fundamentalmente a través de la inhibicion y
degradacion de p53 mediada por Hdm2, también es capaz
de inhibir el ciclo celular de manera independiente de p53
(23, 24). LaNPMc+ deslocaliza a p**Arfen el citoplasma,
afectando su estabilidad y funcion.??

c-Myc es una proteina oncogénica con una participacion
importante en la progresion del ciclo celular, apoptosis
y transformacion celular. Fbw7 es la E3 ubicuitin ligasa
involucrada en su degradacion. NPMc+ interacciona de
forma directa con Fbw7 deslocalizandola al citoplasma y
favoreciendo su degradacion, como consecuencia las con-
centraciones de c-Myc aumentan.” En modelos de raton se
ha demostrado que las concentraciones elevadas de c-Myc
favorecen la leucemogénesis.? NPMc+ también coopera con
E1A, que ejerce su actividad transformante a través de la in-
activacion del oncosupresor pRB, lo que sugiere que NPMc+
puede actuar activando de manera indirecta la via del Rb.?

Mizl es un factor de transcripcion que activa la expresion
de dos importantes inhibidores del ciclo celular, p15Ink4b
y p21. NPMc+ deslocaliza a Miz1 en el citoplasma, favo-
reciendo la progresion descontrolada del ciclo celular.?®

La funcion de la NPM1 estd profundamente afectada
por su reduccion en el nucléolo. La reduccion de NPM1

en éste se debe no solo a la heterocigosis sino también a su
deslocalizacion en el citoplasma a través de la formacion
de heterodimeros con NPMc+.% En ratones knock-out para
NPM1, la inactivacion de NPM1 conduce a inestabilidad
genomica, lo que promueve susceptibilidad in vivo e in
vitro al cancer. Los ratones NPM 1+ forman tumores es-
pontaneos, sobre todo de estirpe mieloide.*

Sin embargo, hasta ahora no ha podido demostrarse
que la NPM1 mutada por si sola sea capaz de iniciar una
LMA. Es probable que para ejercer su efecto oncogéni-
co NPMc+ necesite condiciones diferentes a las que se
han estudiado hasta el momento, asi como un precursor
mieloide especifico, o alcanzar una relacion de expresion
mutante-salvaje determinada para producir la deslocali-
zacion al citoplasma de ambas formas, o acompaiarse de
un evento secundario. Sin duda, serd necesario realizar
diversos estudios que permitan esclarecer esta situacion.

Diagnéstico de NPMc+ en leucemia mieloide aguda

Se han identificado alrededor de 50 variantes moleculares
de NPMc+.2! Casi siempre se localizan en el exon 12, pero
también se las encuentra en el exdn 11.3? Las mutaciones de
NPM1 se detectan en alrededor de 25 a 35% de todas las
LMA;*" pero solo en 6.5 a 8.4 % de pacientes pediatricos
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con LMA 333 La mutacion NPM1 tipo A, que consiste en
una insercion de cuatro pares de bases TCTG, es la mas
frecuente en adultos (75 a 80% de los casos) mientras en
los nifios predominan otras variantes.*

Desde que se identifico la mutacion de la nucleofos-
mina, se desarrolld una gran cantidad de métodos para su
estudio (Cuadro 1). En la actualidad se han realizado ensa-
yos moleculares altamente sensibles y especificos. Uno de
los mas utilizados es el analisis de fragmentos que tiene la
ventaja de analizar de manera simultanea alteraciones en
los genes fims-related tyrosine kinase 3 (FLT3) o CCAAT/
enhancer binding protein o. (CEBPA).*%37 Estos métodos
no discriminan la mutaciéon A de las demas variantes y
las muestras positivas deben someterse a analisis de se-
cuenciacion para su caracterizacion detallada. Existe otro
ensayo que se basa en el uso de la curva de temperatura de
melting, este método incluye el uso de sondas especificas
lo que permite discriminar entre las variantes A, By D.*

Para el estudio de la enfermedad minima residual se han
desarrollado métodos mds sensibles; el mas utilizado es
con PCR cuantitativa o PCR en tiempo real.**° En centros
que no cuentan con el instrumental apropiado existe la
posibilidad de trabajar con PCR en heminested y realizar
la corrida electroforética en gel de agar. Este método es
especifico para la mutacion A*! o realizar la corrida en gel

de poliacrilamida que permite individualizar cualquiera de
las variantes del exon 12.4

Significado clinico de NPMc+ en la leucemia mieloide
aguda

En estudios recientes de clasificacion pronostica en LMA
de cariotipo normal se ha evidenciado que aproximada-
mente en 45% de los casos es posible identificar una o
varias mutaciones, permitiéndose con esto la estratifi-
cacion en grupos moleculares de prondstico favorable o
adverso.”

Mediante analisis gendomico con el auxilio de técnicas
moleculares se ha encontrado una gran cantidad de mu-
taciones nuevas en pacientes diagnosticados con LMA 'y
cariotipo normal, mutaciones que pueden o no coexistir
con NPM1 mutado, tales como; FLT3 internal tandem
duplications (ITD) o mutations of the tyrosine kinase
domain (TKD), partial tandem duplications (PTD) del
gen mixed myeloid-lymphoid or mixed linage leukemia
(MLL), asi como las mutaciones del gen homologo del
oncogen viral de neuroblastoma (NRAS), CEBPA, muta-
cion 1 del gen del tumor de Wilms (WT1), gen brain and
acute leukemia cytoplasmic (BAALC), gen ETS-related
(ERG), el oncogen v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline
sarcoma viral oncogene homolog (c-KIT), isocitrate

Cuadro 1. Métodos para el diagnostico de las mutaciones del gen NPM1

Sensibilidad Ventaja Desventaja Aplicacion
Secuenciacion 0.2 Identifica con precision el Baja sensibilidad, costoso  Tamizaje diagnéstico
tipo de mutacién
*DHPLC 102 Detecta todas las Requiere instrumental Tamizaje diagndstico
mutaciones costoso
**ASO-RT-PCR 102 Econdmico, instrumental Detecta solo la mutacion A Tamizaje diagnostico y EMR
de baja complejidad (mutacion especifica)
Semi-nested-ASO-PCR 104 Econémico Detecta sdlo la mutacion A Tamizaje diagnostico
***HRM 104-10° Detecta todas las Requiere instrumental Tamizaje diagnostico
mutaciones y permite saber costoso
el nimero de copias
RT-PCR y electroforesis 104 Econdmico, instrumental Es necesario trabajar con  Tamizaje diagndstico y EMR
en poliacrilamida de baja complejidad poliacrilamida
Electoforesis capilar 102- 103 Detecta todas las Requiere instrumental Tamizaje diagnostico
mutaciones costoso
PCR cuantitativa 104-10° Identifica todas las Requiere instrumental Tamizaje diagnostico y EMR

mutaciones y permite saber
el nimero de copias

costoso

(mutacion especifica)

*DHPLC (denaturing high-performance liquid chromatography);
**ASO (allele-specific oligonucleotide), RT-PCR (reverse transcriptase polymerase chain reaction)
***HRM: (High-resolution melting curve analysis).
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Luz Transmitida

Luz Transmitida NP Mwt Combinacion

Figura 2. Localizacion citoplasmatica de NPMc+ en un paciente
con LMA; y localizacién nucleolar de NPM1 salvaje (NPMwt) en
la linea celular OCI-AML2

dehydrogenase 1 y2 (IDHI e IDH?2), DNA(cytosine-5-)-
methyltransferase 3 beta (DNMT3) entre otros. Como
se menciono, es posible identificar distintos subgrupos
de sujetos con una o varias de estas alteraciones que
cuentan con diversos significados pronodsticos e implica-
ciones terapéuticas. De las mutaciones mas frecuentes,
las descritas en el exon 12 del gen NPM1 se presentan
en 25% de los casos de LMA de novo y en 50% de los
casos de LMA con cariotipo normal.’ En relacion con
el prondstico, en la bibliografia se reporta que tienen
un impacto favorable en adultos y niflos.** En cuanto al
tratamiento, se estima que 70% de los sujetos con LMA
de cariotipo normal, mutaciones en NPM1 positiva,
FLT3-ITD negativa (FLT3 de tipo salvaje) y concen-
traciones bajas del gen ERG, logran hasta dos afios de
supervivencia libre de progresion de la enfermedad
después del tratamiento de induccidon con citarabina,
daunorrubicina y etoposido, seguido de citarabina en
altas dosis o trasplante hematopoyético autdlogo pos-
terior a la quimioterapia de intensificacion.** En otro
estudio, 60% de los pacientes con caracteristicas simi-
lares lograron cuatro afios de supervivencia general.*

Con base en la clasificacion de la OMS 2008, la evi-
dencia actual en referencia a las nuevas clasificaciones
citogenéticas y moleculares para LMA con implicacio-
nes clinicas, de estratificacion del riesgo, prondsticas y
terapéuticas se ha hecho hincapié en la identificaciéon de
las mutaciones del gen NPM1 en presencia o ausencia de
mutaciones del gen FLT3, tanto que se ha propuesto un
ingreso provisional para este grupo particular en la clasi-
ficacion de neoplasias linfo-hematopoyéticas.

En la actualidad, el mecanismo de quimiosensibilidad
para las LMAs con mutaciones en NPM1 no ha sido escla-
recido totalmente; sin embargo, se sabe que la coexistencia
de mutaciones en FLT3-ITD repercute en el significado
pronostico haciéndolo menos favorable, como se demostrd
en los estudios clinicos prospectivos del Medical Research
Council (MRC, Reino Unido) donde en una cohorte de
215 adultos jovenes diagnosticados con LMA de cariotipo
normal con mutaciones de FLT3-ITD y NPM1 de tipo
salvaje (NPM1-salvaje) tuvo un mal pronodstico (13%
vivos a 10 afios), mientras que la cohorte de pacientes con
mutaciones en NPM1 y FLT3-salvaje registrd una tasa de
supervivencia muy superior (50% vivos a 10 afios).’*¢4
De igual forma, los pacientes mayores con mutaciones
en NPMI tienen mejor prondstico.’® Los pacientes con
mutaciones en NPM1 y FLT3-ITD tienen la peor respuesta
a la terapia de induccion (63% en comparacion con 86%
de quienes tienen NPM1 mutado y FLT3-ITD negativo);
sin embargo, la supervivencia general de este grupo a
cinco afios es menor de 30% a diferencia del grupo con
mutacion de NPM1 y FLT3-ITD negativo cuyo porcentaje
es de aproximadamente 60%.’' Con intencion de definir el
mecanismo por el que las mutaciones en NPM1 y FLT3
afectan el prondstico de los pacientes con LMA se han
formulado hipdtesis centradas en la interaccion de estas
proteinas con p53, donde se ha visto que ante mutaciones
en NPMI1 existe un predominio en la expresion de las
isoformas B y y de p53 asociadas con mejor respuesta
a las antraciclinas y citarabina en comparaciéon con las
mutaciones FLT3-ITD donde predomina la expresion de
la isoforma p53 de tamafio completo, que promueve la
resistencia al tratamiento.*

En estudios mds recientes sobre el binomio NPM1-
FLT3 en pacientes con LMA de novo, con cariotipo
normal, se ha observado que el porcentaje de blastos
en médula 6sea al momento del diagnostico esta liga-
do al estado mutacional de ambos genes, en donde los
pacientes con un alto porcentaje de blastos presentan
mutaciones en NPM1 y FLT3-ITD comparado con quie-
nes tienen menor porcentaje de blastos donde ambos
genes son normales.* Mas aun, en estudios donde se
ha cuantificado la expresion del ARNm de FLT3-ITD
en pacientes con LMA de cariotipo normal se ha ob-
servado que mientras mas alto es el nivel de expresion
de FLT3-ITD peor es el pronostico comparado con los
casos donde la expresion es baja.
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Si se toma en cuenta que aproximadamente 80% de las
mutaciones del exén 12 de NPM1 son del tipo A, resulta
poco claro el significado prondstico del 20% restante en
presencia y ausencia de FLT3 mutado. Con respecto a las
mutaciones no A de NPM1, dado al bajo ntimero de casos
estudiados, es dificil precisar si existen diferencias en el
pronoéstico comparandolas con las mutaciones tipo A.

Las caracteristicas distintivas de LAM con NPM1
mutado se describen en el Cuadro 2.

NPMc+ como diana en el tratamiento en la leucemia
mieloide aguda

En diversas publicaciones se ha descrito que los pacientes
con LMA y cariotipo normal, con mutaciones en NPM1,
tienen mejor respuesta al tratamiento convencional con
agentes quimioterapéuticos. El enfoque de un tratamiento
dirigido hacia NPM1 en estos pacientes se estudia actual-
mente explorando distintas estrategias: interferencia con el
transporte del mutante leucémico de NPM 1, inhibicion de
la capacidad funcional residual de NPM1 salvaje y otros
componentes nucleolares y la intervencion en la enferme-
dad minima residual (copias de los transcriptos de NPM1
mutante) antes de que ocurra la recaida hematologica
(terapia de pre-vaciamiento).*® Desde el punto de vista
molecular, las células leucémicas con mutacion de NPM 1
presentan la proteina NPMc+ deslocalizada de su origen
nucleolar. Con base en este hecho se ha reportado que
algunos agentes quimioterapéuticos, como la actinomicina
D, daunorrubicina, 5-fluoroacilo y camptotecina alteran la
estructura nucleolar deslocalizando a la nucleofosmina;
éste es un evento que precede a la apoptosis. En el caso
de la daunorrubicina se ha demostrado en estudios que la

Cuadro 2. Caracteristicas de las mutaciones en el gen NPM1

translocacion de la nucleofosmina del nucléolo al nucleo-
plasma es proporcional al incremento en la dosis.®

Otros agentes anticancer, como el CIG-300, se han
desarrollado con la finalidad de interferir en el ensam-
blaje nucleolar de NPM1 al inhibir su fosforilacion
consiguiendo la induccién de apoptosis.> En vista de que
se ha reportado una expresion aumentada de CD33 en el
inmunofenotipo de los pacientes portadores de LMA con
mutaciones de NPM1, se han estudiado anticuerpos mo-
noclonales anti-CD33 como el gemtuzumab ozogamicina
con el que se consiguen resultados prometedores.>

NPM1 y mielodisplasia
El rol de la nucleofosmina se ha estudiado en modelos
murinos “knock out” para NPM1 donde se encontrd que
los ratones NPM"" presentan caracteristicas hematoldgicas
similares a las encontradas en los sindromes mielodispla-
sicos (SMD), como diseritropoysis y dismegacariopoysis,
ademas la inactivacion de NPM1 conlleva a la duplica-
cion del centrosoma sin restriccion y a la inestabilidad
gendmica.>

Ademas de las mutaciones, se han observado otras
anormalidades de NPM1 en relacion con el estado de
haploinsuficiencia. El gen NPM1 se localiza en el cro-
mosoma 5 region q35, en donde se ha identificado la
haploinsuficiencia en casos de SMD con deleciones en
el cromosoma 5q. En estudios hechos en pacientes con
sindrome 5q- aislada no se ha detectado haploinsuficiencia
ni mutacion de NPM1, lo contrario a los casos de SMD
con del(5q) y cariotipo complejo donde se han detectado
microdeleciones teloméricas que involucran la region
5935 que provoca el estado de haploinsuficiencia.’®7-%8

Caracteristicas genéticas de las mutaciones en NPM1

Aparecen de novo y son muy estables en las células leucémicas y estan presentes en las células tallo.

Contienen perfiles particulares de expresion génica y de microARN.

Otras alteraciones como, FLT3-ITD, ocurren después que se presentan las mutaciones en NPM1.

Caracteristicas clinicas y biolégicas de las mutaciones en NPM1

La frecuencia es menor en nifios, y mayor en mujeres.

Las caracteristicas inmunofenotipicas son particulares, porque existe una expresion aumentada de CD33 con disminucién de la expresion
de CD34 en las células leucémicas, siendo mas frecuentes en LMA tipo M4 y M5.

En cuanto a la citogenética, cerca de 85% de los casos de LMA con mutaciones en NPM1 no tienen alteraciones.

Los pacientes con mutaciones en NPM1 sin alteraciones en el gen FLT3 tienen excelente respuesta a la terapia de induccion en
comparacion con quienes no tienen la mutacién, y también pronéstico mas favorable.
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En otras investigaciones se ha reportado que la delecion
de NPM1 ocurre en 40% de los casos de SMD/LMA de
alto riesgo con cariotipo complejo y pérdida de 5q.%° Se ha
descrito que los pacientes con tales caracteristicas tienen
peor prondstico y mayor riesgo de LMA .

Fuera de los genes haploinsuficientes que se pierden
en las regiones que comunmente sufren pérdida (5q31 a
5q33) existen otros genes importantes a los que se les ha
atribuido un papel en el desarrollo de la mielodisplasia, de
entre mas de 100 genes que permanecen en las regiones de
5q que cominmente no sufren pérdida, los genes APC'y
NPM1 son los que se han estudiado con mayor profundi-
dad. Con respecto a NPM1, se han investigado los niveles
de expresion génica en pacientes que padecen SMD con y
sin del(5q), donde se observo que existe disminucion en la
expresion de NPM1 sélo en el grupo de casos con del(5q)
de los que tienen anemia resistente con exceso de blastos 1
y 2 fueron los que mostraron la expresion mas baja de todos
los casos estudiados. Con respecto a los casos de SMD sin
del(5q) se observo que los niveles de expresion de NPM1
son similares a los vistos en personas sanas.*

Para buscar alguna causa de la disminucién en la ex-
presion de NPM1 vista en los casos de SMD con del(5q)
resultaria necesario investigar en detalle los sitios de
ruptura de NPM1 mediante el uso de sondas fluorescentes
(p. €j. Bacterial Artificial Chromosome BAC) y asi evi-
denciar si existen o no micropérdidas cripticas que no son
detectadas por las técnicas citogenéticas convencionales
estableciéndose una relacion de la haploinsuficiencia de
NPMI1 con este tipo de SMD.

NPM1: perspectivas

En la actualidad se sigue investigando la funcion de NPM1
con el fin de ligar mecanismos biolégicos que expliquen
su papel en condiciones normales y patologicas, con esto
se pretende avanzar en el desarrollo de herramientas diag-
nosticas y farmacologicas para el tratamiento de pacientes
con enfermedades hematologicas.

Desde el punto de vista diagnostico, la identificacion
de NPM1 mutado mediante métodos moleculares contintia
siendo un 4rea importante de investigacion. Trabajos recien-
tes reportan que la cuantificacion de copias de transcriptos
de NPM1 por PCR en tiempo real permite determinar la
enfermedad minima residual o la recidiva.®' La practica
de la cuantificacion de NPM1 mutado aunada a un segui-
miento clinico estrecho ofrece la posibilidad de modular las

intervenciones terapéuticas ajustando los agentes quimiote-
rapéuticos, las dosis y la duracion del tratamiento.

En cuanto al tratamiento, los datos reportados hasta el
presente sostienen la idea que NPM1 puede ser un importan-
te diana terapéutica, si bien dada la similitud existente entre
NPMc+ y NPM1 salvaje sera dificil disefiar una molécula
que afecte de manera especifica solo a la proteina mutada.

También sigue estudiandose el efecto de los medi-
camentos en el prondstico de los pacientes con LMA y
mutaciones en NPMI. Recientemente se publicd que en
pacientes entre 17 y 60 anos de edad con LMA existe un
aumento en la superviviencia general a tres afios cuando
son sometidos a terapia de induccion con dosis de 90 mg/
m? de daunorrubicina en presencia de mutaciones en los
genes NPM1, DNMT3A o translocaciones MLL en com-
paracion con los que son tratados con dosis de 45 mg/m?
del mismo farmaco (44% vs 25%).5

En conclusion, queda ain mucho por aprender en el
horizonte de las miclopatias malignas y su comportamiento
bioldgico. En el caso de las alteraciones de NPM 1, éstas
seguirdn cobrando un papel importante en LMA y SMD,
por tal motivo hoy en dia resulta importante en la practica
clinica contar con las herramientas necesarias para integrar
el estado mutacional del binomio NPM[-FLT3 como parte
del diagnostico clinico y clasificacion de la enfermedad.
Asimismo, la cuantificacion de las mutaciones de NPM 1
sera de gran utilidad para mejorar la evaluacion de la res-
puesta al tratamiento y dosificar de modo mas racional el
seguimiento de la terapia en las LMA NPMc+.
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Utilidad del trasplante de células hematopoyéticas en la leucemia
mieloide aguda
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RESUMEN

El trasplante de células hematopoyéticos en sus diversas modalidades se ha utilizado como tratamiento de la leucemia mieloide aguda,
sobre todo en pacientes en recaida leucémica. Hoy en dia diferentes marcadores citogenéticos y moleculares han permitido orientar el
tratamiento de cada paciente en forma individualizada. De esta manera es posible evaluar el riesgo y con ello el pronéstico de dicho
paciente. La supervivencia a largo plazo sigue siendo un reto para el clinico con nimeros no muy alentadores para paises como el nuestro.
La adicion de medicamentos, como el acido holo-transretinoico a esquemas de quimioterapia ha demostrado una excelente respuesta
y tasas de curacion en la leucemia promielocitica. La combinacion de citotoxicidad y efecto de injerto versus leucemia han permitido al
trasplante de células hematopoyéticas consolidarse como un recurso terapéutico importante, siempre orientado por variables como la
edad y condicion clinica del paciente, grupo de riesgo y disponibilidad de donador compatible.

Palabras clave: leucemia mieloide aguda, trasplante de células hematopoyéticas, marcadores citogenéticos.

ABSTRACT

Hematopoietic stem cell transplantation in its various forms has been used as a treatment for acute myeloid leukemia principally as
rescue in relapsed leukemia. Today different cytogenetic and molecular markers have allowed guide treatment for each patient in a more
individualized manner. In this way it is possible to assess the risk and thus the prognosis of the patient. The long-term survival remains a
challenge for clinicians with not very encouraging numbers for developing countries. The addition of medications such as all-trans retinoic
acid to chemotherapy regimens has demonstrated an excellent response and cure rates in promyelocytic leukemia. The combination of
cytotoxicity and graft versus leukemia effect has allowed hematopoietic stem cell transplantation to be considered as an important therapeutic
resource always guided by variables such as age, clinical condition, risk group ant matched donor availability.

Key words: acute myeloid leukemia, hematopoietic stem cell transplantation, citogenetics.

a leucemia micloblastica aguda es una enfermedad
clonal de las células hematopoyéticas que han perdi-
do la capacidad de responder a los mecanismos que
regulan la proliferacion celular. En las ultimas dos décadas
se ha observado mejoria importante en el pronostico de los
pacientes con leucemia mieloblastica aguda, esto puede ser
explicado por diferentes factores, entre otros la aparicion de
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tratamientos especificos como el acido holo-transretinoico
en la leucemia promielocitica aguda, mejor técnica para
el trasplante de células hematopoyéticas, advenimiento de
los trasplantes de intensidad reducida y, por supuesto, a la
mayor facilidad de acceso a la terapia de apoyo o soporte de
medicina transfusional, ademas de la aparicion de nuevos y
mejores antibidticos, antimicoticos, antivirales, etc.

Un estudio reciente demostré que en los paises desa-
rrollados la supervivencia a cinco aflos del diagnostico
aumento en pacientes jovenes, siendo del orden de 52.3%
en poblacion entre 15 y 34 afios (afios 2000-2004)." Sin
embargo, a pesar de estos avances el indice de remision
inicial es de 70% en adultos jovenes, 50% en adultos de
mediana edad y s6lo de 25% en adultos mayores.>

La leucemia mielobléstica aguda puede clasificarse
morfolégicamente con histoquimica y por citometria de
flujo. Se reconocen los ocho grupos clasicos de la clasifi-
cacion franco-américo-britanica (FAB) que van del MO a
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M7.? Para propositos de riesgo existen diversos factores
de mal prondstico, como mayor edad del paciente, cifra
elevada de leucocitos al diagnostico, leucemia secundaria a
un sindrome mielodisplasico o tratamiento citotoxico para
otra neoplasia, falta de respuesta con el primer ciclo de
quimioterapia, etc.* Sin embargo, en la actualidad se utiliza
mas frecuentemente la clasificacion citogenética, que es
mas precisa si se combina con la informacion molecular.’¢
Se reconocen tres grupos de riesgo: bajo, intermedio y
alto.” Esta clasificacion es 1til para elegir la mejor opcion
de consolidacion luego que el paciente logre la remision
con el esquema de induccion, ya sea quimioterapia o un
trasplante de células hematopoyéticas. Por ejemplo, un
paciente con inversion del cromosoma 16 tiene riesgo bajo;
un paciente con cariotipo normal tiene riesgo intermedio
y un paciente con monosomia de los cromosomas 5 o 7
tiene riesgo alto. Esto permite con gran certeza conocer el
futuro del paciente y sus posibilidades de supervivencia si
solo se trata con quimioterapia convencional. La decision
de trasplantar a un paciente joven, con buena respuesta
a la quimioterapia suele depender en gran parte de esta
informacién. En los pacientes con citogenética normal
resultan de gran utilidad los marcadores moleculares, como
el FLT3-1TD, CEBPA y NPM1, marcadores de pronostico
para identificar el riesgo de recaida después de que se ha
logrado la remisién completa.®

Otro ejemplo notable es el caso de la variante M3, leu-
cemia que es identificada por la translocacion balanceada
entre los cromosomas 15y 17, con su gen quimérico PML-
RAR, la cual no debe considerarse candidata a trasplante
a menos que el paciente tenga una recaida o resistencia
al tratamiento moderno que puede incluir el acido holo-
transretinoico y el trioxido de arsénico.’!2

El tratamiento convencional de la leucemia mieloblas-
tica aguda (con excepcion de la leucemia promielocitica
0 M3) se basa en quimioterapia denominada 3+7, que in-
cluye inicialmente tres dosis de antraciclina (daunomicina
45-90 mg por dia por 3 dias) y siete dias de citarabina
100 a 200 mg/m?*dia intravenosos en infusion continua por
siete dias.'*!* Una vez obtenida la remision se utilizan dosis
altas de citarabina por 2-3 ciclos y termina el tratamiento. '
Aun en el mejor de los casos, es decir pacientes jovenes
con riesgo bajo, la cifra de 40-50% de supervivencia es lo
habitual.!® En el tercer mundo las cifras son mucho menos
alentadoras, en nuestro pais dificilmente logramos cifras
superiores al 20% a cinco afios del diagnostico.!”

TRASPLANTE VS QUIMIOTERAPIA

Una vez que el paciente se encuentra en su primera remi-
sion, el tratamiento de consolidacion debe ser elegido de
acuerdo con el grupo de riesgo del paciente. Los pacien-
tes de riesgo bajo o habitual [t(8;21), inv(16), t(16;16)]
deben recibir terapia con dosis altas de citarabina.'’ Estos
pacientes pueden tener una supervivencia de 60% cuando
se utilizan 2 a 4 ciclos de consolidacion con dosis altas de
citarabina. Los pacientes de riesgo bajo no obtienen bene-
ficio si reciben un trasplante autélogo o alogénico cuando
estan en su primera remision por lo que no estéd indicado
en estos pacientes. Los pacientes de riesgo intermedio y
alto idealmente deben ser candidatos a un trasplante de cé-
lulas hematopoyéticas ya que cuando se utiliza solamente
quimioterapia (dosis altas de Ara-C) como consolidacion,
la supervivencia es menor al 20%.'® El trasplante autologo
de células hematopoyéticas (auto-TCH) es una opciéon que
puede utilizarse principalmente en los pacientes que no
disponen de un donador HLA compatible o en pacientes
mayores de 70 afios con co-morbilidades que limitan la
realizacion de un trasplante alogénico. Vellenga y co-
laboradores demostraron en un estudio aleatorizado de
pacientes con leucemia mieloblastica aguda en primera
remision, que los pacientes que recibieron un auto-TCH
tienen menos recaidas que los que recibieron solamente
quimioterapia (58% vs 70%, p=0.02)." De acuerdo con
el CIBMTR (Center for International Blood and Marrow
Transplant Research) la supervivencia de pacientes con
leucemia mieloblastica aguda que reciben un auto-TCH en
etapa inicial de la enfermedad es de 45% a cinco afios. En
el Cuadro 1 se sefialan algunos de los estudios publicados.

TRASPLANTE ALOGENICO

El trasplante alogénico de células hematopoyéticas Alo-
TCH es la mejor alternativa en pacientes con leucemia
mieloblastica aguda de riesgo intermedio y alto ya que
puede curar aproximadamente al 50% de estos enfermos.
El efecto curativo de esta opcidn terapéutica se debe a
la accion de la quimioterapia utilizada en el esquema de
acondicionamiento, en combinacion con la enfermedad
injerto contra leucemia.’ De acuerdo con datos del CI-
BMTR actualmente la leucemia mieloblastica aguda es la
principal indicacion para alo-TCH, con lo que se consigue
una supervivencia en pacientes que se trasplantan en etapa
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inicial de la enfermedad de 55% a cinco afios contra 20%
de los que se trasplantan en etapas avanzadas. Puede ser
controversial realizar un alo-TCH en pacientes con bajo
riesgo de recaida, pero en los de alto riesgo en primera
remision, segunda remision o pacientes con enfermedad
resistente, el alo-TCH es la mejor opcion terapéutica.
Ademas, es conveniente tomar en cuenta que los pacientes
que se trasplantan en segunda remision o con actividad
leucémica tendran menos posibilidades de lograr remi-
sion con el trasplante.?! Una vez que se ha tomado la
decision de realizar un alo-TCH de donador relacionado
es necesario elegir el esquema de acondicionamiento
que se utilizara, tomando en cuenta las ventajas y des-
ventajas que ofrecen los esquemas mieloablativos y los
de intensidad reducida.

TRASPLANTE MIELOABLATIVO

Este tipo de trasplante se basa, en buena parte, en quimio-
terapia intensiva o radioterapia con quimioterapia, esta
indicado en pacientes jovenes menores de 50 afios y en
buen estado fisico. Es ideal para pacientes con resistencia a
la quimioterapia o en segunda remision. La quimioterapia
intensiva puede, en teoria, eliminar una gran parte de la
clona maligna y permitir que se establezca el efecto del
injerto contra el tumor. Es un trasplante con gran riesgo
que requiere obligatoriamente hospitalizacion y su costo
es mayor al trasplante de intensidad reducida.

Si el trasplante se efecttia cuando ain se encuentran
blastos en la médula 6sea (mas del 5%) o circulando,
las posibilidades de remisién prolongada o curacidon
se reducen notablemente. En un analisis del CIBMTR
realizado en 1673 pacientes sin remision al momento del
trasplante, se documento6 una supervivencia a cinco afnos
del 17%.® Esta cifra no es del todo mala si consideramos
que la quimioterapia u otra modalidad no prolongan sig-
nificativamente la supervivencia, dicho de otra manera,
una modalidad otorga 17% y la otra 0%. Es evidente que
el alo-TCH mieloablativo ha aumentado la supervivencia
de pacientes con leucemia mieloblastica aguda, pero su
utilidad esta reservada practicamente para ciertos grupos
de pacientes jovenes.?” La mayoria de los pacientes con
leucemia micloblastica aguda no pueden beneficiarse
con esta opcion terapéutica ya que la edad promedio al
momento del diagndstico es de 67 afos.?? Las principales
limitaciones de los esquemas mieloablativos son el costo,

la edad del paciente y la mortalidad relacionada con la
toxicidad del esquema de acondicionamiento.

En un pais con recursos limitados, la decision de
trasplantar a estos pacientes debe ser meditada cautelo-
samente. Se debe insistir siempre en efectuar el trasplante
en el momento de la remision completa.

TRASPLANTE DE INTENSIDAD REDUCIDA

Las ventajas de este tipo de trasplante son multiples: me-
nos toxicidad, se puede efectuar en forma ambulatoria,
no se requiere una unidad de trasplante de médula 6sea
convencional, se puede llevar a cabo en pacientes hasta
de 70 afios y es de menor costo. En un estudio mexicano
multicéntrico se demostrd que alrededor de 60% de los
pacientes con leucemia mieloblastica aguda obtienen
buenos resultados a mediano plazo.?

De la misma forma que ocurre en el trasplante mie-
loablativo, los pacientes que se trasplantan en segunda
remision con esquemas de intensidad reducida tienen peor
prondstico. En un estudio realizado en México comparan-
do el alo-TCH en pacientes con leucemia mieloblastica
aguda en primera remision vs segunda remision se en-
contrd que la frecuencia de recaida fue menos frecuente
en el grupo trasplantado en primera remision (35 vs 95%,
p< 0.05) con supervivencia de 50% y 15%, respectiva-
mente.?! (Cuadro 2)

Un estudio muy interesante, aunque retrospectivo, hace
una comparacion entre los pacientes con leucemia mie-
loblastica aguda de alto riesgo en primera remision, los
pacientes que tuvieron donador compatible trasplantados
con un esquema de intensidad reducida y el resto recibid
quimioterapia. El grupo de trasplante de intensidad redu-
cida presentd supervivencia libre de enfermedad de 54%
y el grupo de quimioterapia s6lo 30% (p <de 0.01).>* Esta
es también nuestra experiencia y siempre que existe un
donador disponible y compatible, preferimos el trasplante
a la quimioterapia, a menos que se trate de un paciente
con muy buen pronostico.

El trasplante de intensidad reducida es comparable al
convencional mieloablativo, sibien los pacientes recaen
con mayor frecuencia con el trasplante de intensidad
reducida, la mortalidad relacionada con el trasplante
es menor y por ello las posibilidades de supervivencia
son muy similares a largo plazo. En un estudio realizado
recientemente se compard la supervivencia de pacientes
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Cuadro 1. Supervivencia de pacientes con leucemia mieloblastica aguda y trasplante autélogo

Estudio Edad Acondicionamiento n Recaida MRT Supervivencia
(limites)

Vellenga, et al *° 49 Bu-Cy 258 58% 4% 44% en RC1

HOVON (16-60)

Thomas, et al 63 BAVC 35 57% 15% 39% en RC1

GIMEMA (60-69)

de Witte, et al ' 51 Cy-TBl or 65 60% 12% 37% en RC1
(16-67) BuCy

Martins, et al %2 24 Bu-Mel 42 48% 14% 52% en RC1
(2-56) Bu-V

MRT=mortalidad relacionada con el trasplante, RC1= trasplante en primera remisién completa, RC2= trasplante en segunda remision
completa, Flu=fludarabina, Cy=ciclofosfamida, Bu=busulfan, Mel=melfalan, C=citarabina, Id=idarrubicina, ATG=globulina antitimocito,

B=carmustine, A=amsacrina, V=etopodsido, TBI=total body irradiation.

Cuadro 2. Supervivencia de pacientes con leucemia mieloblastica aguda y trasplante alogénico con acondicionamiento de intensidad

reducida
Estudio Edad Acondicionamiento n Recaida MRT Supervivencia
Gutiérrez, et al 2! 31 Flu-Cy-Bu 31 54% 10% 50% en RC1
(3-49) 15% RC2
De Lima, et al % 58 Flu-Mel 11 40% 30% 40% en RC1
(22-75) Flu-AraC-Id
Blaise et al % 52 Flu-Bu-ATG 31 18% 9% 79% en RC1
(26-60)
Van Besien et al % 52 Flu-Mel-C 9 32% 11% 48% en RC1
17-71)
Grigg et al 2° 45 Flu-Cy 34 37% 15% 68% en RC1
(19-60)

MRT=mortalidad relacionada con el trasplante, RC1=trasplante en primera remisién completa, RC2= trasplante en segunda remision
completa, Flu=fludarabina, Cy=ciclofosfamida, Bu=busulfan, Mel=melfalan, AraC=citarabina, Id=idarrubicina, ATG=globulina antitimocito,

C=alemtuzumab.

con leucemia mieloblastica aguda que recibieron un alo-
TCH con esquema de acondicionamiento mieloablativo
vs un trasplante de intensidad reducida,? se incluyeron
45y 67 pacientes respectivamente, y no se encontro dife-
rencia significativa a dos afios, pero si se observd mayor
mortalidad por causa diferentes a la recaida leucémica
en el grupo de trasplante mieloablativo (22 vs 8%). Es
importante sefialar que en muchos de los estudios com-
parativos entre trasplante con esquema mieloablativo o
no mieloablativo, los pacientes que ingresan al grupo
de trasplante de intensidad reducida son los que tienen
mayor edad o peor estado general, por lo que no son
candidatos a recibir un trasplante mieloablativo. Quiza
si se incluyeran pacientes jovenes rutinariamente para

recibir u trasplante con acondicionamiento de intensidad
reducida, los resultados serian atin mejores.*

DONADOR NO RELACIONADO

Solo 25% de los pacientes que requieren un trasplante
alogénico tiene un donador HLA compatible. El uso
de donadores HLA idénticos diferentes a los hermanos
y de células del cordon umbilical permite que en los
paises desarrollados, virtualmente todos los pacientes
con indicacidon puedan potencialmente ser trasplantados.
Los resultados no son iguales, pero si son mejores que la
quimioterapia en pacientes de alto riesgo. Las unidades de
células de cordon umbilical pueden utilizarse con algunos
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antigenos HLA incompatibles entre unidad y receptor
aumentando la posibilidad de encontrar una unidad com-
patible; sin embargo, muchas de las unidades de células
de cordon no tienen el numero suficiente de células he-
matopoyéticas, por lo que no pueden utilizarse en primera
instancia. El trasplante haploidéntico promete ser una
opcidn que podria llegar a sustituir a otras alternativas.
Inicialmente el trasplante haploidéntico se utilizo en
forma aislada debido a la alta incidencia de enfermedad
injerto contra huésped en trasplantes no manipulados; sin
embargo, actualmente con la posibilidad de realizar una
seleccion de células hematopoyéticas CD34+ para ser
trasplantadas, este tipo de trasplante se ha incrementado
cuando no hay un donador HLA compatible. Existen
otros métodos para evitar el rechazo y la enfermedad de
injerto contra huésped, entre ellos alemtuzumab in vivo o
in vitro y las dosis altas de ciclofosfamida postrasplante.*
El trasplante haploidéntico se encuentra en una etapa de
muy rapido desarrollo y es ya una opcion interesante en
nuestro medio. En un estudio publicado Aversa y cola-
boradores demostraron una supervivencia de 48% a 22
meses en 42 pacientes que recibieron un trasplante haploi-
déntico por leucemia mieloblastica aguda en primera o
segunda remision y con incidencia de enfermedad injerto
contra huésped aguda de 8%.% El costo de este tipo de
trasplante continua siendo elevado para paises en desa-
rrollo lo que limita su aplicacion rutinaria; sin embargo,
es posible adaptarlo a las circunstancias mexicanas y de
paises en desarrollo.

CONCLUSIONES

Es necesario definir el grupo de riesgo al que pertene-
ce cada paciente con leucemia mieloblastica aguda de
acuerdo no solo con la edad del paciente o variedad his-
tologica de la leucemia, sino también empleando estudios
de citogenética y marcadores moleculares con el fin de
ofrecerle la mejor opcion terapéutica. Es indudable que
el trasplante de células hematopoyéticas continta siendo
un recurso curativo para los pacientes con leucemia mie-
loblastica aguda de riesgo intermedio o alto y pacientes
de riesgo bajo en recaida. Los pacientes de riesgo alto
e intermedio son candidatos a trasplante lo mas pronto
posible luego de la primera remision. La eleccion del tipo
de trasplante siempre debera individualizarse tomando en
cuenta las condiciones clinicas del paciente, su riesgo,

la disponibilidad de un donador compatible y las posi-
bilidades economicas.
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Caso clinico

Trasplante de médula 6sea exitoso en una paciente testigo de Jehova

Maria José Benzo-Hernandez, Nancy Alam, Sécrates Sosa, Gladys Paulino

RESUMEN

La aplicacién de altas dosis de quimioterapia seguida de trasplante autélogo de células madre, se ha convertido en un recurso terapéutico
imprescindible en la practica de la medicina moderna. Es el tratamiento estandar del mieloma multiple y de linfomas en recaida o de alto
riesgo. Para evitar las complicaciones hemorragicas y tratar la anemia, los pacientes que reciben este tipo de procedimiento requieren ser
transfundidos con paquetes globulares y plaquetas. Los Testigos de Jehova se niegan a la transfusion de sangre y de hemoderivados por
convicciones religiosas, lo que hace que el tratamiento de pacientes con hemopatias malignas sea un verdadero reto. Este articulo describe
el protocolo utilizado en un trasplante autélogo de médula 6sea en una paciente con enfermedad de Hodgkin en recaida, testigo de Jehova.
Palabras clave: trasplante de médula ésea, testigo de Jehova.

ABSTRACT

High-dose chemotherapy followed by hematopoietic stem cell transplantation is currently an essential therapeutic resource in the practice
of modern medicine; it is the standard treatment of patients with multiple myeloma and high-risk or relapsed lymphomas. In order to avoid
hemorrhagic complications and treat anemia, patients who undergo this kind of treatment, require transfusion of blood products with packed
red blood cells and / or platelets. Jehovah’s witnesses refuse blood and blood derivates transfusions because of religious beliefs turning
the treatment of hematologic patients in a real challenge. This paper describes the protocol used in an autologous bone marrow transplant

in a Jehovah witness patient with a relapsed Hodgkin's disease.
Key words: Bone marrow transplant, Jehova’s Witness

as dosis altas de quimioterapia seguidas de tras-

plante de células hematopoyéticas autologas, se

han convertido en el tratamiento de eleccion de
muchas enfermedades hematologicas y oncoldgicas.
Se ha comprobado que prolonga la vida en pacientes
con mieloma multiple 2 y provee la mejor opcion de
supervivencia libre de enfermedad para pacientes con
linfomas cuando lo comparamos con la quimioterapia
estandar.’** Las complicaciones relacionadas con el
procedimiento incluyen infecciones, anemias y hemo-
rragias, por lo que se requiere un soporte transfusional

Unidad de Onco-hematologia, Hospital General de la Plaza de la
Salud. Santo, Domingo, Republica Dominicana.

Este articulo debe citarse como: Benzo-Hernandez MJ, Alam N,
Sosa S, Paulino G. Trasplante de médula dsea exitoso en una
paciente testigo de Jehova. Rev Hematol Mex 2012;13(2):80-82.

www.nietoeditores.com.mx

adecuado. En nuestra casuistica de trasplante de médula
osea hemos utilizado, en promedio, cuatro unidades de
paquetes globulares y cinco unidades de plaquetas por
aféresis por paciente.

Este articulo describe la experiencia de una paciente
con enfermedad de Hodgkin en recaida, que se sometio
a un trasplante de médula dsea autdlogo, atun siendo
Testigo de Jehova.

Caso clinico
Paciente femenina de 20 anos de edad, con historia de
alteracion del estado general, fiebre y pérdida de peso.
En marzo de 2010 se comprobd una masa inguinal
izquierda, que en la biopsia se consider6d linfoma de
Hodgkin clasico (CD 15+, CD 20+ y CD 30+). Las
tomografias mostraron adenopatias cervicales y me-
diastinales; ademas, la biopsia de médula 6sea mostro
infiltracion por el tumor. Se trat6 de un linfoma de
Hodgkin estadio clinico IVB.

Recibid seis ciclos de quimioterapia con base en el
esquema de ABVD, fuera de nuestra Institucion. En
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diciembre de 2010, por recaida de su enfermedad, fue
referida a nuestro centro. A su llegada se comprobd
que tenia alteracion del estado general, fatiga, sudores
nocturos y fiebre vespertina. Las pruebas de laboratorio
mostraron: Hb 10g/dL, eritrosedimentacion en 55 mm/h.
Las tomografias reportaron derrame pleural, adenopatias
parahiliares (4 cm la de mayor didmetro), esplenome-
galia y multiples adenopatias en todo el retroperitoneo
(2.8 cm, la de menor diametro y 5.2 cm, la mayor); en la
pelvis se observd una masa inguinal izquierda de 7.6 x
6.5 cm. La biopsia de médula dsea se reportd normal. Se
planificé tratamiento con quimioterapia con el esquema de
BEACOP (bleomicina 10 mg/m? dia 8, etoposido 200 mg/
m? dia 1-3, doxorrubicina 35 mg/m? dia 1, ciclofosfamida
1250 mg/m? dia 1, vincristina 1.4 mg/m? max 2 mg dia 8,
procarbazina 100 mg/m? dia 1-7, prednisona 40 mg/m? dia
1-14) seguido de trasplante autélogo de médula 6sea. Se
aplicaron tres ciclos de tratamiento entre enero, y marzo
de 2011. El tratamiento fue bien tolerado desde el punto
de vista clinico y hematoldgico y la respuesta fue buena.
Los controles tomograficos reportaron la desaparicion del
derrame pleural y de las adenopatias mediastinales, s6lo se
mantuvo: esplenomegalia, una adenopatia retroperitoneal
de 4 cm de diametro y una masa inguinal izquierda. Esa
masa era una capsula quistica con agregados linfocitarios,
sin evidencia de malignidad. Al término del tercer ciclo se
conversa con la paciente y familiares acerca del trasplante
y aceptaron los riesgos que implica el procedimiento sin el
uso de hemoderivados posterior a la infusion de la médula
o6sea. En julio de 2011 se ingreso la paciente para recibir
trasplante autdlogo de médula osea. El dia -4 la paciente
fue llevada al quir6fano, donde bajo anestesia general se
le realizaron multiples aspiraciones de médula 6sea de
los huesos iliacos hasta obtener 10 mL por kg de peso
corporal. Se colectaron 1.7 por 106 células CD34(+). Del
dia -3 al dia -1 la paciente recibié quimioterapia a altas
dosis. El régimen de acondicionamiento utilizado fue el
ICE (carboplatino 1.5 g/m?, etoposido 2.1 g/m?, ifosfamida
10 g/m?). El dia 0 se reinfundi6 la médula ésea por catéter
venoso central. Antes de ser ingresada, la paciente recibio
tratamiento hormonal para el cese de la menstruacion y
durante su ingreso se utiliz6 proteccion gastrica y profilaxis
antibacteriana y antimicotica. Comenzo tratamiento con
hierro IV, vitamina C y eritropoyetina desde que finalizo
la quimioterapia de acondicionamiento. El dia +1 del

trasplante se comenzd el uso de GSF-GM; y el dia +5, de
factor estimulante de plaquetas.

La paciente hizo una aplasia medular severa; las con-
centraciones mas bajas fueron: GB 0.34k/ul, el dia +5, Hb
8g/dL el diat 6 y plaquetas 8,000k/ul el dia +9. Como
complicaciones tuvo fiebre asociada con un hemocultivo
positivo a Staphylococcus aureus que fue tratada con
ceftriaxona y amikacina, con lo que se yugulo el proceso
infeccioso. Ademas, presentd hematuria asociada con la
trombocitopenia y mucositis grado 1. La paciente perma-
necid en aislamiento invertido en el area destinada para
trasplante de médula 6sea desde el dia -1 hasta el dia +17,
cuando se trasladé a una habitacién comun. Se dio de
alta el dia +19 postrasplante en excelente estado general
con el siguiente hemograma: GB 2,700/ul, Hb 8.7 g/dL,
plaquetas 49,000/ul. En febrero de 2012 la paciente tuvo
un Karnofsky de 100%, en remision clinica, bioldgica y
radiografica y sus tomografias estan normales.

DISCUSION

La mayoria de los centros no realiza trasplantes de mé-
dula 6sea a pacientes Testigo de Jehova, que se niegan
a la transfusion, por los riesgos vitales que implica,
especialmente en el sangrado gastrointestinal, intracra-
neal y pulmonar que pueden afectar la vida del paciente.
En el mundo actual hay alrededor de 6.5 millones de
personas con esta creencia religiosa, mas de un milléon
se encuentran en Estados Unidos; en nuestro pais hay
35,000 personas, los primeros se establecieron a partir
de 1870. >¢7 Este informe describe la experiencia de una
paciente con enfermedad de Hodgkin en recaida, que re-
cibio trasplante de médula 6sea autdlogo, siendo Testigo
de Jehova. En México, Ruiz-Argiielles y colaboradores
demostraron que es posible llevar a cabo trasplantes
de células hematopoyéticas autdlogas y alogénicas sin
transfusion de productos sanguineos.® Los métodos
modernos para realizar los trasplantes de células hema-
topoyéticas permiten trasplantar a pacientes que antailo
no eran aptos para estos tratamiento, por sus condiciones
generales o por sus creencias religiosas.’
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