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anemia
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a Agrupacion Mexicana para el Estudio de la

Hematologia (AMEH) inicia una nueva seccion

académica dedicada a reconocer y difundir el
trabajo de investigacion realizado en nuestro pais por
hematologos mexicanos. En cada edicion de la Revista
de Hematologia se incluira un “trabajo clasico” que sera
revisado por un miembro de la AMEH, con experiencia
en el tema del articulo.

Asi, pues, esta seccion se inicia con un estudio repor-
tado hace poco més de 40 afios por el Dr. Luis Sanchez
Medal y su grupo de colaboradores. Este estudio, que se
ha convertido en un clasico a nivel mundial, constituyo
una de las piedras angulares para establecer el empleo
de los esteroides anabodlicos como parte fundamental del
tratamiento de pacientes con anemia aplésica. La revision
del articulo ha sido realizada por el Dr. Xavier Lépez
Karpovitch, médico-investigador del Departamento de
Hematologia del Instituto Nacional de Ciencias Médicas
y Nutricion Salvador Zubiran y miembro de la Academia
Nacional de Medicina y del Sistema Nacional de Inves-
tigadores.

TRABAJO CLASICO

Sanchez-Medal L, Gomez-Leal A, Duarte L, Rico G.
Anabolic androgenic steroids in the treatment of acquired
aplastic anemia. Blood 1969;34:283-300.

Resumen del trabajo

Antecedentes: la testosterona ha mejorado el pronoéstico
de nifios con anemia aplastica o aplasica congénita y ad-
quirida, pero al parecer esta hormona es menos efectiva
en el tratamiento de adultos con anemia aplasica.

www.nietoeditores.com.mx

Objetivo: evaluar la respuesta hematologica en pacien-
tes con anemia aplasica adquirida tratados con diferentes
compuestos androgénicos.

Material y método: se analizd, retrospectivamente, la
respuesta hematologica en 14 nifios y 55 adultos con anemia
aplasica adquirida. La edad oscilé entre 5 y 87 afios, 38
eran del sexo femenino. La mayoria de los casos mostrd
neutropenia y todos tenian anemia normocitica y trombo-
citopenia. La abundancia celular o celularidad en médula
oOsea se encontré aumentada en 4 pacientes, normal en 15
y disminuida en 50 enfermos (72.5%) y los megacariocitos
estaban disminuidos en todos los casos. En ningtin paciente
se encontraron crecimientos ganglionares y esplenomega-
lia, asi como datos clinicos o de laboratorio de infeccion,
neoplasias malignas y estados deficitarios. El 26% de los
casos se clasificaron como idiopaticos. En 21, 11, 11, 10
y 4 enfermos la causa de la anemia aplasica se asocid con
insecticidas, fenilbutazona, cloramfenicol, benceno y otros
agentes, respectivamente. El tiempo transcurrido entre el
diagnostico y el inicio del tratamiento fue menor de dos
meses en 25 casos, entre 2.1 y 6 meses en 21, entre 6.1 y 12
meses en 12y entrel3 a46 meses en 11 pacientes. La terapia
previa consistié en: prednisona en 30 pacientes, esplenec-
tomia en 7, testosterona en 2 y 4cido f6lico y vitaminas B,
y B, en 30 enfermos. En ninguno de los casos se observo
respuesta a estos tratamientos. Cincuenta y nueve (85.5%)
casos recibieron oximetolona, 17 pacientes metenolona, 5
metolona o dromostanolona y 2 enfermos recibieron metan-
drostenolona. Todos los farmacos se administraron por via
oral en dosis que oscilaron entre 0.25 a 3 mg/kg de peso/dia.
Veinte pacientes recibieron menos de 1 mg, 30 entre 1 a 2
mg y 19 enfermos recibieron entre 2.1 y 3 mg/kg de peso/
dia. En dos casos la dosis se increment6 a 5 mg/Kg de peso/
dia por falta de respuesta. Cuarenta (58%) casos recibieron
prednisona (15 a 60 mg/dia) u otro glucocorticoide de ma-
nera simultanea, por periodos variables, con los androgenos.
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La remision se definié como un incremento sostenido en la
hemoglobina (Hb) por mas de 12 g/dL en mujeres y mas de
13 g/dL en hombres. El analisis estadistico se efectud con
la prueba de Student.

Resultados: la remision ocurrié en 33 pacientes
(47.9%). En 6 de 14 casos con falla terapéutica la dosis
de oximetolona fue menor de 1mg/kg de peso/dia. Los
signos iniciales de mejoria (aumento de reticulocitos y
Hb entre 7 y 9 g/dL) sucedieron entre los 15 dias y 6
meses (mediana dos meses) de tratamiento. La mejoria
en neutrofilos (40% de los pacientes) y plaquetas (33%
de los enfermos) fue menos marcada y mas lenta y, con
frecuencia, se presentd cuando remiti6 la anemia. Igual-
mente, las manifestaciones de hemorragia disminuyeron
o desaparecieron una vez alcanzada la respuesta eritroide.
La abundancia celular aument6 en remision en todos los
casos en quienes la médula 6sea era hipocelular antes
de tratamiento. En 25% de los pacientes con remision
la abundancia celular y los megacariocitos alcanzaron
la normalidad. Tras el cese electivo del androgeno, la
remision fue permanente (1 a 5 afos) en 22 pacientes, 8
recayeron, 2 casos que alcanzaron remision se perdieron
durante el seguimiento y un paciente que se re-expuso al
agente mielosupresor fallecié por insuficiencia medular.
Todos los enfermos en recaida recibieron tratamiento, 7
alcanzaron nuevamente remision y uno se perdié durante
el seguimiento. Cuatro de los 7 casos continuaban en re-
mision a los 6, 15, 16 y 40 meses después de suspendido
el tratamiento y 3 se catalogaron como dependientes a
androgenos. Los factores prondsticos con significacion
estadistica asociados con respuesta y muerte fueron la
cuenta de reticulocitos mayor de 1% y neutréfilos totales
menores de 0.25x10%/L, respectivamente. Ni la edad, el
género, la abundancia celular en la médula 6sea, etiologia
de la anemia aplésica y cuenta plaquetaria fueron factores
prondsticos estadisticamente significativos. No se obser-
varon diferencias en la respuesta hematologica y el tipo
de andrégeno administrado. La virilizacion y la hepato-
toxicidad fueron las reacciones adversas asociadas con
la terapia con andrégenos. Todos los nifios, excepto dos
mujeres, tuvieron ronquera. Los hombres no padecieron
este sintoma. El hirsutismo coexistié en todos los nifios
y en dos tercios de las mujeres. En todos los casos hubo
amenorrea, independiente de la dosis empleada. El acné
aparecio so6lo en los pacientes que recibieron glucocorti-
coides y androgenos simultdneamente. Estas reacciones

adversas desaparecieron con la suspension del tratamiento
en todos los casos. Nueve enfermos presentaron ictericia
con la ingestion de androgenos metilados en la posicion 17
(oximetolona y metandrostenolona). En cuatro pacientes
la ictericia desaparecio al suspender el tratamiento y cinco
fallecieron. La necropsia realizada en cuatro casos deter-
mino que la hepatopatia no asocio con los androgenos. En
ningun nifo se evidenciaron datos clinicos o radiologicos
de retraso en el crecimiento.

Conclusion: los resultados sugieren que algunos
esteroides androgénicos pueden ser mas utiles que la tes-
tosterona en el tratamiento de la anemia aplasica

Comentario del revisor

Algunos trabajos previos habian demostrado que los nifios
con anemia aplasica, adquirida o congénita, tratados con
testosterona alcanzaban mayores tasas de respuesta en
hemoglobina que los adultos. Esto, aunado a la informa-
cion obtenida de informes de casos o de series con pocos
enfermos, lo que mostré que otros androgenos distintos
a la testosterona eran también utiles en el tratamiento
de la anemia aplasica, llevaron a Sanchez-Medal y co-
laboradores a probar el efecto eritropoyético de cuatro
diferentes compuestos androgénicos en una serie mayor
de casos que incluy6 nifios y adultos de uno y otro sexo
con anemia aplasica. Este trabajo, ademas de comprobar
la utilidad de la terapia androgénica en la anemia aplasica
en poblacion infantil y en adultos, demostré que la oxi-
metolona, metenolona, metolona o dromostanolona y la
metandrostenolona tienen el mismo efecto eritropoyético.
Otros datos relevantes surgidos de este trabajo fueron:
que la administracion de androgenos en anemia aplasica
también incrementa la cuenta de neutrdfilos y plaquetas en
algunos pacientes, que los factores prondsticos asociados
con respuesta al tratamiento y muerte son la cuenta de
reticulocitos y de neutréfilos totales, respectivamente, y
la descripcion sistematica de las reacciones adversas de
estos farmacos.

Trece afos transcurrieron entre la publicacion de
Sanchez-Medal y aquella en la que aparecen los cri-
terios para identificar a la anemia aplasica grave. Es
muy probable que 27.5% de los pacientes incluidos en
el trabajo de Sanchez-Medal no correspondian a anemia
aplasica ya que la abundancia celular en la médula 6sea
se encontr6é aumentada en cuatro enfermos y normal en
15 casos. Es pertinente comentar que cuando se publi-
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co el trabajo de Sanchez-Medal aun no se precisaban
los criterios para diferenciar entre anemia aplasica y
anemia resistente.

En la actualidad se conoce que los androgenos incre-
mentan la sintesis y secrecion de eritropoyetina. /n vitro, la
adicion de testosterona incrementa el numero de unidades
formadoras de colonias eritroides ya que los androgenos
convierten a los progenitores hemopoyéticos de insensibles
a eritropoyetina a respondedores a eritropoyetina. En fecha
reciente se demostrd que los progenitores megacariociticos
también poseen receptores para androgenos. Ademas, los
androgenos estimulan la incorporacion de hierro a los

eritrocitos ¢ incrementan la captura de glucosa por los
eritrocitos que conlleva a glucolisis que resulta en la for-
macion de puentes de fosfato de alta energia que llevan a
la transcripcion de ADN y sintesis de ARN mensajero en
los progenitores eritroides.

Es seguro que el trabajo de Sanchez-Medal y colabora-
dores contintie citandose. Como ejemplo baste mencionar
que recientemente se ha propuesto que los androgenos
podrian ser tutiles en pacientes con anormalidades en la
telomerasa, enzima de transcripcion reversa capaz de
actuar en contra del acortamiento de los telomeros y asi
mantener la estabilidad genética.
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Voces de médicos y pacientes

Impresiones de una paciente con leucemia aguda mieloblastica

Christianne Lehmann-Tron

ola, me llamo Christy, tengo 15 afios y una her-

mana de 13 que se llama Anik. Mi papa se llama

Yuder y le gustan mucho los deportes, como a
mi. Christianne es mi mama, que da clases de catecismo
en una iglesia por mi casa.

Entreno atletismo de alto rendimiento todos los dias. En
diciembre del 2008 estaba en mis entrenamientos pero me
cansaba mucho, no llegaba a mis récords acostumbrados,
me sentia muy débil todo el dia y llegué hasta cansarme
por subir las escaleras de mi casa. A mis papas se les hizo
muy raro ya que soy una persona muy activa. Me man-
daron a hacer unos estudios de sangre y a los pocos dias
nos entregaron los resultados que, en realidad, no eran
tan buenos: me detectaron leucemia aguda mielobléstica.
Fueron dias super dificiles para todas las personas que me
quieren, a partir de ese dia muchas cosas cambiaron.

Ese sabado me avisaron que no regresaria a la escuela ni
a entrenar, que fue lo que mas trabajo me costd. Lo bueno
es que me dijeron que seria s6lo por un tiempo.

El doctor que me dio la noticia tuvo muy poco tacto al
decirmelo, ya que en todas sus expresiones se escuchaba
muy pesimista, ademas de que el diagnostico no fue el
correcto.

Unos amigos nos dijeron que pidiéramos otra opinion y
nos recomendaron al Dr. Asclepius GALENO, que esta en
Kos. En realidad, el doctor me cay6é muy bien y nos dio el
diagnostico correcto. Decidieron mis papas que mi mama
y yo nos fuéramos a Kos para atenderme con él.

* Metepec, Estado de México

Recibido: Mayo 2010, aceptado: Mayo 2010

Este articulo debe citarse como: Lehmann-Tron Ch. Impresiones
de una paciente con leucemia aguda mieloblastica. Rev Hematol
Mex 2010;11(3):164-165.

www.nietoeditores.com.mx

El irnos a Kos era un gasto muy fuerte para mis papas,
pero desde ese momento muchas personas buenas dispues-
tas ayudar se atravesaron en nuestro camino. Ahora estoy
muy agradecida con todos aquellos que pensaron, rezaron
o hicieron algo por mi.

Después de tres meses de tratamientos y quimio-
terapias el doctor nos dio la buena noticia de que era
una buena candidata para un transplante de células
madre. Anik, mi hermana, fue 100% compatible con-
migo, cosa que no es lo mas comln en estos casos,
pero tuve mucha suerte y ella estuvo de acuerdo en
ser mi donadora.

El transplante se llevo a cabo los dias 9 y 10 de marzo
de 2009. A mi hermana le tuvieron que poner diez o doce
inyecciones para que las células madre alojadas en la mé-
dula salieran al torrente sanguineo y, después, mediante un
método muy sencillo le sacaron las células de las venas.
Las cuentan y en las tarde me las pusieron. Ese proceso
se repitio al dia siguiente y mi hermana pudo regresar a
la escuela al dia siguiente y seguir su vida perfectamente
normal. Yo nunca me senti mal en los dias siguientes. Mi
mama tuvo muchos cuidados conmigo y el dia 26 de marzo
el Dr. GALENO me dio permiso de regresar a Toluca y
poder realizar todas mis actividades de manera normal;
incluso, volvi a practicar el atletismo y este afo he tenido
muchas competencias y no me he vuelto a sentir mal. De
hecho, estoy entrenando mas fuerte que nunca. En mi
escuela se portaron muy bien y me dieron oportunidad de
hacer las tareas y presentar examenes mientras estaba en
Kos. No perdi mi afio escolar. Con esta experiencia me di
cuenta que no importa qué tan malo sea el diagndstico: si
tienes un buen doctor, buena actitud, buena disposicion
para tomar tus alimentos, muchos cuidados y la ayuda
de Dios, estoy segura que todos podemos salir de casos
dificiles.

Por ultimo, quiero agradecer a todas las personas que
me apoyaron en este proceso:
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A mis amigos, que en todo momento se preocuparon
por mi.

Atodo el equipo del Dr. GALENO, que siempre me
trataron muy bien y me dieron mucho animo pero,
sobre todo, me brindaron su carifio.

A mi familia, que desde un principio se solidarizaron
con nosotros y formamos una gran familia.

A Dios, porque estoy segura que siempre estuvo
conmigo y ¢l hizo que todo lo que me hacian tuviera
éxito.

A mi hermana, que aunque no le gustan nada las
inyecciones, fue muy valiente al donar sus células
madre.

A mi mama, que estuvo a mi lado todos estos meses
24 horas al dia, muchas veces pasando frio, hambre,
sin bafarse, etc. Sin embargo, estoy segura que ella
saco fuerzas de su enorme fe.

* Y de manera muy especial a todas las personas que
sin ser nuestros amigos nos brindaron su apoyo, ca-
riflo y oraciones, ya que es muy facil que te ayuden
tus amigos o tu familia pero cuando un desconocido
te da una mano, creo que eso tiene un valor muy
especial.

* Y por supuesto al Dr. GALENO que no so6lo hace su
trabajo, sino que lo hace bien y de muy buenas ya que
siempre tiene una sonrisa para todos sus pacientes.

Me gustaria que mas personas con leucemia tuvieran
acceso a esta manera de tratarla, ya que ultimamente me
he enterado que siguen usando métodos anticuados y de
muy pocas probabilidades de éxito. Ojala nuestro gobierno
tomara en cuenta a las personas que saben y les hicieran
caso, para que mas nifios pudiéramos vencer a esta terrible
enfermedad.
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Los manuscritos deben elaborarse siguiendo las recomendaciones del
Comité Internacional de Editores de Revistas Médicas (N Engl J Med
1997;336:309-15) y se ajustan a las siguientes normas:

1.

10.
1.

El texto debera entregarse impreso, por cuadruplicado, en hojas ta-
mafio carta (21 x 27 cm), a doble espacio, acompafiado del disquete
con la captura correspondiente e indicando en la etiqueta el titulo del
articulo, el nombre del autor principal y el programa de cémputo con
el numero de version. (Ejemplo: Estrégenos en el climaterio. Guillermo
Martinez. Word 6.0).
Las secciones se ordenan de la siguiente manera: pagina del titulo,
resumen estructurado, abstract, introduccién, material y método, re-
sultados, discusion, referencias, cuadros, pies de figuras.
La extensién maxima de los originales sera de 15 hojas, de los casos
clinicos 8 hojas y cuatro figuras o cuadros. Las revisiones no excede-
ran de 15 hojas.
En la primera pagina figurara el titulo completo del trabajo, sin superar
los 85 caracteres, los nombres de los autores, servicios o departamen-
tos e institucion (es) a que pertenece (n) y la direccién del primer autor.
Si todos los autores pertenecen a servicios diferentes pero a una misma
institucion el nombre de ésta se pondra una sola vez y al final. La identi-
ficacion de los autores debera hacerse con uno hasta cuatro asteriscos
(%)%, ¥, ****); si son mas autores utilice nimeros en superindice.
Para fines de identificacion cada hoja del manuscrito debera llevar, en
el angulo superior izquierdo, la inicial del nombre y el apellido paterno
del primer autor y en el angulo derecho el nimero progresivo de ho-
jas.
Todo material grafico debera enviarse en diapositivas, en color o blan-
co y negro, nitidas y bien definidas. En el marco de cada diapositiva se
anotara, con tinta, la palabra clave que identifique el trabajo, el nUmero
de la ilustracion, apellido del primer autor y con una flecha se indicara
cudl es la parte superior de la figura. Si la diapositiva incluyera material
previamente publicado, debera acompafarse de la autorizacién escri-
ta del titular de los derechos de autor.

Las graficas, dibujos y otras ilustraciones deben dibujarse profe-

sionalmente o elaborarse con un programa de cémputo y adjuntarlas

al mismo disquete del texto sefialando en la etiqueta el programa utili-
zado.

Los cuadros (y no tablas) deberan numerarse con caracteres arabigos.

Cada uno debera tener un titulo breve; al pie del mismo se incluiran

las notas explicativas que aclaren las abreviaturas poco conocidas. No

se usaran lineas horizontales o verticales internas. Todos los cuadros
deberan citarse en el texto.

Tipo de articulos: la revista publica articulos originales en el area de

investigacion clinica o de laboratorio, editoriales, articulos de revision,

biotecnologia, comunicacién de casos y cartas al editor. Se reciben
articulos en los idiomas espafiol e inglés.

Resumen. La segunda hoja incluira el resumen, de no mas de 250 palabras

y debera estar estructurado en antecedentes, material y método, resulta-

dos y conclusiones. Con esta estructura se deberan enunciar claramente

los propésitos, procedimientos basicos, metodologia, principales hallazgos

(datos concretos y su relevancia estadistica), asi como las conclusiones

mas relevantes. Al final del resumen proporcionara de 3 a 10 palabras o

frases clave. Enseguida se incluird un resumen (abstract) en inglés.

Abstract. Es una traduccion correcta del resumen al inglés.

Texto. Debera contener introduccion, material y métodos, resultados y

discusion, si se tratara de un articulo experimental o de observacion.

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

sién y editoriales no utilizaran este formato.

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

b) Material y método. Describa claramente la forma de selecciéon
de los sujetos observados o que participaron en los experimen-
tos (pacientes o animales de laboratorio, incluidos los testigos).
Identifique los métodos, aparatos (nombre y direccion del fabri-
cante entre paréntesis) y procedimientos con detalles suficientes
para que otros investigadores puedan reproducir los resultados.
Explique brevemente los métodos ya publicados pero que no son
bien conocidos, describa los métodos nuevos o sustancialmente
modificados, manifestando las razones por las cuales se usaron
y evaluando sus limitaciones. Identifique exactamente todos los
medicamentos y productos quimicos utilizados, con nombres ge-
néricos, dosis y vias de administracion.

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

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

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

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

vista:

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

la diabetes mellitus de origen pancreatico. Rev Gastroenterol Mex

1992;57:226-9.

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

Hernandez RF. Manual de anatomia. 22 ed. México: Méndez Cervan-

tes, 1991;pp:120-9.

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

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

afio y paginas.

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

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

¢Malinchismo o dicotomia en Medicina? Algunas reflexiones

Guillermo J Ruiz-Argielles*

a Malinche, Malinalli Tenépatl 6 Dofia Marina

(1502 - 1529), fue hija de sefiores y caciques de

Painala; su padre era Chimalpain, quien caso, se-
gun la costumbre, con una "seriora de vasallos y Estados",
también de noble origen, llamada Cimatl. La Malinche fue
cedida como esclava a los caciques mayas de Tabasco y
como tal, posterioremente fue regalada a Hernan CORTES
el 15 de marzo de 1519, después de que CORTES derro-
tara a los tabasquefios en la batalla de Centla. CORTES
descubre que La Malinche habla nahuatl y la utiliza como
intérprete nahuatl-maya. Mas alla de su servicio como
intérprete, La Malinche asesoro a los espafioles sobre las
costumbres sociales y militares de los nativos, y posible-
mente realizd también tareas de lo que hoy llamariamos
"inteligencia" y "diplomacia", jugando un papel importante
durante la primera parte de la conquista. Con la palabra
"malinchismo" se adjetivan las acciones en perjuicio de
la propia cultura y de la propia patria, o la preferencia por
lo extranjero por el solo hecho de serlo.

Editor, Revista de Hematologia. Presidente electo, Internatio-
nal Society of Hematology. Ex-Presidente, AMEH (1994-1995).
Director General, Centro de Hematologia y Medicina Interna
de Puebla.

Correspondencia: Dr. Guillermo J Ruiz Arguelles. 8B Sur 3710.
72530 Puebla, Pue, México. gruiz1@clinicaruiz.com

www.nietoeditores.com.mx

"No deja de ser incomodo hablar de ciertos
problemas del ejercicio actual de la medicina,
pues no esta de moda hablar de moral sin
correr el riesgo de ser tachado de moralista,
de falso virtuoso o, cuando menos, de utopista"

Jean GOSSET (1907-1977)

En medicina se define a la dicotomia como “la particion
oculta de los honorarios entre dos o mas médicos o entre
médicos y miembros de otras profesiones sanitarias, con el
objeto de obtener ganancias econémicas”. La dicotomia es
una deformacion, una patologia del convenio entre el mé-
dico y su paciente; este convenio, materializado en el acto
médico, se fundamenta en la relacion médico-paciente,
que por ser una relacion de interdependencia entre dos
personas humanas, exige el respeto a la dignidad de am-
bos. El fundamento de la condena a la dicotomia estd en
el caracter mercantilista del reparto de los honorarios, es
decir se reprueba por ser una comision sobre la persona,
que se da y se recibe por traficar con acciones médicas. La
dicotomia es una vergiienza de la practica de la medicina
que se ha extendido en México en diversas modalidades,
desde pagos directos a los médicos por gabinetes o labora-
torios clinicos, hasta tarifas diferenciadas en los alquileres
de consultorios u oficinas. La dicotomia trastorna profun-
damente la practica médica ya que el médico no coloca
en primer lugar los intereses del paciente, sino su propia
ventaja econdmica. El médico pierde asi su independencia
y rectitud de juicio.

“Doctor: las aspirinas gringas me quitan mejor el
dolor de cabeza que las mexicanas, por eso cada vez
que voy a Mc Allen traigo varios frascos”. Esto parece
malinchismo.

“Vamos a enviar al laboratorio DIAMOND, en Estados
Unidos, las muestras de este paciente con leucemia que
queremos clasificar, sabiendo que esto se puede hacer en
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el pais, y con costos menores.....viste mas entregarle a un
paciente los resultados de sus estudios escritos en inglés
que en castellano”... {Malinchismo o dicotomia?

“Para poder hacer este estudio “de investigacion” patro-
cinado por la industria AXIS, necesitamos que las muestras
de médula 6sea y de sangre periférica de los pacientes
incluidos se envien al laboratorio ARMSTRONG de los
Estados Unidos™....... (Malinchismo o dicotomia?

Los tramites para enviar a los Estados Unidos muestras
de sangre, células de cordon umbilical y otros productos
bioldgicos son sencillos, facilitan y propician el envio
de estas muestras; su contraparte, el ingreso de células,
productos bioldgicos o muestras de sangre al pais es prac-
ticamente imposible por las legislaciones e instituciones
que protegen a los mexicanos de “riesgos sanitarios”...
(Malinchismo o dicotomia?

Es lamentable que varias personas e instituciones
médicas en el pais se involucren, tanto en la dicotomia
como en el malinchismo y que antepongan sus intereses
econdémicos a los de los pacientes. Asi como existen
en nuestro pais instituciones cuyo objetivo es proteger

a los habitantes de “riesgos sanitarios”, también de-
biera haber instituciones para protegerlos de “riesgos
econdmicos” derivados de la practica deshonesta de la
medicina.

Y termino citando a Ignacio CHAVEZ: “Todos los
codigos de moral médica reprueban la reparticion oculta
de honorarios, hecha a expensas de los intereses del enfer-
mo. Donde el negocio empieza, el decoro de la profesion
acaba”.
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Articulo original

Neoplasias de células NK: informe de catorce casos estudiados en una
sola institucién

Dunia Valdivia-Ferrufino,* Maria Amparo Assis,* Beatriz Pérez-Romano,* Jaime Fragoso-Flores,* Alejandro
Ruiz-Arguelles

RESUMEN

Antecedentes: las células NK son linfocitos grandes con numerosos granulos citoplasmaticos, con fenotipo CD3- y CD16/56+. Los tumores
de linaje NK se originan de un precursor o de células maduras de esta linea. Provisionalmente se han propuesto seis tipos de tumores
basados en la Tercera Reunién del Grupo de Estudio de Células NK (NKSG, del inglés NK Cell Tumor Study Group) realizada en Japén
en el afio 2000. Cada una de estas entidades tiene diferentes caracteristicas clinicas fenotipicas.

Material y método: se encontraron 14 casos de neoplasias de células NK de un total de 8,467 casos de leucemias estudiados en el pe-
riodo de enero de 1997 a marzo de 2010, en los Laboratorios Clinicos de Puebla. A cada caso se le realizé un estudio citomorfoldgico, su
clasificacion inmunofenotipica, la que se establecié de acuerdo con los lineamientos de las Conferencias Latinoamericanas de Consenso
para la Clasificacién Inmunolégica de Hemopatias Malignas.

Resultados y Discusién: los tipos de neoplasias NK encontrados en este estudio fueron heterogéneos. De acuerdo con la clasifica-
cion del NKSG, cuatro casos correspondieron a leucemia aguda de precursores NK/mieloide, hubo tres casos de leucemia aguda de
precursores NK e igual nimero de linfocitosis crénica de células NK, dos casos correspondieron a leucemia de células blasticas NK y
dos mas de linfoma/leucemia agresiva de células NK. Debido a que no todos los casos informados cuentan con historia clinica completa,
fue dificil clasificarlos con la totalidad de los criterios del NKSG; sin embargo, muchos de los antigenos investigados coinciden con los
considerados por este grupo.

Palabras clave: leucemia, células NK, leucemia NK, inmunofenotipo.

ABSTRACT

Background: NK cells are large lymphocytes with abundant cytoplasmic granules, that bear the CD3-, CD16/56+ phenotype. NK lineage
tumors stem from either NK precursors or from mature NK cells. An interim classification into 6 tumor types was proposed at the third
meeting of the NK cell tumor study group (NKSG), held in Japan in 2000. Each of the 6 types exhibits different clinical features.

Material and Methods: Fourteen cases of NK cell tumors were found amongst 8467 leukemia cases studied at Laboratorios Clinicos
de Puebla from january 1997 to march 2010. A cytomorphologic study of the sample was performed in each case, and the immunologic
classification was made according to the guidelines from the Latin American Consensus Conferences for Flow Cytometric Immunopheno-
typing of Hematological Malignancies.

Results and Discussion: The types of NK neoplasia analyzed in this study were rather heterogeneous. According to the NKSG classifica-
tion, four cases corresponded to NK precursor/myeloid leukemia, three cases were classified as NK precursor acute leukemia, and three
more were chronic NK cell lymphocytosis; the remaining cases were two blastic NK cell leukemia, and two aggressive NK cell ymphoma/
leukemia. Inasmuch as the complete clinical records of some of the cases were not available, the NKSG classification criteria were not
fulfilled in all instances; however, the antigenic profiles of the neoplastic cells were consonant with those considered in this classification.
Key words: Leukemia, NK Cells, NK Leukemia, Immunophenotype.

*  Laboratorios Clinicos de Puebla y Universidad Popular Auto- as células NK (del inglés Natural Killer) o ase-
noma del Estado de Puebla sinas naturales participan en la respuesta inmune
Correspondencia: Dr. Alejandro Ruiz- Arglielles. Laboratorios Cli- innata.' Morfologicamente son linfocitos grandes
nicos de Puebla. Blvd. Diaz Ordaz nim. 808. Puebla 72530, Pue. ¢4 numerosos granulos citoplasmaéticos, con fenotipo
México. Correo electrénico: aruiz@clinicaruiz.com ) o . o
Recibido: mayo, 2010. Aceptado: julio, 2010. CD3-, CD16/56+ y su citotoxicidad no esta restringida

por el complejo principal de histocompatibilidad (MHC).?
Este articulo debe citarse como: Valdivia-Ferrufino D, Assis MA,

Pérez-Romano B, Fragoso-Flores J, Ruiz-Argiielles A. Neoplasias Corresponden de 5 a 20% de los linfocitos de sangre pe-
de células NK: informe de catorce casos estudiados en una sola riférica y también se encuentran en el higado, la cavidad

institucién. Rev Hematol Mex 2010;11(3):129-135. . 3 . . .
peritoneal y la placenta.’ Se originan en la médula 6sea y
www.nietoeditores.com.mx requieren citocinas para su diferenciacion y funcion, como:
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IL-15,1L-12, 1IL-7,1L-3 e IL-2 tal como se esquematiza en
la Figura 1.>7 Su desarrollo normalmente es extratimico,
poseen receptores de baja afinidad para el fragmento Fc
de la IgG (FcyRIII+) y expresan subunidades a y f del
receptor para [L-2.* A diferencia de las células T o B, éstas
no requieren la expresion de los genes RAG-1 y RAG-2
para su diferenciacion. Su funcion citolitica esta regulada
por receptores de membrana que inhiben o incrementan su
actividad citotoxica,® que reciben sefiales activadoras o in-
hibidoras. Para su activacion es necesario el acoplamiento
de sus receptores activadores con el ligando respectivo en
la célula “blanco”.’ Los receptores activadores contienen
residuos cargados en sus dominios transmembranales, que
les permiten interactuar con moléculas de sefialamiento
intracelular, como son: FceRy, CD3C y DAP12.'%!! Entre
los receptores activadores mas importantes de las células
NK se encuentran: CD16,CD2,CD28 y CD161 (NKR-P1).

A

Los receptores inhibidores pertenecen a la superfamilia de
las inmunoglobulinas (tipo I) y de las lectinas tipo C (tipo
I1).! Estos receptores interactiian solo con los antigenos
del MHC 1 que comparten su contraparte antigénica.'?
Los mejor conocidos hasta el momento son los receptores
Ly49, KIR, CD94/NKG2 y KLRE[.!!.13:14.15

Los tumores de linaje celular NK son raros y de dificil
tratamiento, se originan de un precursor de células NK o
de células NK maduras (Figura 2).2 Estas entidades pueden
diferir en los sitios de instalacion y, por tanto, presentar
diferentes caracteristicas clinicas;'® sin embargo, las causas
del desarrollo tumoral a partir de células NK normales y las
caracteristicas de sus precursores no son entendidas com-
pletamente.? En la tercera Reunion del Grupo de Estudio
de Células NK (NKSG por sus siglas en inglés), celebrada
en Japon en el afio 2000, se propuso una clasificacion de
seis tipos de tumores de células NK:

= Célula B

Célula
Célula progenitora precursora
Hematopoyetica Linfoide (?) TIMO Rearreglg de genes
x”rj_\_-“'—
- Célula T
CD 34+ CD 34+
LIN - LIN -
IL-15R o - CD 3- :
Células NK
C-KIT + y D) llex inmunoreguladoras
FLT3 + L CD 56+
Progenitor 9 ::::iia A
Bipotencial T/NK
CD 34+ 2 IL-18R+
LIN - ? CD 94+/NKG2A+
IL-15R a +
CD 3- Células NK
CD 16- citotoxicas
CD 56+
IL-2Rapy+
KIR+

Figura 1. Desarrollo de células NK humanas a partir de células tronco hematopoyéticas CD34+/células progenitoras. En la fase temprana
de diferenciacion celular hematopoyeética, las células tronco pluripotenciales CD34+ expresan los receptores c-kit y flt3, no asi IL-15Ra. Se
requiere de un factor de crecimiento celular (SCF) o ligando fIt3 para el desarrollo de células precursoras NK IL-15Ra+. Posteriormente,
la IL-15 induce el desarrollo de la maduracion de células NK funcionales CD3++ CD16++ CD56++, a partir de esa célula precursora NK
en la fase tardia. No esta claro si las células CD3- CD16+ CD56+ provienen de células NK CD3++ CD16++ CD56++ o de precursores

de células NK.
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Célula precursora Linfoide

Célula B / \ :'I’fgenltor bipotencial
Leucemia aguda
Célula T /

de células
precursoras
NK/Mieloide

l Célula progenito-

ra relacionada

, NK

I |LAL de

células

precursoras NK

Linfoma de
células BK
blasticas

Célula madura NK

Linfoma/Leucemia agresiva de
células NK

Linfoma de células NK blasticas

Linfocitosis NK crénica

Figura 2. Tumores de células NK y sus contrapartes putativas
normales.

Tumores de precursores de células NK:

* Leucemia aguda de células precursoras NK/mieloide

* Leucemia linfoblastica aguda de células precursoras

NK

» Linfoma de células blasticas NK
Tumores de células NK maduras:

» Linfoma/leucemia agresiva de células NK

* Linfoma de células NK tipo nasal

» Linfocitosis cronica de células NK

Cada una de estas entidades tiene diferentes caracte-
risticas clinicas e inmunofenotipicas, como se muestra
en el Cuadro 1.2

La Organizacion Mundial de la Salud clasifica a las
neoplasias de células NK de la siguiente manera:!’

* Linfoma extranodal de células NK/T

* Linfoma de células blasticas NK

* Leucemia agresiva de células NK

Esta clasificacion se basa en los principios de la
clasificacion REAL (Revised European—American Clas-
sification of Lymphoid Neoplasms) de linfomas, misma

Cuadro 1. Expresion de antigenos CD en los distintos tipos de
tumores, segun el NKSG*

* Tumores de precursores de células NK

3. Linfoma de célu-
las blasticas NK

2. Leucemia linfo-
blastica aguda
de células
precursoras NK

1. Leucemia aguda
de células precur-
soras NK/mieloide

CD56+ CD56+ CD56+
CD3- CD3+ CD3-
CD3c+ CD3c+ CD3c+/-
CD7+ CD19- CD4+/-
CD13+ CD20- CD19-
CD33+ CD20-
MPO+ CD13-

CD33-

* Tumores de células NK maduras

6. Linfocitosis croni-
ca de células NK

5. Linfoma de célu-
las NK tipo nasal

4. Linfoma/leuce-
mia agresiva de

células NK
CD56+ CD56+ CD56+/-
CD3- CD3- CD3-
CD16+/- CD45+ CD16+
CD57-
CD94+

(*)NKSG, NK-Cell Tumor Study Group (Referencia 2).

que se fundamenta en criterios morfolégicos y clinicos
asi como en técnicas de inmunofenotipo, citogenética y
biologia molecular, propuesta por el Grupo Internacional
de Estudio de los Linfomas (International Lymphoma
Study Group).'®*°

METODOS

Se reviso la base de datos de pacientes con leucemia inmu-
notipificados en el departamento de inmunologia de los
Laboratorios Clinicos de Puebla. En 8,467 inmunofenoti-
pos realizados en leucemias agudas y cronicas de enero de
1997 a marzo de 2010, se encontraron solamente 14 casos
de leucemias NK. Como este laboratorio opera como un
sitio de referencia para estos estudios, en solo uno de los
catorce casos se contd con la historia clinica completa. Los
especimenes analizados fueron sangre periférica o médula
osea. A cada muestra se le realizo el estudio citomorfoldgi-
co0* y de inmunofenotipo, de acuerdo con los lineamientos
recomendados en la Primera y Segunda Conferencias
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Latinoamericanas de Consenso para la Fenotipificacion
Inmunolégica de Hemopatias Malignas, realizadas en las
ciudades de Puebla, México, en 1996°! y en Querétaro,
México, en 2005.22 Los criterios de interpretacion de este
fenotipo especial de leucemia no fueron modificados en
la segunda Conferencia.

RESULTADOS Y DISCUSION
De acuerdo con el inmunofenotipo y los datos clinicos de
algunos pacientes, los casos aqui presentados se clasifi-

caron como se muestra en el Cuadro 2:

Cuadro 2. Clasificacion de catorce casos de neoplasias NK

Variedad segun el NKSG n

Leucemia de células precursoras NK/mieloide
Leucemia aguda de precursores NK
Linfocitosis crénica de células NK

Linfoma de células NK bléasticas
Linfoma/leucemia agresiva de células NK

NN WW™

El grupo de pacientes estuvo compuesto por igual
nimero de hombres que de mujeres. Los limites de edad
fueron 8 y 86 afios, con una media de 53. Los dos casos
con linfoma de células NK blasticas fueron nifios (8 y 10
aflos), mientras que en las otras variedades predominaron
los pacientes adultos mayores de 35 afios.

El Cuadro 3 resume los perfiles antigénicos (inmu-
nofenotipos) de los 14 casos aqui informados. Sigue
una descripcion breve de los cinco casos de quienes se
pudieron obtener algunos datos adicionales a los del
inmunofenotipo.

CASO 1

Paciente masculino de 10 afios de edad. Médula osea
infiltrada por blastos de aspecto linfoide. Por sus carac-
teristicas inmunofenotipicas se clasifico como: linfoma
de células NK blasticas. Aunque se desconocen los datos
clinicos del paciente, por la expresion antigénica se podria
tratar de un linfoma de células NK tipo nasal. El analisis
inmunofenotipico de este caso, con la expresion tenue
del antigeno pan-leucocitario CD45 permite afirmar que
se trata de una alteracion hematoldgica que comprende
a una poblacién celular inmadura de la médula o6sea,

mientras que la expresion de CD16/56 confirma el linaje
NK de dicha poblacion y la expresion de CD2, CD4 y
CD7 la relaciona con la variedad linfoide. Por su parte, la
expresion de TdT sugiere proliferacion linfoide inmadura,
lo que permite diferenciar un(a) linfoma/leucemia aguda
de otros linfomas.? Si se compara este perfil fenotipico
con el propuesto por el grupo NKSG, puede considerarse
que se trata de un “linfoma de células NK blasticas” cuyos
criterios diagndsticos incluyen: formacién de masa por
una proliferacion de células linfoblastoides con CD56+,
CD3c+, CD3-, CD44, en ausencia de antigenos de linaje
B (CD19 y CD20) y mieloides (CD13-, CD33-). Esta
variante es rara y se presenta mayormente con lesiones en
la piel y cambios leucémicos ocasionales; su prondstico
es desfavorable.? Al no contar con la historia clinica del
paciente es imposible afirmar que se trate de esta variedad,
ya que bien podria ser un linfoma de células NK tipo nasal,
dependiendo principalmente de su ubicacion anatomica y
su estrecha relacion con el virus Epstein Barr. Esta tltima
variedad es mas comtn en paises de Asia y Latinoamérica;
aparece en personas de edad media y afecta mas a hombres
que a mujeres.

En los ultimos afios se ha designado al linfoma de
células blasticas NK como una neoplasia hematodérmica
CD4+, CD56+ (hematodermic neoplasm). Inicialmente
fue descrita como una neoplasia que se originaba de las
células NK; sin embargo, gracias al estudio de mayor
numero de casos que han enriquecido la informacion
clinica, histopatologica y fenotipica de la enfermedad,
mas recientemente se ha sugerido que su origen sean las
células dendriticas plasmocitoides (DC2s) que expresan
en forma intensa los antigenos CD123 y TCL1 (24-25),
que no se estudiaron en este caso.

CASO 2

Paciente masculino de 35 afios de edad, con blastos de
aspecto mieloide en la sangre periférica. De acuerdo con
el inmunofenotipo se clasifico como: leucemia aguda NK
variedad mieloide.

En la clasificacion del NKSG podria definirse como
“leucemia aguda de células precursoras NK/mieloide”,
cuyos criterios inmunodiagnosticos incluyen: CD56+,
MPO+, CD13+, CD33+, CD3-, CD7+ y CD3c+. Esta va-
riedad también es infrecuente y se manifiesta con lesiones
extramedulares que involucran ganglios linfaticos y me-
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Cuadro 3. Fenotipos inmundlogicos en 14 casos de neoplasias de células NK

Ag 1 2 3 4 5 6

7 8 9 10 11 12 13 14

CD2 + - - + +
CD3 - - +/- - - -
CD3c - +/- - -
CD4 + - - + - -
CD5 - - - - -
CD7 + - + +/- -
CD8 - - - + +/-
CcD10 - - - - -
CD11c +
CD13 - +
CD14 - + - - - -
CD15 +
CD16 + +
CD19 - - - - -
CD20 - - - - - -
CD22
CcD23
CD25 - -
CD33 - + - + -
CD34 - + + +/- - -
CD38 + +
CD41 - - - + -
CD41c -
CD42b -
CD45 +/- +/- +/- +/- ++ -
CD56 + + + + + +
CD 57
CD61 -
CD79a - - - - -
CD103 -
CDh117 -
CD235a - - -
HLA-DR + + + + ++ -
MPOc - + - -
TdT + -
FMC7

+/- -

- +/- + +/- + + ++ +/-

+/- - -

+/- + -

MPOc, Mieloperoxidasa citoplasmatica; TdT, Desoxirribonucleotidil transferasa terminal;
+ Positivo; ++ Positivo intenso; +/- Positivo tenue; - Negativo. Los espacios en blanco corresponden a antigenos que no se investigaron

en ese paciente.

diastino, progresa con recaidas frecuentes y su pronostico
es sombrio.? Se ignora la evolucion de este paciente.
Suzuki y colaboradores describieron originalmente
esta enfermedad en 1997 y mas tarde, en 1999, la carac-
terizaron. Debido a que las células progenitoras normales
bipotenciales T/NK expresan CD13 y CD33, la leucemia
aguda de precursor NK/mieloide resulta dificil de dife-

renciar de la leucemia mieloide aguda; sin embargo, la
presencia de CD7 y CD56 en la primera establece clara-
mente la diferencia.’

En un estudio realizado en Brasil se encontré que 9 de
264 nifos con leucemia aguda tuvieron leucemia aguda
NK variedad mieloide, una frecuencia mucho mayor que la
informada en este estudio. Las células neoplésicas analiza-
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das se caracterizaron por la expresion de antigenos CD34+,
CD33+, CD13+, CD11+, MPO+ y CD56+ asi como la
ausencia de receptores de células T, tanto aff como yd. El
origen del subtipo mieloide o linfoide de las leucemias NK
tiene implicaciones terapéuticas y cuestiona la patogénesis
de estas entidades, muy raras en niflos. Las caracteristicas
clinicas, morfologicas e inmunofenotipicas de las células
precursoras de leucemia aguda NK/mieloide han sido prin-
cipalmente descritas en adultos, como en este caso.

CASO 3

Paciente masculino de nueve afios de edad, con 94% de
blastos de aspecto linfoide en sangre periférica. El perfil
antigénico fue compatible con leucemia linfoblastica
aguda de células precursoras NK.

El fenotipo inmunoldgico de este caso en particular
indico la existencia de una poblacion celular con caracte-
risticas de inmadurez, definida por los antigenos HLA-DR+
y CD34+, de linaje NK definido por la expresion de los
antigenos CD16/56+, ademads de la expresion de antigenos
que indican la afectacion de linea linfoide T como CD3+,
CD3c+ y CD7+. De acuerdo con la clasificacion del
NKSG, corresponde a “leucemia linfoblastica aguda de
células precursoras NK”, cuyos criterios diagndsticos in-
cluyen, ademas, la presencia de 30% o mas de linfoblastos
en médula 6sea ¢ sangre periférica con granulos azur6fi-
los ocasionales en el citoplasma; expresion de antigenos
CD56+, CD3c+, CD3+, ausencia de antigenos de células
B (CD19,CD20) y mieloides, asi como configuracion
germinal de genes TCRf y genes IgH. Luego de cumplir
cabalmente con todos estos criterios diagndsticos se tienen
documentados 21 casos en Japon a través de un periodo
de cinco afos. Esta enfermedad es rara y la padecen nifios
(como es este caso) y adultos con una mediana de edad de
55 afios.” El pronoéstico de esta enfermedad es sombrio. Es
importante diferenciarla del linfoma de células blasticas
NK, que se distingue por la ausencia de células tumorales
en la médula d6sea o la sangre periférica.

CASO 4

Paciente femenina de 86 afios de edad a quien dos afios atras,
en otra institucion, por hepatoesplenomegalia documentada
por tomografia, se le establecio el diagnodstico de linfoma
esplénico de bajo grado y se le dio tratamiento con cloram-

bucil. En el momento de su estudio en nuestra institucion se
le encontro esplenomegalia sin hepatomegalia, pancitopenia y
blastos (17%) en la sangre periférica. El estudio inmunofeno-
tipico de los blastos permitio que se clasificara como leucemia
aguda de células precursoras NK/miceloide.

Las células fueron negativas para fusion molecular
Bcl-2/IgH y para la fosfatasa acida resistente al tartrato.
El estudio del contenido celular de ADN por citometria
de flujo no demostr6 aneuploidias.

En este caso, el inmunofenotipo demostr6é una pobla-
cion celular inmadura (HLA-DR++, CD34+) en sangre
periférica con evidente afectacion de la linea celular NK
(CD16/56+). Debido a la expresion de antigenos de estir-
pe linfoide (CD4+, CD7+) y mieloide (CD13+, CD33+,
CD38+, CD41+) se clasifico, indudablemente, como
neoplasia de células NK y, de acuerdo con los criterios
del NKSG corresponde a otro caso de leucemia aguda de
células precursoras NK/mieloide.

CASO 5

Paciente masculino de 81 afios de edad, con anemia y
trombocitosis, en quien se encontraron 41% de linfocitos
grandes granulares en el extendido de sangre periférica.
Estas células mostraron un fenotipo que permitié esta-
blecer el diagnodstico inmunofenotipico de: linfocitosis
NK cronica.

Se establecio el diagnodstico presuntivo de neoplasia
de células NK debido a la intensidad del antigeno pan-
leucocitario CD45 semejante a la de los linfocitos maduros
normales; sin embargo, el resultado del inmunofenotipo
amerita algunos comentarios: a pesar de la presencia de
antigenos NK (CD16/56+), la coexistencia de los antigenos
CD2 y CD8 enuna poblacion linfoide madura permite, asi-
mismo, pensar en la posibilidad de que el caso corresponda
aun linfoma T citotoxico CD8+ en alguna de sus variantes:
panniculitis subcutanea como linfoma de células T (sub-
cutaneous panniculitis-like T-cell lymphoma), linfoma de
células T enteropatico (enteropathy-type T-cell lymphoma)
y linfoma hepatoesplénico de células T (hepatosplenic T-
cell lymphoma).?”2%?° La falta de informacion clinica no
contribuye al diagnoéstico diferencial y, lamentablemente,
no se investigaron rearreglos de los genes del TCR pues su
presencia favoreceria la posibilidad del linfoma citotoxico
CD8, mientras que su ausencia apuntaria hacia la neopla-
sia de células NK.*° Dado que el estudio morfoldgico de
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sangre periférica indico la existencia de una abundante
poblacion de linfocitos granulares maduros con antigenos
de linaje NK, el caso cumple los requisitos del NKSG para
clasificarlo como linfocitosis NK cronica.

Las neoplasias NK representan una de las variedades
mas raras en comparacion con el resto de las leucemias
informadas en la bibliografia. Asi, en este estudio se iden-
tificaron solo 14 casos de neoplasias NK de un total de
8,467 estudios inmunofenotipicos (leucemias y linfomas)
realizados en un lapso de casi 14 afios en una institucion
privada, lo que corresponde a una frecuencia relativa de
0.16%; es decir, 1 caso por cada 604 estudios. Esta preva-
lencia podria ser fiel reflejo de la situacion en todo el pais,
dado que el Departamento de Inmunologia de los Labora-
torios Clinicos de Puebla opera como centro de referencia
y recibe muestras de todo México. El hallazgo sugiere que
puede prescindirse de su investigacion rutinaria en la clasi-
ficacion inmunolégica de los procesos oncohematologicos
en paises con restricciones econémicas, como ocurre en
la region de América Latina.
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RESUMEN

Antecedentes: existen pocos datos de la incidencia de hemoglobinopatias y alteraciones de la membrana eritrocitaria en el noreste de
México.

Objetivo: describir los resultados anormales en las pruebas de fragilidad osmotica y electroforesis de hemoglobina reportados por nuestro
laboratorio.

Material y método: estudio retrospectivo y analisis de los resultados de electroforesis de hemoglobina de pacientes atendidos de junio
de 2004 a enero de 2010 y de fragilidad osmotica de enero de 2003 a enero de 2010 reportados por el Laboratorio del servicio de Hema-
tologia del Hospital Universitario Dr. José E. Gonzalez de Monterrey, México.

Resultados: se evaluaron 243 resultados de electroforesis de hemoglobina de 225 pacientes, 134 (59.6%) reportes fueron anormales: 96
(42.6%) talasemias, 28 (12.4%) alteraciones por Hb S, 6 (2.7%) alteraciones compuestas (talasemia/Hb S), 3 (1.3%) persistencias here-
ditarias de Hb F y 1 (0.4%) alteracion por Hb C. Se reportaron 208 resultados de fragilidad osmética de 201 pacientes con una mediana
de edad de 16 (0 - 77) afos, 91 (45.3%) mujeres y 110 (54.7%) hombres. Un total de 96 (47.8%) reportes fueron anormales.
Conclusiones: la solicitud de pruebas de electroforesis de hemoglobina y fragilidad osmaética en sélo 225 y 201 pacientes en mas de
cinco afilos muestra una aparente baja incidencia de estas alteraciones en la region. Las hemoglobinopatias se diagnosticaron en sélo
134 de los reportes, lo que refleja que la electroforesis de hemoglobina se solicita sin una sospecha clinica fundamentada en muchos de
los casos. Nuestros datos sugieren que la esferocitosis hereditaria es la alteracion hemolitica mas frecuente en pacientes con anemia en
el noreste del pais. La B-talasemia es la hemoglobinopatia mas frecuente.

Palabras clave: anemias hemoliticas hereditarias, laboratorio de referencia, pruebas de electroforesis de hemoglobina y fragilidad os-
mdtica.

ABSTRACT

Background: The frequency of hereditary anemia in northeast of Mexico has not been studied, trying to reach that goal, at least partially,
we analyze the osmotic fragility (OF) and hemoglobin electrophoresis (EHb) results reported by our laboratory, in order to identify how
many patients with hemoglobinopathies and hereditary spherocytosis were detected in the last 5 years.

Methods: We analyzed the EHb results between June/2004 and January/2010, and OF results between January/2003 and January/2010
reported by the Laboratory of Hematology Service at the University Hospital Dr. José E. Gonzalez in Monterrey, México.

Results: We evaluated 243 EHb reports from 225 patients, 134 (59.6%) were abnormal: 96 (42.6%) thalassemias, 28 (12.4%) HbS pre-
sence, 6 (2.7%) thalassemia/HbS, 3 (1.3%) hereditary persistence of HbF and 1 (0.4%) HbC presence. We analyzed 208 OF results from
201 patients, 96 (47.8%) reports were positives, with a median age of 16 (0 - 77) years, 91 (45.3%) were female and 110 (54.7%) male.
Conclusion: The request of this tests in only above 200 patients over more than five years show the low incidence of these diseases in
the region; on the other hand, hemoglobinopathies were diagnosed in just 134 cases, being B-thalassemia the most frequently disease
reported. Our data suggests that hereditary spherocytosis is the most common hemolytic anemia in the northeast of Mexico.

Key words: hereditary anemia haemolitic, laboratory reference, hemoglobin electrophoresis test.

*

Servicio de Hematologia del Hospital Universitario Dr. José
E. Gonzéalez de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn,
Monterrey, NL, México.

Correspondencia: Dr. Fernando Garcia Rodriguez. Servicio de
Hematologia del Hospital Universitario Dr. José E. Gonzalez de la
UANL. Av. Madero y Gonzalitos S/N, colonia Mitras Centro
64460 Monterrey, NL. Correo electrénico: pa_fer@hotmail.com

Recibido: julio, 2010. Aceptado: julio, 2010.

Este articulo debe citarse como: Garcia Rodriguez F, Rodriguez-Romo
LN, Gémez-Pefia A, Martinez-Gonzalez O, y col. Anemias hemoliticas
hereditarias desde la perspectiva de un laboratorio de referencia del
Norte de México. Rev Hematol Mex 2010;11(3):136-140.

www.nietoeditores.com.mx

136 Revista de Hematologia Volumen 11, niim. 3, julio-septiembre 2010



Anemias hemoliticas hereditarias desde la perspectiva de un laboratorio de referencia del Norte de México

a prevalencia de anemia en nuestro pais se ha

reportado en cifras tan alarmantes como 50% y

36.2% de niflos menores de dos afios en 2003' y
2009,% respectivamente; y si bien es cierto que en mas de
la mitad de los casos la causa es por deficiencia de hierro,*#
es indiscutible la importancia de conocer las caracteristicas
demograficas de las anemias hereditarias en nuestro medio,
ya que en muchos de los casos seran parte del diagnostico
diferencial de las anemias.

Las hemoglobinopatias se definen por la coexistencia
de anormalidades cualitativas o cuantitativas, o ambas,
en las cadenas de globina.’ A la fecha se han descrito mas
de 700 variantes de hemoglobina.>®’7 Las alteraciones
cualitativas se deben a la produccion de una estructura
anormal de la hemoglobina; las mas conocidas son: he-
moglobinas S (causante de drepanocitosis), hemoglobina
C y hemoglobina E, por las consecuencias bioldgicas
que conllevan.® Las anormalidades cuantitativas resultan
de la reduccion o ausencia de sintesis de las cadenas o o
B de la globina, lo que define a las talasemias o y B, res-
pectivamente.’ En las talasemias a, el defecto molecular
mas comun es la delecion de uno, dos o tres de los cuatro
alelos en el locus a®>'° en contraste las talasemias [ son
consecuencia de mutaciones puntuales que afectan a uno
o ambos genes B."

Las hemoglobinopatias son las enfermedades heredita-
rias mas comunes en la poblacion mundial; cerca de 4.5%
de las personas son portadoras de un gen para talasemia o
hemoglobinas anormales.'>!3 A pesar de que las regiones
donde mas comunmente se observan estas anormalidades
son las zonas mediterraneas, el incremento en la migracion
ha permitido que estas alteraciones existan en individuos
de otras areas del planeta.'*!® Esta reportado que en Méxi-
co existe una prevalencia de hemoglobinopatias de 1.25
a 26.1%,"* donde la B-talasemia'® y la Hb S* son los
hallazgos mas frecuentes.

Las alteraciones de la membrana eritrocitaria resultan
de anomalias genéticas que comunmente involucran la
produccion de las proteinas anquirina, espectrina, banda
3 y proteina 4.2.2! La esferocitosis hereditaria es un tipo
de anemia hemolitica caracterizada por incremento de
la fragilidad osmética de los eritrocitos, que provoca
su destruccion al pasar por el bazo.?'?* Los eritrocitos
enfermos pierden areas de su membrana mientras
atraviesan la trama vascular esplénica transformando su
forma eliptica habitual en una esférica (esferocitos), lo que

incrementa la densidad celular y disminuye su capacidad
elastica.?!

La esferocitosis hereditaria es la enfermedad hemolitica
hereditaria mas comun entre las personas descendientes
de europeos, con una prevalencia en Estados Unidos
de 1 por cada 2,000 nacimientos,*’ mientras que en el
norte de Europa se reporta en 1:5000,2* de los que 75%
de los casos muestran patron de herencia autoséomico
dominante.?

Puesto que en el Noreste de México existen pocos
datos de incidencia de hemoglobinopatias y alteraciones
de la membrana eritrocitaria el objetivo de este trabajo
es describir los resultados anormales en las pruebas de
fragilidad osmotica y electroforesis de hemoglobina
reportados por el Laboratorio del servicio de Hematologia
del Hospital Universitario Dr. José E. Gonzalez en
Monterrey, NL.

MATERIAL Y METODO

Estudio retrospectivo y analisis de los resultados de elec-
troforesis de hemoglobina realizados en el periodo de junio
2004 a enero 2010 y de fragilidad osmotica de enero de
2003 a enero de 2010 reportados por el Laboratorio del
Servicio de Hematologia del Hospital Universitario Dr.
José E. Gonzalez de la Universidad Autonoma de Nuevo
Leén en Monterrey, NL, México. Las muestras recibidas
por el Laboratorio provenian de mas de diez centros y
laboratorios en el noreste del pais. Los resultados se eva-
luaron por medio de estadistica descriptiva y se analizaron
las caracteristicas demograficas de los pacientes tratados
en nuestro centro.

Electroforesis de hemoglobina

Es una prueba util para el diagnostico y seguimiento de
hemoglobinopatias. Detecta las principales variantes de
hemoglobina, mediante electroforesis en geles de aga-
rosa tamponados alcalinos (pH=8.5) y tefiido con negro
amido o azul 4cido. A través de la densitometria se realiza
la interpretacion de los patrones electroforéticos y se
obtiene una cuantificacion relativa de las hemoglobinas.
Posteriormente se hace una electroforesis en gel acido,
para confirmar la identificacion de las variantes de la he-
moglobina, principalmente para diferenciar Hb D, Hb E y
Hb C de Hb A2. Los valores de referencia para Hb A son
96.5-98.1%, Hb F 0%, Hb S 0% y Hb A2 1.9-3.5%.
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Fragilidad osmotica

Es una prueba para la valoracion de la integridad de la
membrana eritrocitaria en exposicion a un medio hipoto-
nico. Proporciona una medida precisa de qué tan esférico
es un eritrocito en el momento de la exposicion al medio
hipotonico y esta hemolisis se alcanza a concentraciones
de NaCl mas altas en eritrocitos con tendencia a la esfe-
ricidad.

La prueba se realiza exponiendo los eritrocitos del
paciente y de un testigo normal a soluciones hipotonicas
de NaCl de diversa concentracion de 0 a 100% y midiendo
cuantitativamente la hemoglobina liberada y la magnitud
de la hemolisis. La metodologia es por espectrofotometria
con espectrofotometro de Coleman con 0.00-2 de
absorbancia en densidad oOptica. Los reactivos son NaCl
al 0.9% y agua destilada.

Un resultado positivo es cuando el porcentaje de
NacCl del paciente es 10 puntos mayor que el porcentaje
del testigo de hemolisis; lo cual es compatible con
esferocitosis hereditaria. Si el porcentaje de NaCl del
testigo es mayor que el porcentaje de NaCl del paciente
al 50% de hemolisis, indica eritrocitos resistentes en el
paciente, caracteristico de la talasemia.

RESULTADOS

Se evaluaron 243 resultados de electroforesis de hemo-
globina de 225 pacientes. La mediana de edad fue 20
(0-85) afios, 118 (52.4%) de sexo femenino 'y 107 (47.6%)
masculino. Los afios con mayor cantidad de pruebas fue-
ron 2007 (61, 27.1%) y 2009 (55, 24.4%). Se realizaron
en promedio 20.2 pruebas por mes. 134 (59.6%) reportes
fueron anormales, con 96 (42.6%) pruebas con datos de
talasemias, 28 (12.4%) alteraciones por presencia de Hb
S Gnicamente, 6 (2.7%) con alteraciones compuestas
(talasemia/Hb S), 3 (1.3%) persistencias hereditarias de
Hb F (PHHbF) y 1 (0.4%) alteracion por Hb C (Cuadro
1). Predominaron los resultados anormales en los meses
de junio y septiembre (16, 12.2%). La mediana de edad
para los resultados anormales fue 14.5 (0 - 74) afios, con
mayor frecuencia en hombres (55.7%). La mediana de los
porcentajes de hemoglobinas fueron: Hb A1 95.3%, Hb
A2 3.6%, Hb S 0%, Hb F 0%.

Se reportaron 208 resultados de fragilidad osmédtica
de 201 pacientes con una mediana de edad de 16 (0 - 77)
afios, 91 (45.3%) mujeres y 110 (54.7%) hombres. Los

Cuadro 1. Frecuencia de resultados de electroforesis de hemo-
globinas

Alteracion Pruebas %

Normal 91 40.4
B-talasemia portador 85 37.8

_3 B-talasemia homocigoto 1 0.4

5 B-talasemia heterocigoto 5 2.2 426

T‘g A-Talasemia portador 3 1.3

F  A-Talasemia 2 0.9

%) Drepanocitosis 8 3.6

©

é Rasgo drepanocitico 20 8.9 15.2

% Talasemias / Hb S 6 2.7

T

PHHbF 3 1.3

Hb C 1 0.4

Total 225 100

aflos con mayor cantidad de pruebas fueron 2006 (39,
19.4%) y 2009 (36, 17.9%). Se realizaron, en promedio,
17.3 pruebas por mes. Se reportaron 96 (47.8%) casos
anormales, con media de hemolisis en 88.1% en solucion
de NaCl al 0.9%. La mediana de edad para los resultados
positivos fue 13 (0 -77) afios, con predominio del sexo
femenino (54.2%).

DISCUSION

En México, en el estudio del paciente con anemia no es
muy comun que de primera instancia se considere en el
diagnostico diferencial una anemia hemolitica. De hecho,
es mas facil que el paciente sea tratado empiricamente que
estudiado de manera adecuada, casi todos los hematolo-
gos mexicanos han conocido algun paciente con anemia
microcitica que ha recibido hierro oral y parenteral repe-
tidamente, antes de ser diagnosticado con talasemia. En
nuestro pais existen diferencias en la frecuencia de diversas
patologias y el caso de las anemias hereditarias no es la
excepciodn, por ello decidimos conocer la informacion
regional. Nuestros datos provienen de un laboratorio de
referencia, por lo que estos resultados son de pacientes
sintomaticos, en estudio por anemia microcitica o hemo-
litica en la mayoria de los casos, por lo que no pueden
extrapolarse a la poblacion general; sin embargo, desde
esta perspectiva podemos percibir un reflejo de la frecuen-
cia de estas alteraciones en nuestro medio.
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Anemias hemoliticas hereditarias desde la perspectiva de un laboratorio de referencia del Norte de México

Lasolicitud de pruebas de electroforesis de hemoglobina
en solo 225 pacientes en mas de cinco afios, teniendo
como referencia una poblacion de mas de 4 millones de
habitantes en el estado de Nuevo Ledn, nos muestra la
baja incidencia de estas alteraciones en la region, o bien el
indice bajo de sospecha clinica. Ademas, como se observa
en el Cuadro, las hemoglobinopatias se diagnosticaron so6lo
en 134 pacientes (59.5%) de las 225 pruebas solicitadas, lo
que muestra el deficiente estudio clinico de los pacientes
por parte del médico tratante que se ve reflejado en
solicitudes excesivas.

Aun con los sesgos que pudiera implicar esta situacion,
la frecuencia de estas alteraciones contrasta con lo
presentado por investigadores en el centro del pais* donde,
a pesar de estudiar un grupo extenso y con inclusion de
diversas etnias, encontraron una mayor frecuencia de
B-talasemias heterocigotas, mientras que nuestros datos
reflejan, con ciertas reservas, una gran diferencia a favor
de los portadores de B-talasemia; sin embargo, la relacion
entre talasemias y drepanocitosis es similar (70 y 25%,
respectivamente). La relativamente elevada frecuencia de
alteraciones por Hb S, a pesar de que en nuestra regién no
existe una gran poblacion de raza negra, pudiera explicarse
por la migracion de regiones del Golfo de México,? como
ha ocurrido en otros paises.'>!® La baja frecuencia de
hemoglobinopatias, como la presencia de Hb C y PHHbF
son similares a las reportadas en el sur del pais,? aunque
mayores a las esperadas por los autores.

En relacion con la fragilidad osmotica, cerca de la
mitad de los resultados fueron positivos con una media
de hemdlisis suficiente para diagnosticar esferocitosis
hereditaria; ademas, la mediana de edad concuerda con
la encontrada por otros investigadores.?! La frecuencia
observada en el género masculino o femenino no es
diferente, lo que recuerda que la forma de herencia es
autosomica dominante en la mayoria de los casos y en
ninguno se liga al cromosoma X. Conviene recordar que
en casos leves el diagnostico puede pasar inadvertido por
muchos afios, por ello el diagndstico se efectud a los 77
aflos de edad en un paciente.

Es necesario realizar estudios prospectivos en
poblacion general para determinar la prevalencia de
hemoglobinopatias y alteraciones de la membrana
eritrocitaria en la region norte del pais; ademas, también
es conveniente que se establezca un registro regional o
nacional y se publiquen los resultados de estos esfuerzos.

Mientras tanto, nuestros datos sugieren que la esferocitosis
hereditaria es la alteracion hemolitica mas frecuente en
pacientes con anemia en el noreste del pais.
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Articulo original

Nosographic performance of the red cell distribution width (RDW) for
the diagnosis of thalassemia

Guillermo Ruiz-Reyes,* Guillermo J Ruiz-Argielles,” Olga Guzman,* Alejandro Ruiz-Arglelles™

RESUMEN

Antecedentes: el diagndstico definitivo de talasemia se fundamenta en pruebas de laboratorio relativamente complejas y, por tanto, en
la practica clinica rutinaria estos sindromes pueden subestimarse.

Métodos: se incluyeron 500 individuos identificados en forma consecutiva en los Laboratorios Clinicos de Puebla por presentar hipocromia
(HCM<24 pg) o microcitosis (VCM < 75fL en mujeres y <80fL en hombres), con o sin anemia, a lo largo de 16 meses. En todos ellos se
investigo deficiencia de hierro y talasemia o y  por métodos definitivos.

Resultados: del total de los 500 pacientes incluidos en el estudio, 394 (78.8%) mostraban deficiencia de hierro, en 37 se documento tala-
semia B y en 11 talasemia «; en los restantes 58 casos (11.6%) no pudo establecerse un diagnoéstico definitivo. El ancho de la distribucién
eritrocitaria (RDW) fue significativamente menor en pacientes con talasemia que en quienes tuvieron deficiencia en hierro y, por si solo,
este parametro mostro alta especificidad y sensibilidad nosograficas para el diagndstico de talasemia a. o f.

Conclusiones: los sindromes talasémicos deben sospecharse en individuos con microcitosis o hipocromia, con o sin anemia, con valores
muy bajos del RDW. En estos individuos deben indicarse pruebas confirmatorias.

Palabras clave: talasemia, anemia, hemoglobina, RDW

ABSTRACT

Background: The definite diagnosis of thalassemia is based upon relatively complex laboratory tests, hence, these syndromes might be
underestimated in the routine clinical setting.

Methods: 500 consecutive individuals identified in Laboratorios Clinicos de Puebla with red blood cells showing either hypochromia
(MCH<24 pg) and/or microcytosis (MCV <75 fl in women or <80 fl in man), with or without anemia, were prospectively accrued in this study,
along a 16 month-period. Iron deficiency, p and a-thalassemia were searched by definite methods.

Results: Out of the 500 consecutive cases with red blood cell hypochromia or microcytosis, 394 (78.8%) were found to have iron deficiency,
37 cases had p-thalassemia, 11 cases had a-thalassemia, while in 58 cases (11.6%) a definite diagnosis could not be established. Red
cell distribution width (RDW) was significantly lower in the thalassemic patients than in the iron deficient group, and it proved to bear high
nosographic sensitivity and specificity for the diagnosis of either a or (3 thalassemia.

Conclusions: The thalassemic syndromes should be suspected in individuals with red blood cell microcytosis and / or hypochromia, with
or without anemia, showing very low RDW values. These individuals should be further tested for thalassemia.

Key words: Thalassemia, anemia, hemoglobin, RDW
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particularly prevalent in inhabitants of Italy and Greece,
the highest prevalence of the carrier state being found in
Sardinia (34%), the delta region of the Po river near Ferrara
(20%) and Sicily (10%). The prevalence of the carrier
state of B-thalassemia in other parts of the world does not
seem to be low and there are data which suggest that the
condition is not infrequent;** in addition, clusters of the
condition in Mexico with up to 15% prevalence have been
identified,>¢ with data which suggest that -thalassemia
genes in some places are autochthonous® and in others
imported from the Mediterranean area.® Concerning o
thalasssemia in México, the information is even more
scant: a thalasssemia has been found to be responsible
for 1% of the hypochromic microcytic anemia in México,
this figure being about one half of that of $-thalassemia.*
The thalassemic syndromes may result in red blood cell
hypochromia and / or microcytosis with or without anemia,
conditions that can mimic iron-deficiency states.! In geo-
graphic areas where both conditions are common, routine
markers useful in their differential diagnosis are necessary.
We report herein on the nosographic performance of the
red cell distribution width (RDW) as a single presumptive
marker for the diagnosis of thalassemia.

MATERIAL AND METHODS

Blood samples from 500 consecutive individuals identified
in Laboratorios Clinicos de Puebla, with red blood cells
showing either hypochromia (MCH<24 pg) or micro-
cytosis (MCV <75 fl in women or <80 fl in man), with or
without anemia, were prospectively accrued in the study
along a 16 month-period. Written informed consent was
obtained from all individuals.

Laboratory tests

a) Routine red blood cell analysis

Values for hemoglobin (Hb), hematocrit, red cell counts,
mean corpuscular volume (MCV), mean corpuscular he-
moglobin (MCH), and red cell distribution width (RDW)
were measured in all subjects in an automated hematology
analyzer (Hmx® Beckman Coulter).

b) Assessment of the zinc-protoporphyrin (ZPP) complex

PPZ levels were determined in all samples with the Pro-
toFluor ® Reagent Kit (Helena Laboratories) following
the instructions of the manufacturer. Results greater than

the cut-off level of 80 mmol ZPP/mol heme were used to
define iron deficiency.

¢) Quantification of Hemoglobin A, (HbA,)

In all samples in which iron deficiency was excluded (PPZ
levels below 80 mmol/mol heme), the quantification of
HbA, was performed by ionic exchange column chro-
matography using the commercial B-Thal HbA  Quick
Column Kit® (Helena Laboratories) according to provided
instructions. Levels of HbA  above 3.8% were considered
as indicative of B-thalassemia.

d) DNA extraction

High molecular weight DNA was extracted from the sam-
ples remaining after exclusion of -thalassemia according
to standard protocols.”

e) Detection of a gene mutations and deletions

The genotype —a*? was determined with primers described
in 8. The corresponding PCR conditions are outlined in
(9). The genotype —a>7 was analyzed (10) and homozygous
cases were confirmed with the help of a multiplex PCR
(11). Additional deletional a-Thal (aSt4, a™Al a20-5 gMED
a™) included in this multiplex PCR were also screened
for." Non-deletional a-Thal mutations (a2teh, a2Nee, gTSaudi,
a_ M) were searched by selective amplification'? and a2'rh
mutations were confirmed by direct sequencing.'?

f) Statistical analysis

Mean values of the different parameters in the three groups
were compared with the use of the 7 test for non-paired
observations. Sensitivity, specificity, relative risk and odds
ratio of several parameters for the identification of patients
with thalassemia were estimated in contingency tables.
Recievers Operating Characteristics (ROC) curves were
estimated for MCV, MHC and RDW with the aid of the
MedCal® software. Significant differences were considered
when a was less than 0.05.

RESULTS

Patients’ distribution

Out of the 500 consecutive cases with red blood cell either
hypochromia or microcytosis, 394 (78.8%) were found to
have iron deficiency, 48 cases (9.6) had thalassemia (37
cases of P-thalassemia and 11 cases of a thalassemia),
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whereas in 58 cases (11.6%) a definite diagnosis could
not be established.

Red cell features

The values of hemoglobin MCV, MHC, RDW, PPZ and
HBA, obtained in the three groups of patients are sum-
marized in table 1. Most striking was the finding that the
values of the RDW, but not those of the MCV and MHC,
were significantly different in the iron deficiency group
than in the thalassemia patients. As expected, hemoglo-
bin values were significantly lower in the iron deficiency
group, both in the female and the male patients, than in the
a or (3 thalassemia subjects. Inasmuch as the elevation of
the PPZ complex was used as one of the diagnostic criteria
for iron deficiency, its mean value was, as expected, much
higher in this group.

Table 2 shows the sensitivity and specificity of the
RDW values to discriminate patients with thalassemia,
at three different cutoff levels, and figure 1 depicts the
corresponding ROC curve. The individual association of
low RDW values with thalassemia, either o or {3, is reflec-
ted in the 2 values and the figures of the relative risk and
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Figure 1. ROC Curve displaying the nosographic performance of
the RDW for the diagnosis of thalassemia at three different cutoff
values (see Table 2)

odds ratio at all three cutoff values. None of the other red
cell parameters that were analyzed (Hb, MCV or MCH),
even approximated acceptable values of sensitivity and
specificity (data not shown).

Table 1. Salient features of the red blood cells in the individuals identified with iron deficiency, -thalassemia and a-thalassemia

Parameter Iron Deficiency p* B-Thalassemia p** a-Thalassemia
Hemoglobin, g/dL 9.56 + 1.98§ 9.36E-16 12.04 +1.45 ns 12.62 +2.05
MCV, fL 66.82 + 5.67 ns 66.22 + 4.09 0.00225 71.48 £4.72
MHC, % 20.71 +£2.49 ns 20.68 + 1.43 0.00646 22.69 +2.17
RDW,% 19.07 + 3.48 1.53E-32 15.11 £ 1.09 ns 14.34 +2.03

ZPP, mM 156.82 + 52.55 3.48E-69 58.92 + 16.72 4.27E-15 42.45 +12.01
HBA, % 4.97 +0.81 7.75E-03 2.66 £ 0.40
§Results are expressed as mean * standard deviation.

p values obtained by the ¢ test

p* Iron deficiency versus all thalassemias

p** b-thalassemia versus a-thalassemia

ns = non significant
Table 2. Nosographic performance of RDW for the diagnosis of Thalassemia

Cutoff Sensitivity, % Specificity, % % vates) P (x?) Relative Risk Odds Ratio
Value

RDW < 15.7 83.3 90.52 157.81 <1.0e-8 23.78 47.76
RDW < 16.0 87.5 89.7 164.8 <1.0e-8 30.87 61.46
RDW < 16.2 91.6 86.8 151.18 <1.0e-8 39.92 72.73
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DISCUSSION

It is known that the most frequent cause of anemia as the
primary complain in México is iron deficiency, which
represents 69.6% of patients;*!* moreover, iron deficiency
anemia represents 6% of all patients studied and treated at
our institution.'*!> In the present study, perhaps because
individuals with or without anemia were accrued, iron
deficiency anemia represented up to 78.8% of all cases of
microcytosis and/or hypochromia. We also found that the
thalassemic syndromes accounted for almost 10% of such
cases and that -thalassemia was at least three times more
frequent than a-thalassemia in this sample. It is important
to mention that types of a-thalassemia other than the ones
that we have searched for in this paper may account for
some additional cases of thalassemia, that were included
in the subset of individuals in which a definite diagnosis
could not be established; hence, it is possible that we
may be underestimating the prevalence of a-thalassemia
in this study. Nevertheless, it is evident that either o or §
thalassemia is not an infrequent condition in our population
and therefore, a reliable surrogate marker for its detection
might prove useful in the routine clinical setting.

The analysis of the nosographic performance of the
RDW values resulted in high levels of sensitivity and
specificity for the correct identification of patients with
either a or B-thalassemia. The relative risk values for the
different cutoff points of the RDW should be interpreted
as the number of times that the probability of thalassemia
in an individual fulfilling the criterion (RDW < cutoff)
increases in comparison to an individual not fulfilling it;
while the value of the odds ratio is a measurement of the
information gain in terms of times. Taken altogether, these
figures suggest that the value of the RDW is a reliable
marker of thalassemia in individuals with microcytosis
or hypochromia. As with most diagnostic procedures, if a
stringent cutoff value is used, the finding becomes highly
specific but not as sensitive and, conversely, if the decision
is based in a higher cutoff level, the test gains in sensitivity
but sacrifices specificity.

In the routine clinical setting, the RDW might be used
at the 16.2% cutoff level as a screening procedure for
thalassemia. This should identify correctly more than 9
out of 10 patients actually having thalassemia, while it
will become an indication for unnecessary further testing
in less than 15% of subjects not having thalassemia. This

predictive value might prove very useful in situations
where confirmatory tests for thalassemia are not readily
available, such as in many communities of developing
countries, but also might be suitable to rule out thalasse-
mia in other scenery. In a study informed from the United
States, there are data showing that the most frequent cause
of anemia in the general practice, the “common anemia”
is thalassemia, since 3- added to a-thalassemias are more
frequent than iron deficiency anemia;'¢ hence, a simple
routine test with a reliable predictive value could prove
useful for decision making.
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Henry G Kunkel y el mieloma multiple
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RESUMEN

La historia del estudio del mieloma multiple se remonta a mediados del siglo XIX con la descripcién de los primeros pacientes con la
enfermedad. A partir de ese momento sobrevino una revolucién en las areas de la Medicina, Inmunologia y Quimica que trajo consigo
el descubrimiento de la estructura de las proteinas, novedosas técnicas de laboratorio y con ello, un hallazgo magistral por Henry Kunkel
que cambid radicalmente la concepcion que prevalecia sobre la fisiopatogenia del mieloma. El presente trabajo precisa los sucesos que
llevaron a dilucidar la estructura quimica de las proteinas secretadas por células plasmaticas malignas.

Palabras clave: mieloma multiple, historia, Henry Kunkel, células plasmaticas malignas.

ABSTRACT

Multiple myeloma'’s history begins in the first half of the XIX century with the description of the first patients with the disease. Since that
moment, a veritable revolution took place in the fields of medicine, immunology and chemistry, which brought about the discovery of the
proteins’ structure, brand new laboratory techniques and a masterly discovery by Henry Kunkel, which radically changed the prevalent
conception about myeloma'’s physiopathogeny. We herein present with detail the events that lead to the elucidation of the chemical structure

of malignant plasma cells’ secreted proteins.

Key words: Multiple myeloma, history, Henry Kunkel, malignant plasma cells.

o creemos que haya habido, hubiera o fuera

a haber una historia del mieloma multiple en

que no se pondere el importante papel que tuvo
Henry George Kunkel en la resolucion de este complicado
acertijo de la Naturaleza. Esta revision ofrece un breve
panorama de los inicios del estudio del mieloma multiple
a mediados del siglo XIX, el surgimiento de la inmunolo-
gia moderna en el siglo XX y los clarividentes hallazgos
de Henry Kunkel sobre las proteinas del mieloma y los
anticuerpos.
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ANTECEDENTES

Quiza los dos casos més famosos de mieloma multiple, y
a partir de los cuales surgio el interés por investigar la en-
fermedad, corresponden a una mujer y un hombre durante
la quinta década del siglo XIX. En 1844, Samuel Solly
publico, en Medical and Chirurgical Transactions of Lon-
don, las caracteristicas del padecimiento conocido como
“mollities ossium” en dos de sus pacientes; describid con
detalle y precision las manifestaciones clinicas de ambos.'
Una era Sarah Newbury, una mujer de 39 afios de edad.
El mismo Solly aseguré que la mujer tenia una apariencia
contenta y, salvo por su delgadez extrema, era por demas
sana. Sarah refirio pérdida de fuerza desde tres afios antes,
aunque soélo declaro tener dolores reumaticos particular-
mente notorios en los pies. El cuadro fue agravandose, a
tal grado que solo lograba sostenerse en pie con su pierna
izquierda y caminar asistida. Un dia, su marido intentd
cargarla desde su sala de chimenea hasta su cama y en ese
momento tuvo una sensacion tan extremadamente doloro-
sa, que refirid haber sentido que sus caderas se rompian en
mil pedazos. Tres aflos mas tarde, Solly acudi6 a casa de
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Sarah y reportd que la mujer tenia multiples alteraciones
oOseas en la columna, las costillas, las claviculas y el torax.
La paciente fue deteriorandose progresivamente hasta el
dia de su muerte, la cual se atribuy? a asfixia. Durante la
necropsia se realizo el estudio de médula 6sea, que evi-
dencio la existencia de una sustancia grumosa color rojo
carmesi. Este tltimo hallazgo coincide con el encontrado
en Thomas Alexander McBean, un comerciante de 45 afios
que era tratado desde 1843 por el Dr. Thomas Watson,
debido a fatiga que le obligaba a detenerse al caminar e
inclinarse hacia el frente para retomar el aire y, ademas,
también tenia poliuria. Dos afios mas tarde consulté al
Dr. Macintyre en Harley Street (desde entonces y hasta
ahora la calle mas representativa de la medicina privada
londinense), quien optd por tomar una muestra de orina
que le hizo llegar al prestigioso patélogo y quimico Henry
Bence-Jones, quien determind sus caracteristicas.” Esta
muestra poseia alta densidad, era opaca y ante la adicion
de acido nitrico producia un precipitado que tenia la pecu-
liar caracteristica de ser capaz de disolverse con el calor y
volverse a formar al enfriarse. Finalmente, concluy6 que
la proteina hallada en la muestra era “deutéxido hidratado
de albumina” y que la cantidad de esa sustancia era pro-
porcional a la cantidad de albumina en la sangre sana.* El
paciente murid en 1886, extenuado luego de martirizantes
jornadas con la enfermedad. La causa de la muerte fue
registrada como: atrofia por albuminuria.* Si bien estos
casos son ampliamente reconocidos, cabe resaltar el que
describiera en 1873 J. von Rustizky, a quien se atribuye
el acuiiamiento del término mieloma multiple. Mientras
trabajaba en el Instituto del profesor von Recklinghausen,
von Rustinzky describio en la necropsia de un hombre de
47 afos, ocho tumores rojizos y de consistencia suave.’
El paciente tenia antecedentes de oftalmoplejia, fracturas
y tumores en las costillas, manubrio esternal y vértebras
toracicas que protruian hacia el canal medular.

El caso mejor descrito y mas famoso de la enfermedad
corresponde al reportado por el checo Otto Kahler en
1889.¢ Fue asi que se establecio el eponimo de enferme-
dad de Kahler (correspondiente a mielomatosis multiple).
Kahler, quien colaborara con Duchenne y Charcot en
Francia, describi6 el caso de un paciente (curiosamente,
también médico, el Dr. Loos), quien presentaba constante-
mente dolor 6seo localizado en las costillas, la espina
dorsal, los hombros y las claviculas y que se exacerbaba
con el ejercicio y con movimientos discretos. Kahler

advirtid, ademas, caracteristicas de la orina similares a
las encontradas por Bence-Jones. Loos murid ocho afios
después del inicio de los sintomas. La necropsia reporto
la existencia de multiples tumores de color rojo grisaceo
en las costillas y vértebras toracicas, y en células largas y
redondeadas, congruentes con mieloma multiple.

El inicio de la inmunologia moderna
En 1890 Emil Behring y Shibasaburo Kitasato descu-
brieron la seroterapia con suero de conejos inmunizados
contra tétanos y difteria.”” Un afio después, en la noche de
Navidad, se efectuo la primera aplicacion de la serotera-
pia a un niflo con difteria. Esto le vali6é a Behring recibir
un titulo nobiliario (el von precediendo su apellido) y el
primer premio Nobel de Fisiologia o Medicina (1901). El
experimento de Kitasato y Behring es unico en su género
por dos razones: /) mostr6é que la resistencia a enferme-
dades microbianas puede ocurrir a través del poder del
suero; y 2) demostro la inmunidad pasiva; por ejemplo,
la adquisicion de resistencia a patogenos mediante la
transferencia de esa propiedad proveniente de un donador
inmunizado. El experimento, por lo demas, abrid de par
en par la puerta a la inmunologia moderna, al proveer un
sustrato concreto de estudio, que aunque de estructura
quimica atn desconocida, al menos estaba ahi expectante,
en la sangre, en el suero. Ese mismo afio, el médico Paul
Ehrlich lleg6 a la conclusion de que cuando dos toxinas
diferentes (ricina y abrina) se administran a animales de
experimentacion se originan dos antikérper diferentes
e introduce asi este término —anticuerpo- que contintia
utilizandose hasta la fecha.®

El mismo Ehrlich, en 1900, present6 ante la Royal
Society de Londres su sorprendente teoria de las cadenas
laterales, en la que los anticuerpos vienen siendo estructuras
proteicas membranales preformadas, que al ser selecciona-
das (no inducidas) por el antigeno, aumentan su sintesis
vertiéndose en exceso en el suero.’ Si bien fue la primera
teoria sobre la formacion de anticuerpos, ésta tuvo muchos
detractores entre sus contemporaneos. Asi y todo, Ehrlich
obtuvo el premio Nobel de Fisiologia 0 Medicina en 1908,
por sus multiples aportaciones a la Inmunologia.

La Inmunoquimica

Aunque la Inmunologia aun se encontraba en sus albores,
fue una de las primeras disciplinas bioldgicas que adquirid
formalmente un soélido apoyo en la quimica. En 1907,
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Svante Arrhenius (premio Nobel de Quimica en 1903) acu-
16 el término de inmunoquimica para referirse a la union
de la quimica con la inmunologia biomédica, ciencia que
perduraria unos 50 afios obsesionada por la reaccion anti-
geno-anticuerpo.'® Arrhenius no estaba del todo de acuerdo
con la insistencia de Ehrlich en el contorno molecular y,
en cambio, proponia que los antigenos y anticuerpos se
combinaban mediante una forma de union electrostatica
coloidal. Creia que la unién antigeno-anticuerpo compartia
semejanzas con la interaccion de acidos débiles con bases.
Este precursor fisicoquimico, cuyos experimentos fueron
muy sonados en la época —a pesar de tener fundamentos
erroneos- introdujo a la inmunoquimica aspectos termo-
dinadmicos, las constantes de equilibrio, los coeficientes
de viscosidad y otros parametros cuantitativos con lo que
no s6lo unieron, sino que literalmente fusionaron, a la
quimica con la inmunologia.

La saga la continué Karl Landsteiner (premio No-
bel de Fisiologia o Medicina en 1930), quien midio
cuidadosamente la especificidad de las reacciones antig-
eno-anticuerpo a compuestos sintéticos, con variaciones
tan sutiles que disiparon toda duda sobre la exquisita
especificidad de las mismas. Landsteiner descubri6 las
funciones de los haptenos y el efecto acarreador (carrier
effect)."" Con sus experimentos logr6 dar a la idea de an-
tigenicidad una contraparte material que era propia de la
especificidad de los anticuerpos.

En esta época prevalecia la idea de que sélo las pro-
teinas, y acaso también las glicoproteinas, eran las unicas
estructuras quimicas capaces de despertar la produccion de
anticuerpos ya que esto jamas sucedia cuando se inmuniza-
ban animales con azucares. Sin embargo, en 1923 Michael
Heidelberger y Oswald T Avery, mientras estudiaban al
polisacarido del pneumococo, descubrieron lo contrario;'?
demostraron que los polisacaridos eran antigénicos y, mas
ain, inmunogénicos.

Pero la Inmunologia, que por todo el primer cuarto del
siglo XX habia sido considerada una disciplina médica con
claras aspiraciones terapéuticas, lleg6 a convertirse, al final
de la década de 1920, en una mina de oro de investigacion
para los quimicos. La quimica coloidal se encontraba en su
cenit de popularidad, aunque ya se iniciaban las nociones
sobre enlaces polares e hidrofilicos. De importancia capital
sobre esto ultimo fue el modelo atdbmico de Niels Bohr,
con su imagen de capas de electrones que introdujo la
idea de electron-valencia.

En la siguiente década, el médico inglés John R Marrack
propuso, en 1934, que las fuerzas hidrofilicas (enlaces o
puentes de hidrégeno) eran las responsables de la union
antigeno-anticuerpo. Mas aun, describid que si los antig-
enos y algunos anticuerpos en particular pudieran tener
una valencia mayor a la unidad, se lograrian explicar sat-
isfactoriamente varios enigmas inmunoldgicos, como la
floculacion, precipitacion y solubilidad de los complejos
antigeno-anticuerpo en zonas de exceso de antigeno o de
anticuerpo. Su hipotesis, basada en el modelo del atomo
de Bohr, combati6 a la ya para entonces herida de muerte,
pero atn prevalente, teoria coloidal y al consenso general
de que los anticuerpos eran monovalentes.'

Los siguientes anos fueron enteramente de avances tec-
noldgicos que brindaron a la inmunoquimica cierta certeza
sobre la naturaleza fisica del anticuerpo, y todo esto se
dio en Escandinavia. En el intervalo entre las dos guerras
mundiales, Theodor Svedberg, en Suecia, estamp6 el sello
de creatividad en la tecnologia quimica. Obtuvo el premio
Nobel de Quimica en 1926 y es conocido, principalmente,
por haber sido el inventor de la ultracentrifuga.'* De hecho,
los coeficientes de sedimentacion se miden en unidades
Svedberg (S) en su honor. De 1925 a1932 Svedberg tuvo
como alumno y, posteriormente, intimo colaborador a Arne
Tiselius, que a su vez obtuvo su premio Nobel de Quimica
en 1948 por el descubrimiento de otro método analitico:
la electroforesis.’> Un discipulo de Heidelberger, Elvin
Kabat, realizé una estancia post-doctoral con Tiselius,
en Uppsala, Suecia. Esta relacion tuvo como resultado el
descubrimiento de extraordinarias y novedosas técnicas de
separacion fisica de anticuerpos de entre todas las proteinas
del suero, como el isoelectroenfoque y la inmunolectro-
foresis de dos dimensiones. Tiselius y Kabat sometieron
a electroforesis el suero de conejos inmunizados con
albumina de huevo y demostraron que la actividad de an-
ticuerpo se encontraba en el tercer pico del desplazamiento
electroforético de las proteinas, también conocido como
pico gamma, por lo que muy pronto a los anticuerpos
se les denomind gammaglobulinas.' Cuando se llegd a
conocer que ciertas globulinas del pico gamma no eran
anticuerpos se introdujo el nombre de inmunoglobulinas
generando asi el término IgG (inmunoglobulina gamma).
El analisis por ultracentrifugacion establecid que las ga-
mmaglobulinas tenian un coeficiente de sedimentacion de
7S, con un peso molecular de cerca de 150,000 daltons. Sin
embargo, no todos los anticuerpos estin en esta categoria.
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A los que migraban mas rapidamente al pico beta se les
llamo, primeramente, $-2-macroglobulinas de yM, ahora
conocidas como IgM (inmunoglobulina macro). Estas
tienen un coeficiente de sedimentacion de 19S, con un peso
molecular aproximado de 900,000 daltons. También se en-
contraron cambios en el patron electroforético del suero a
lo largo de un periodo de inmunizacién. Asi, con la primera
exposicion a un antigeno se iniciaba la formacion de IgM
que disminuia después de unos dias, al tiempo que la [gG
aumentaba. Los subsecuentes contactos con el antigeno
tipicamente producian una misma respuesta IgM pero
inmediatamente después aparecia mayor cantidad de IgG,
de ahi el término “booster shot” (dosis de recuerdo).

Un hallazgo de particular importancia en las investiga-
ciones de Tiselius y Kabat fue que los anticuerpos no eran
uniformes ni en sus cargas eléctricas ni en sus coeficientes
de sedimentacion, lo que resultd ser el primer indicio de
la heterogeneidad fisica de los anticuerpos.

En 1950, Tiselius recibio a quien llegaria a ser el padre
de la inmunologia clinica moderna, el Dr. Henry Kunkel,
proveniente del Rockefeller Institute for Medical Research
(hoy Rockefeller University) (Figura 1), quien llegd a Upp-
sala para realizar una breve estancia de investigacion.

Henry George Kunkel

Henry G Kunkel nacié en la ciudad de Nueva York el 9
de septiembre de 1916 y muri6 a la edad de 67 afios en la
Clinica Mayo en Rochester, Minnesota, el 14 de diciembre
de 1983 después de una cirugia vascular periférica.

Figura 1. Instituto Rockefeller para la Investigacion Médica. Fun-
dado en 1901 por John D. Rockefeller. Desde 1965, cambid su
nombre a Universidad Rockefeller al expander su mision incluyendo
a la educacién. Veintitrés premios Nobel han sido entregados a
miembros de la Universidad.

Kunkel, quien sin duda se encuentra entre los mejores
cientificos biomédicos e investigadores clinicos de su
tiempo, era hijo de Louis Otto Kunkel, un distinguido
fitopatdlogo del Rockefeller Institute for Medical Re-
search, miembro de segunda generacion de la Rockefeller
University. En 1953 lleg6 a ser miembro titular y profesor
de Inmunologia de la universidad y fue editor del Journal
of Experimental Medicine desde 1965 hasta su muerte.

Tras haberse graduado como médico en Johns Hopkins,
trabajo brevemente en el Bellevue Hospital en Nueva
York y, en 1942, se alisté en la Marina de Estados Uni-
dos (Figura 2). Durante la invasion de Italia por Estados
Unidos, recibia incesantemente a marinos con hepatitis
con lo que adquirié una vasta experiencia en el estudio
de esta enfermedad. A su regreso en 1945, ingres6 en el
Rockefeller Institute and Hospital en Nueva York y, dada
su experiencia acumulada durante el periodo de guerra, fue
asignado al programa de hepatitis infecciosas de la marina,
cuyo laboratorio era dirigido por Charles Hoagland. Si
bien Kunkel se interesaba por estudiar el aspecto clinico
de las hepatopatias, eran las anormalidades bioquimicas
las que realmente capturaban su atencion.!”!%1°

Kunkel se convirtio en el jefe del laboratorio al mo-
rir catastr6ficamente Hoagland. En colaboracién con
H. Ahrens describio, por vez primera, la cirrosis biliar
primaria®® y, por su cuenta, un sindrome especifico de
mujeres jovenes que comprendia la presencia de artritis,
enfermedad hepatica y caracteristicamente hipergamaglo-
bulinemia. Atn sabiendo que causaba enorme vergiienza
y pena a Kunkel, habia quienes llamaban carifiosamente a
las pacientes “las chicas de Kunkel”. Su creciente fijacion
por las proteinas le inspiraron la creacion de la Unidad de
Metabolismo Proteico.

Figura 2. Henry G. Kunkel. Fotografia tomada alrededor de 1940
durante su estancia en la Marina de EUA.
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Su afio en Uppsala con Arne Tiselius fue un parteaguas
en su carrera. Ahi descubri6 su instinto por el buen uso de
las herramientas y la tecnologia. De hecho, asimil6 toda la
metodologia del laboratorio de Tiselius y llegé a hacerla
suyay, en ocasiones, a modificarla para hacerla mas efec-
tiva o con mejor rendimiento para sus propdsitos, como la
electroforesis en papel que mejoro primero con almidén y
posteriormente con celulosa como sustrato.?!

Kunkel era conocido en la Universidad por el empleo
de material clinico para utilizarlo en investigacion basica
sobre problemas inmunologicos, pero pronto retribuia el
favor recibido con el desarrollo de técnicas inmunologi-
cas para el diagnéstico de enfermedades. A su regreso
de Suecia, tenia en mente como resolver el analisis de la
estructura de los anticuerpos. Como ya hemos mencio-
nado, su estudio resultaba sumamente complejo debido a
su heterogeneidad, lo que hacia que el planteamiento de
estudios analiticos con moléculas homogéneas fuera prac-
ticamente imposible. En 1951 realizé un descubrimiento
de gran cabida y enorme alcance: en ese tiempo se consi-
deraba que los pacientes con mieloma multiple secretaban
productos derivados de las células malignas. En una serie
de experimentos de asombrosa simplicidad, empleando la
técnica de inmunoprecipitacion en fase sélida descrita por
Orjan Ouchterlony en 1948, demostrd que la elevacion de
proteinas en el suero de pacientes con mieloma multiple
estaba relacionada con las gammaglobulinas normales.?
Este hallazgo brind6 a los inmunoquimicos la posibilidad
de estudiar moléculas homogéneas para analizar y com-
parar e hizo posible, a la postre, la identificacion de las
clases de anticuerpos, las cadenas de inmunoglobulinas,
sus genes y sus regiones constantes y variables.

En 1955 Kunkel y su grupo descubrieron que las protei-
nas del mieloma diferian antigénicamente y desarrollaron
el concepto de marcadores individuales de antigenicidad
especifica.?® Cuatro afnos después, su alumno Gerald
Edelman inici6 la caracterizacion de la estructura quimi-
ca de los anticuerpos,’ que culminé con un trabajo mas
desarrollado y definitivo que aparecio en 1961,% firmado
por el propio Edelman y Miroslav Poulik. El problema de
la heterogeneidad de los anticuerpos lo tenian resuelto, a
priori, gracias a los hallazgos de su tutor: emplearon pro-
teinas monoclonales de pacientes con mieloma multiple.
De hecho, al afio siguiente, Edelman y su alumno Joseph
A Gally, siempre en el laboratorio de Kunkel, demostraron
que las proteinas urinarias de Bence-Jones eran en realidad

las cadenas de bajo peso molecular de las proteinas del
mieloma,? con lo que resolvieron el misterio que se habia
iniciado en 1845. Edelman compartio el premio Nobel de
Fisiologia o Medicina en 1972 con el britanico Rodney
Porter por sus investigaciones sobre la estructura quimica
de los anticuerpos.

En 1963, Kunkel, Mannik y Williams encontraron que
los anticuerpos humanos dirigidos contra tres diferentes
antigenos eran, por si mismos, antigénicamente unicos
en conejos;?’ por ejemplo, los anti-anticuerpos del conejo
solo reaccionaban con los anticuerpos de una persona en
particular. No eran capaces de reaccionar con anticuerpos
dirigidos contra el mismo inmundgeno aislados de diferen-
tes personas; por tanto, los idiotipos (término acunado por
el francés Jacques Oudin) son especificos de cada clona
por lo que los hallazgos de 1955 en mieloma podrian ex-
pandirse ahora a todas las inmunoglobulinas.

Ciertamente hubo muchos mas investigadores que parti-
ciparon en la historia del mieloma multiple® pero creemos
que los trabajos de Kunkel y su grupo fueron de particu-
lar relevancia para definir la naturaleza de las proteinas
secretadas por células plasmaticas malignas. Quedaban
atn muchos datos por aclarar, pero los principios estaban
establecidos y, lo que es mas, confirmados.

Los trabajos de Kunkel fueron los cimientos para dos
teorias que revolucionaron la inmunologia y de una técnica
que ha tenido un enorme impacto en el laboratorio clinico y
de investigacion y, mas recientemente, en la terapéutica. La
percepcion de Kunkel que las proteinas del mieloma (los
productos monoclonales de células plasmaticas malignas)
eran el equivalente de anticuerpos normales producidos
por células plasmaticas normales demostrd que la teoria
de seleccion clonal de Frank Macfarlane Burnett (premio
Nobel de Fisiologia o Medicina en 1960) era correcta.?®
Laidentificacion de la especificidad antigénica individual
de los anticuerpos o idiotipos que, por definicién son
autoinmunogénicos, fue la base de la teoria de la red de
regulacion inmune de Niels Kaj Jerne (premio Nobel de
Fisiologia o Medicina en 1984).% Finalmente, sus hallaz-
gos proporcionaron a la postre a George Jean Franz Kdhler
y César Milstein las herramientas y abordajes necesarios
para la tecnologia de los anticuerpos monoclonales®® que
les vali6 el premio Nobel de Fisiologia o Medicina en
1984, que compartieron con Niels K Jerne.

Al repasar todos estos logros, uno debe reflexionar
sobre el papel preponderante del paciente —el paciente con
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mieloma, cuya expansion monoclonal de células secretoras
de anticuerpos proporciond el material experimental, las
proteinas del mieloma, que condujeron a una de las mas
importantes contribuciones basicas de la Inmunologia, la
estructura quimica de los anticuerpos.
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Marcadores moleculares de los sindromes mieloproliferativos

Morelis Navarro Vazquez*

RESUMEN

Las neoplasias mieloproliferativas son un conjunto de enfermedades caracterizadas por la presencia de re-arreglos genéticos o mutaciones
somaticas en los genes que codifican para proteinas o receptores que estan en relacién con la actividad proteica cinasa en la tirosina,
como el BCR/ABL, JAK 2 y RFCDP 1, confiriéndole ventaja proliferativa y superviviencia al clon neoclasico mieloide de cualquiera de sus
tipos granulocitico, eritroide 0 megacatiocitco. La leucemia mieloide crénica se caracterizada por la coexistencia de t(9;22) o cromosoma
Filadelfia, cuyo marcador molecular es suficiente para que se inicie esta enfermedad y el cual puede utilizarse para la investigacion de
enfermedad minima residual posterior a la terapia con blanco en la proteina quimérica resultante.

Palabras clave: marcadores moleculares, sindromes mieloproliferativos, neoplasias mieloproliferativas, BCR/ABL, JAK 2, RFCDP 1.

ABSTRACT

Myeloproliferative neoplasms are a group of diseases characterized by the presence of genetic re-arrangements or somatic mutations in
the genes coding for proteins or receptors that are related to the activity protein tyrosine kinase such as BCR / ABL, JAK 2 and RFCDP
1, conferring proliferative and survival advantage to myeloid neoclassical clone whatever type granulocytic, erythroid or megacatiocitco.
Chronic myeloid leukemia is characterized by the coexistence of t (9; 22) or Philadelphia chromosome, which marker is sufficient to start the
disease and which can be used for the investigation of minimal residual disease after therapy with white the resulting chimeric protein.

Key words: molecular markers of myeloproliferative syndromes, myeloproliferative neoplasms, BCR / ABL, JAK 2 RFCDP 1.

os sindromes mieloproliferativos fueron descritos

inicialmente, desde el punto de vista clinico e his-

tologico, por William Dameshek en 1951, como
sindromes caracterizados por la presencia de panmielosis.!
Mas tarde, en 2008, la Organizacion Mundial de la Salud
los caracterizé como neoplasias mieloproliferativas y los
definié como un conjunto de padecimientos con prolife-
racion de un clon hematopoyético (al menos una linea:
granulocitica, eritrioide o megacariocitica), con altera-
ciones minimas en la maduracion.?
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En los ultimos afos, el empleo de técnicas citogenéticas
y moleculares ha permitido explicar la patogénesis de estos
trastornos por la deteccion de re-arreglos moleculares y
mutaciones que promueven constitutivamente la actividad
cinasa en la tirosina de las proteinas de las vias de sefali-
zacion intracelular, confiriéndole una ventaja proliferativa
y de superviviencia al clon neoplasico.?

La leucemia mieloide cronica fue la primera de estas
enfermedades en la que se observo una correlacion directa
entre la existencia de un oncogen quimérico y la aparicion
de la enfermedad.* Posteriormente, el descubrimiento en
2008 de nuevas alteraciones moleculares, como las muta-
ciones somaticas del JAK2 (mutacion V617F y del exon
12), permiti6 aclarar el papel preponderante que juega dicha
alteracion en la patogénesis del resto de las neoplasias mie-
loproliferativas: policitemia vera, trombocitemia escencial
y mielofibrosis, aun cuando no pueda considerarse como
marcador especifico de ninguna de ellas.

El conocimiento de estas mutaciones ha permitido su
empleo con fines diagnosticos, en la clasificacion, como
blanco y monitoreo terapéutico.*¢
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La leucemia mieloide cronica

Ha sido clasicamente descrita como una enfermedad trifa-
sica por presentar en su evolucion: una fase cronica inicial,
caracterizada por esplenomegalia, proliferacion mieloide
con varios grados de maduracion de los neutrofilos, menos
de 20% de basofilos y menos de 10% de blastos; una fase
intermedia o fase acelerada que cursa con un incremento
de los blastos (10-19%), trombocitosis o trombocitopenia
resistentes al tratamiento y, finalmente, una fase blastica
o crisis blastica, caracterizada por mas de 20% de blastos
linfoides o mieloides.” Al diagnodstico 95% de los casos
tiene la t(9;22)(q34;q11.2) que da origen a un cromosoma
nuevo, el cromosoma Philadelphia, descrito por Nowell
y Hungerford en 1960. Este cromosoma es el producto
de la traslocacion balanceada y reciproca entre el gen
ABLI (cromosoma 9) y el gen BCR (cromosoma 22).8
El gen ABLI pertenece a la familia de los receptores con
actividad cinasa en la tirosina y el BCR presenta multiples
dominios funcionales, involucrados en la oligomerizacion
y en la actividad cinasa en serina o treonina y otras. Los
re-arreglos de fusion mas frecuentes son el b2a2 o el b3a2,
cuyos trascritos proteicos tienen un peso molecular de 210
KDal y un transcrito alternativo que ocurre en una region
menor y que produce uno de 190 KDal’. El producto de
estas fusiones es capaz de producir la transformacion
maligna, ya que dicha alteracion localiza al BCR/ABL
en el citoesqueleto lo que hace que aumente la actividad
cinasa en la tirosina por el ABL a través de las vias de
sefializacion (RAS, RAF, STAT y otras).*!°

El conocimiento de estos mecanismos permitio el de-
sarrollo de potentes inhibidores de la actividad cinasa en
la tirosina por el BCR/ABL y, con ello, frenar el proceso
de leucemogénesis, manteniendo al paciente en una fase
cronica controlada.''?

Los transcriptos de ARN pueden determinarse por la
reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa
reversa (RT-PCR) y cuantificarse por PCR en tiempo real
(Q-PCR). Ello permite su utilizacion en el diagndstico y
en el monitoreo de la terapéutica inhibidora de la actividad
cinasa de la tirosina (TKI) del BRC/ABL."

Policitemia vera

como una panmielosis con esplenomegalia, predisposicion
a trombosis arterial-venosa, mielofibrosis y evolucion a
leucemia aguda. En 1903 Osler la diferencio del resto

de enfermedades mieloproliferativas por la presencia de
eritrocitosis.>® Desde el afio 2005 se ha atribuido su desa-
rrollo, en 95% de los casos, a mutaciones somaticas en el
gen de las proteinas Janus (JAK), las cuales desencadenan
auto-fosforilacion constitutiva de las vias mediadas por las
proteinas JAK-STAT.*!* La mutacion somatica resulta en
un cambio de nucleodtido G-C por T-A en el exon 14 del
JAK?2 en la posicion 1.849, lo cual produce la sustitucion
de una valina por una fenilanina en el codéon 617, ocu-
rriendo en el dominio pseudocinasa JH2 y produciendo
auto-fosforilacion, por liberacion de la auto-inhibicion,
relacionada con el dominio JH1. La mutacion clonal en
estado heterocigoto u homocigoto confiere ventajas pro-
liferativas, con independencia de factores de crecimiento,
como la eritropoyetina.!>!¢ El estado heterocigoto se co-
rrelaciona con concentraciones elevadas de hemoglobina
y prurito acuifero; y el estado homocigoto favorece el
perfil hiperproliferativo, leucocitosis, esplenomegalia y
requerimiento de terapia cito-reductora. Las mutaciones en
el exén 12 del JAK2: N542-E543 del, F537-K539delinsL,
KS539L y la H538Q-K539L, descritas en el afio 2007, se
asocian especificamente con policitemia vera o con eri-
trocitosis aisladas asociadas con concentraciones séricas
bajas de eritropoyetina, especialmente en jovenes.!”

La trombocitemia escencial

Es la neoplasia mieloproliferativa que involucra principal-
mente la linea megacariocitica. Fue descrita por Epstein 'y
Goedel en 1934 como un estado trombocitémico no reac-
tivo, no asociado a otra neoplasia mieloproliferativa.'® En
40-50% de los casos se ha encontrado la mutacion JAK 2
V617F, o mutaciones funcionalmente similares, y su pre-
sencia se ha relacionado con concentraciones elevadas de
hemoglobina, leucocitosis, edad avanzada al diagnostico
y transformacion policitémica. No se asocia con mayor
riesgo de trombosis ni de transformacion leucémica.'” En
1-4% de los casos se ha encontrado mutaciones somaticas
activadoras, que involucran al gen MPL, resultando de
una cambio de nucleotido G>T, en la posicion 1.544, que
ocasiona una sustitucion de un triptéfano por una leucina
en el codon 515."! Ninguna de estas mutaciones se en-
cuentra en las trombocitosis reactivas.”

La mielofibrosis primaria
Es la neoplasia mieloproliferativa caracterizada por la
proliferacion granulocitica y megacariocitica. La evolu-

Revista de Hematologia Volumen 11, nim. 3, julio-septiembre 2010 153



Navarro Vazquez M

cion de la enfermedad se asocia con depdsitos de tejido
conectivo fibroso en la médula dsea y con hematopoyesis
extramedular. En la etapa fibrotica de la enfermedad apare-
ce en la sangre periférica una reaccion leuco-eritroblastica
con dacriocitos.?! Desde el punto de vista molecular, no
se ha asociado con ningin marcador; sin embargo, se ha
observado la mutacion del JAK 2 V617F en 50% de los
casos, y se ha encontrado correlacion entre el estado muta-
cional al diagnostico y la progresion de la enfermedad,?>%
incluida la aparicidén de leucemia aguda. Este marcador
sirve como estratificador de riesgo.” El 4% de los casos
se ha asociado con mutaciones somaticas activadoras del
MPL (MPL W515K/L)."

Leucemia eosinofilica cronica y otras no especificas
En ninguna de los padecimientos se ha encontrado un
marcador molecular especifico, pero en ambos hay muta-
ciones que involucran a los genes que codifican receptores
celulares, como el receptor para el factor de crecimiento
derivado de las plaquetas o y el B (PDGFR-o. y 3). Estas
mutaciones producen hiperactividad de las proteinas
cinasas de sefializacion intracelular que derivan en la
proliferacion celular. En la LEC y las NOS, el re-arreglo
mas frecuente es la fusion FIPILI-PDGFR-o, el cual
produce activacion constitutiva de las proteinas cinasa
en las tirosinas. La region de ruptura del FIPILI, es
muy promiscua, mientras que el punto de ruptura en el
PDGFR-a, se encuentra en el exén 12, en la regidon que
codifica una zona bien conservada JM dispuesta para la
union proteina-proteina, cuyo rol es de auto-inhibicion, por
lo que muy probablemente la disrupcion en éste dominio
es el mecanismo de activacion del FIPI1L1-PDGFR-o.'**
El conocimiento de la funcion activadora de las cinasas las
hace susceptibles al tratamiento con agentes inhibidores
de estas proteinas. Este marcador molecular puede ser
utilizado tanto en el diagnostico como en el monitoreo
terapéutico por FISH como por RCP-TR (RT-PCR).*

Mastocitosis sistémica

Es la proliferacion clonal de las células mastoides, las
cuales se acumulan en uno o varios tejidos. En 1993, se
describié una mutacion somatica, puntual y activadora
en el gen KIT, (Andres C. Garcia-Montero, Maria Jara-
Acevedo), en lineas celulares de leucemia de células
mastoides (HMC-1), tal mutacion se ha encontrado en
la region yuxtapuesta al gen KIT (V560G) y otra en el

dominio del gen para la cinasa de la tirosina dado por la
sustitucion del nucledtido adenina en la posicion 7176
por una timina, ocasionando un cambio de una valina por
un aspartato en el codon 8§16 (D816V), encontrandose
practicamente en 95% de los casos de mastocitosis sisté-
micas.'** La mutacion del KIT se ha observado en bajo
porcentaje, sin embargo produce una activacion de la
cinasa de la tirosina por KIT independiente del ligando,
lo cual la hace relativamente resistente al inmatinib como
inhibidor de las cinasas.”’
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El Grupo Cooperativo Latinoamericano de Hemostasia y Trombosis
(CLAHT). Historia y perspectivas

Carlos Martinez-Murillo,*,* Arlette Ruiz de Saez,*** Carmen Luisa Arocha Pifiango™****

RESUMEN

El Grupo Cooperativo Latinoamericano de Hemostasia y Trombosis (CLAHT) lo fundaron, oficialmente, en 1976, varios profesionales
expertos en hemostasia y trombosis. Este grupo se conformé como parte de las actividades académicas de la International Society of
Hematology (ISH) y desde su integracién se han incorporado 16 paises y, aproximadamente, 400 miembros. El Grupo Cooperativo
Latinoamericano de Hemostasia y Trombosis realiza congresos cada dos afios, en diversos paises de la regiéon, en donde promueve el
conocimiento de los trastornos hemorragicos y trombéticos. Este grupo ha consolidado diversos comités de trabajo en distintas areas,
entre los que destacan: hemofilia, enfermedad de von Willebrand, trombofilia, anticoagulantes, etc. El Grupo Cooperativo Latinoamericano
de Hemostasia y Trombosis tiene un pasado valioso; sin embargo, se vislumbra un futuro prometedor con la incorporacién de nuevas
generaciones que seguramente continuaran con el legado profesional.

Palabras clave: hemostasia, trombosis, Grupo Cooperativo Latinoamericano de Hemostasia y Trombosis, CLAHT

ABSTRACT

The CLAHT Group was officially founded in 1976 by a group of experts in the area of hemostasis and thrombosis, this group was establis-
hed within the academic activities of the ISH (International Society of Hematology). Currently the Claht is integrated by 16 countries and
approximately 400 members. The CLAHT done congress every two years in various countries of the region by promoting knowledge in
bleeding and thrombotic disorders also established various committees in several areas, among them, hemophilia, von Willebrand disease,
thrombophilia, anticoagulant , etc. The CLAHT has a long history, however, sees a promising future with the introduction of new generations

that will surely continue with the professional legacy.
Key words: hemostasia, thrombosis, CLAHT.

a iniciativa de los médicos para conformar grupos
de trabajo nace de la necesidad de fortalecer el
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salud existe la prioridad de dar a conocer la experiencia
adquirida en el tratamiento de pacientes, y el resultado
de las investigaciones realizadas en el campo basico y
clinico.

El Grupo Cooperativo Latinoamericano de Hemostasia
y Trombosis (CLAHT) es en la actualidad una organiza-
cion solidamente constituida con representantes en los
diferentes paises de América Latina, lo que le da el caracter
de organizacion latinoamericana. En el siguiente Cuadro
se incluyen los nombres de los representantes actuales de
cada pais en el CLAHT.

Historia

Los inicios

El Grupo CLAHT se constituy6 luego de las Primeras
Jornadas Latinoamericanas de Trabajos Cooperativos en
Hematologia efectuadas en La Habana, Cuba, en el afio de
1973, con el patrocinio de la Organizacion Panamericana
de la Salud (OPS) y de la Division Interamericana de la
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Pais Representante

Argentina Alicia Blanco

Bolivia José Carlos Abecia Navarro
Brasil Joao Carlos de Campos Guerra
Chile Jaime Pereira Garcés
Colombia Maria Nelly

Costa Rica Rafael Jiménez Bonilla

Cuba Luisa Pérez Pérez

Ecuador Mercy Maldonado

El Salvador Ana Gladis Mancia de Reyes
México Jaime Garcia Chavez
Panama Bélgica Moreno

Paraguay Paula A. Amante de Guggiari
Pert Saul Mendoza Ordofiez

Republica Dominicana Rosa Nieves Paulino

Uruguay Cecilia Carrizo

Venezuela Apsara Boadas de Sanchez

Sociedad Internacional de Hematologia (ISH- Interna-
tional Society of Hematology), asi como con el apoyo del
Ministerio de Salud Publica de Cuba.

A esas Jornadas asistieron delegados de diferentes
paises latinoamericanos. Sus objetivos fueron: relacionar
a todos los grupos latinoamericanos de trabajo en Hema-
tologia e iniciar actividades tendientes a elevar el nivel de
conocimientos de esta disciplina y estimular el desarrollo
de trabajos cooperativos. En esa ocasion, Delfina Alma-
gro, de Cuba, tuvo un papel histérico muy importante y
trascendental en la creacion del Grupo de Hemostasia,
debido a su tendencia profesional hacia los problemas de
hemostasia y trombosis.

En sus inicios el CLAHT tuvo el aval de la Organiza-
cion Panameicana de la Salud, de la International Society
of Hematology y el Ministerio de Salud de Cuba, pero
sobre todo de la iniciativa e interés de un grupo de expertos
en Hemostasia y Trombosis.

El nacimiento de la organizacién

La primera reunion del Grupo CLAHT se efectuo en la
Ciudad de México, en 1975, y fue organizada por su primer
Coordinador, Javier Pizzutto Chavez. El doctor Pizzuto
siempre fue un promotor y generador de conocimientos
en el campo de la Hemostasia y Trombosis; de hecho, ¢l

fue quien consolido una de las principales escuelas en
México en esta area.

En el seno de esta reunion se establecieron las bases
organizativas del Grupo, donde 13 destacados hematologos
provenientes de seis paises latinoamericanos, sentaron
las bases para constituir el Grupo CLAHT. Por Argentina
asistieron a esa primera reunion: Raal Altman, Adela
Martinez-Canaveri, Eduardo Sack y Miguel Pavlovsky;
por Brasil: Celso de Campos Guerra; por Colombia: Jor-
ge Maldonado; por Cuba: Delfina Almagro; por México:
Samuel Dorantes y Javier Pizzuto Chavez; por Venezuela:
Carmen Luisa Arocha-Pifango, Carlos Goldstein, Fran-
cisco Ruiz y José Luis Pérez Requejo.

De acuerdo con las actas oficiales del CLAHT, la funda-
cion sucedi6 el 14 de julio de 1975 y, a peticion del doctor
Maldonado de Colombia, se nombr6 a Pizzuto primer
coordinador y se nombraron tres coordinadores asociados:
Maldonado, Dorantes y Sack. (Figura 1)
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Figura 1. Copia de la primera hoja del acta constitutiva del Grupo
CLAHT en 1975, Ciudad de México.
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En esa misma reunion se estructurd la formacion de
diferentes comités de trabajo: Comité de Reactivos y
Estandarizacién, Comité de Elaboracion del Manual de
Técnicas y Comité organizador de la I Reunion del Gru-
po CLAHT, en Venezuela. Asimismo, Miguel Pavlovsky
propuso la creacion del logo del CLAHT y se comento
que debia mencionarse que fue fundado por la Division
Interamericana del ISH.

Una de las primeras actividades del grupo recién for-
mado fue la elaboracion y publicacion de un libro que
recogiera las técnicas de laboratorio mas usadas en los
problemas de coagulacion; incluso, se definio la cantidad
de libros a difundir en cada pais.

En 1976 se celebro la I Reunion del Grupo CLAHT,
en la ciudad de Caracas, Venezuela, con la organizacion
a cargo de: Carmen Luisa Arocha-Piflango y José Luis
Pérez Requejo. En esa reunion se hizo la fundacion legal
del Grupo CLAHT. Asistieron a esa reunion: Ratl Altman,
A Martinez Canaveri, M Plavloski, J Pizzuto, S Dorantes,
J Maldonado, C Campos Guerra, C Goldstein, JL Pérez
Requejo, T Arends y CL Arocha-Piflango. Posteriormente
se incorporaron: JC Sanchez-Avalos, L Kordich y M Laz-
zari, de Argentina; Delfina Almagro de Cuba; R Jiménez y
Roberto Cordero Morillo, de Costa Rica; D Saavedra y J
Restrepo, de Colombia; R Rodriguez Erdman, de México;
A Canizares, de Ecuador; A Castillo, de Pert; Norma de
Bosch, A. Cova, D Curiel, MP Diez y F Ruiz, de Venezuela;
S Brandalise, de Brasil.

Esa reunion podria considerarse como la consolidacion
del Grupo. En ella se preparo el Acta Constitutiva y se
registrd, oficialmente, el Grupo con las Siglas GRUPO
CLAHT. Se establecieron los Reglamentos.

Se propuso que, junto con la publicacioén del Manual de
Técnicas se publicara un libro sobre Clinica de Hemostasia
vy Trombosis, coordinado por J. Pizzuto.

Se propusieron diferentes protocolos de estudios co-
operativos y se designaron sus coordinadores.

A. Martinez Canaveri (Argentina): Estandarizacion de
tromboplastinas (sugerido en la reunion anterior).

S Brandalise(Brasil): Coagulacion intravascular dise-
minada.

J Pizzuto (México): Profilaxis de trombosis venosa.

R Altman (Argentina): Prevencion del reinfarto.

N Bosch (Venezuela): Epidemiologia de la hemofilia.

Se realizo el primer Curso de Actualizacion, en el que
intervinieron invitados de Estados Unidos.

Se designaron los coordinadores de cada pais y se esco-
gieron las ciudades para las proximas reuniones anuales.

La consolidacion del CLAHT

Desde su nacimiento, el Grupo CLAHT lo integraron
profesionistas dotados de un gran interés y capacidad para
el trabajo, y con una vision integradora con el propodsito
de ser incluyentes y contar con la representatividad de la
mayoria de los paises de América Latina. En cada reunion
se sumaron mas miembros y nuevos paises, esto debido
a la calidad del trabajo de la organizacion que, gracias a
ello, fortalecio su presencia en América Latina.

Las reuniones del Grupo CLAHT siguieron realizando-
se cada afo en diferentes paises latinoamericanos, siempre
con un curso de actualizacion y presentacion de trabajos.
Surgid, entonces, la necesidad y posibilidad de publicar un
libro sobre la fisiopatologia y clinica de las enfermedades
hemorragicas y trombéticas. Ese libro Hemorragia y trom-
bosis, fue editado en 1981, en la Ciudad de México, por
los doctores Samuel Dorantes Mesa y Javier Pizzuto, con
la colaboracion de hematdlogos de diversos paises.

Los encuentros del Grupo CLAHT siguieron afio con
afio hasta 1981 y, desde entonces, cada dos afios. Esto ha
permitido conservar la uniéon y amistad de sus miembros,
que han aumentado progresivamente en los afos recientes,
lo que ha favorecido el intercambio de ideas, la actuali-
zacion de sus conocimientos, y el estimulo del interés de
profesionales jovenes en este campo de la hematologia.

Desde su origen, en 1975, el Grupo CLAHT se ha re-
unido en diferentes ciudades: de México, 1975; Caracas,
1976; Medellin,1977; Guaruya, 1978; Lima, 1979; Iguaz,
1980; San José, 1981. Por razones de costo se decidid
que la realizacion de las Reuniones fuera cada dos afios.
Montevideo, 1982; Rio de Janeiro, 1985; Cumana,1987;
Belo Horizonte, 1989; Buenos Aires, 1991; San José, 1993;
Punta del Este, 1995; Santo Domingo, 1997; Lima, 1999;
Ciudad de México, 2001; Rio de Janeiro, 2003; Viiia del
Mar, 2005; Buenos Aires, 2007; Isla de Margarita, 2009;
y Montevideo, 2011.

En 1983 se decidié que las reuniones se convirtieran
en Congresos. Ademas, se establecié que cada dos afios se
realicen Cursos de Actualizacion y Simposios en diferentes
paises. En ese mismo afo se establecio la relacion con la
Liga Mediterranea contra la Enfermedad Tromboembdlica,
Sociedad Espafiola de Hemostasia y Trombosis (SEHT)
y Liga del Danubio.
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Mesas Directivas
El primer Coordinador del Grupo CLAHT fue Javier
Pizzuto, de México. En 1980 se nombré una nueva Junta
Directiva con Raul Altman como Coordinador General y
la F Molinas, como Secretaria.
En 1989 se cred la Secretaria Cientifica a cargo de A.
Blanco.
En 1993 se nombr6 nueva Junta Directiva con Carmen
Luisa Arocha-Pifiango como Coordinadora General y A.
Ruiz-Séez como Secretaria.
A partir de 1997 las Juntas Directivas se han removido
cada cuatro afios, de la manera siguiente:
* 1997-2001: AM Otero (Presidente) y JE Novoa
(Secretario), de Uruguay.

e 2001- 2005: JL Pérez Requejo (Presidente) y A
Boadas de Sanchez (Secretaria), de Venezuela.

e 2005-2009: L Kordich (Presidenta) de Argentina y
E Elisa (Secretaria) de Uruguay.

* 2009-2013: A Ruiz de Saez (Presidente) y M Eche-

nagucia (Secretaria) de Venezuela.

Logros del CLAHT

Ediciones de libros

Desde su fundacion, uno de los objetivos del Grupo
CLAHT es la difusion del conocimiento a través de libros,
como el Manual de técnicas de hemostasia y trombosis,
que se editd en 1976. Posteriormente, en 1981 se publicd
el libro: Hemorragia y trombosis. Sin embargo, la gran
diversidad de técnicas para el estudio de la hemostasia apa-
recidas en los ultimos afios, planted la necesidad de reeditar
el Manual de técnicas de hemostasia y trombosis; para
eso, el Grupo CLAHT designd, en 1985, un consejo editor,
que estudiaria su factibilidad y coordinaria la publicacion,
que se concretd en el Manual de hemostasia y trombosis,
del que en 1990 aparecid la segunda edicion. Este libro
se hizo con la colaboracion del Comité de Redaccion de
Acta Bioquimica Clinica Latinoamericana.

Revista de Hemostasia

Junto con la Sociedad espaiiola de hemostasia y trombosis,
la Revista Iberoamericana de Hemostasia y Trombosis
se constituyd en el 6rgano oficial del Grupo CLAHT, lo
que permitié contar con un sitio cientifico para publicar
el conocimiento generado en América Latina, y los tra-
bajos libres de los diferentes congresos del CLAHT. Por
desgracia, esa revista ya no existe, y con ella se perdio un

foro de discusion cientifica; sin embargo, es momento de
reflexionar en la generacion de una revista latinoamericana
de hemostasia y trombosis.

Nexos con Sociedades Médicas
Las relaciones con la Liga Mediterranea, Liga del Danubio
y Sociedad Espafiola de Hemostasia y Trombosis (SEHT),
que al principio fueron de tipo amistoso, en 1995 se ofi-
cializaron con convenios escritos. Con esos convenios se
logré que a los congresos de las distintas sociedades se
invitaran como conferencistas a miembros de cada una de
esas asociaciones y, viceversa, que hubiera representantes
del CLAHT en los congresos de las distintas sociedades.

Se establecieron estrechos vinculos con la Sociedad In-
ternacional de Hemostasia y Trombosis (ISTH) misma que
en la actualidad patrocina cursos y simposios en diferentes
paises, en ellos participan como conferencistas miembros
del CLAHT y de paises fuera del area. Se han efectuado
ocho cursos de actualizacion en: Colombia, Paraguay,
Bolivia, Cuba, Venezuela y ocho simposios en: Buenos
Aires, Uruguay, Cuba, Pert y se han programado nuevos
en Paraguay y El Salvador y en los simposios organizados,
en conjunto, con la ISTH.

Se nombraron socios honorarios al profesor A. Lopez
Borrasca y Justo Aznar de Espafia y Uri Selighson de Israel,
por su estrecha relacion y colaboracion con el Grupo.

Capacitacion de profesionales

Uno de sus objetivos originales del CLAHT es la forma-
cion de recursos humanos capacitados en el area, a efecto
de lograr una uniformidad en el conocimiento regional; por
ello han existido diferentes intercambios internacionales
avalado por el CLAHT, lo que ha fomentado el conoci-
miento cientifico.

Comités de expertos

Con el proposito de hacer mas dinamico, versatil e inclu-
yente al grupo, se crearon los Comités de Expertos que,
hasta ahora, continuan:

1) Laboratorio de hemostasia y aseguramiento de
calidad, 2) Comunicaciones y revistas, 3) Alteraciones pla-
quetarias, 4) Enfermedad de Von Willebrand, 5) Hemofilia,
6) Terapia Antitrombdtica, 7) Enfermedad tromboembolica
venosa, 8) Trombofilia hereditaria, 9) Trombofilia y em-
barazo, /0) Anticuerpos antifosfolipidos, //) Educacion,
12) Farmacoeconomia.
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La labor realizada por el Grupo CLAHT ha sido muy
prolifica y ha dado a la especialidad un area prominente en
Latinoamérica y ha contribuido a la formacion de nuevos
especialistas. Nuestro crecimiento ha sido tal que los cinco
paises que en 1975 iniciamos el Grupo con 13 miembros,
hoy retine a 16 paises y a 432 miembros.

Nuestra labor es reconocida por la Comunidad Inter-
nacional. El doctor Raul Altman fue condecorado con
la Orden de Caballero Cristobal Colon en la Republica
Dominicana. Algunos miembros del CLATH: R. Altman,
CL Arocha-Pifiango se han incorporado a Subcomités
Cientificos de la Sociedad Internacional de Hemostasia
y Trombosis (ISTH) y A Blanco de Argentina ha sido
nominada para el ISTH.

El presente reciente del CLAHT

En la actualidad, el Grupo CLAHT es una organizacion
solidamente constituida y con representacion en mas de
16 paises de América Latina. Gracias a esta diversidad
cultural y cientifica, el CLAHT tiene una fuerte presencia
cientifica en la region, lo que le ha valido ser considerada
un grupo lider de opinién en el campo de la hemostasia y
trombosis en el mundo. Se han obtenido logros importantes
debido al sinergismo de los paises y de profesionistas; sin
embargo, debido a su pasado prodigioso se vislumbra un
futuro muy prometedor en el campo de la hemostasia y

trombosis con las nuevas generaciones que se estan incor-
porando con gran dinamismo a la organizacion.

Un logro reciente del CLAHT es haber nombrado
una mesa directiva que ha inoculado en el grupo una
urgente y necesaria democratizacion, y dinamismo al
reactivar y actualizar los diferentes comités de trabajo
que constituyen la base del conocimiento del CLAHT.
Sin embargo, el grupo CLAHT requiere seguir contando
con la indispensable participacion de sus fundadores y
de las nuevas generaciones para seguir fungiendo como
pilar indispensable en la generacion de conocimientos de
Hemostasia y Trombosis.

Definitivamente, gran reto tienen nuestra lider actual,
la presidenta del Grupo CLAHT Arlette Ruiz de Saez de
Venezuela y los subsecuentes coordinadores en conjuntar
la diversidad de ideas, consensarlas y tomar la mejor de-
cision por el bien de todos.
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