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Leccion Conmemorativa

Pasado, presente y futuro del tratamiento de la hemofilia

Maria Fernanda Lopez Fernandez

Servicios de Hematologia y Transfusion. Instituto de Investigacion Biomédica (INIBIC). Organizacion de Gestion Integrada. Hospital Universitario A Corufia. A Corufia

Introduccion

Las hemofilias A y B son enfermedades monogénicas ligadas
al cromosoma X y que se deben a mutaciones que condicionan
un defecto de los factores VIII y IX, respectivamente. Las formas
graves se manifiestan como una didtesis hemorragica espontdnea
tipicamente localizada en articulaciones o intramusculares que
sin tratamiento condicionan una alta morbimortalidad.

Pasado

Aunque existen descripciones clinicas de la enfermedad en la
era precristiana, no se reconoce como una entidad clinica heredi-
taria con alta mortalidad hasta 1803 por el Dr. John Conrad Otto.
En 1893 se describe el primer criterio de laboratorio al observarse
un alargamiento del tiempo de coagulacion en estos pacientes. En
1937, Pateck y Taylor aislan la globulina antihemofilica (AHG)
y en 1947 Pavlovsky observa que la sangre de unos pacientes he-
mofilicos puede corregir el defecto de otros (1).

En la década de los cincuenta y hasta mediados de los sesenta,
los hemofilicos solo podian ser tratados con sangre o plasma fres-
co. Estos preparados no contenian la cantidad suficiente de fac-
tores VIII (FVIIID) o IX (FIX), y los hemofilicos graves fallecian
en la infancia o en la adolescencia de hemorragias en 6rganos
vitales (especialmente, intracraneales), traumatismos o hemorra-
gias después de las intervenciones (2). En 1964, Pool y Shannon
descubren que el precipitado obtenido tras la descongelacion del
plasma congelado contenia grandes cantidades de FVIII (3). Este
primer y gran avance en el tratamiento permitia obtener y alma-
cenar grandes cantidades de crioprecipitado en pequefios volime-
nes para el control de los episodios hemorragicos graves, e hizo
posible las cirugias urgentes y electivas.

En 1970 se introducen los concentrados plasméticos deseca-
dos y congelados con FVIII y FIX, que permitian su fabricacién
a gran escala (4). Este segundo avance revoluciona el tratamiento
al incrementar la eficacia y facilitar el tratamiento domiciliario,
con reduccion de las complicaciones musculoesqueléticas y las
visitas al hospital; asimismo, fue la base para la puesta en mar-
cha de los programas de profilaxis. Pionera en este acercamien-
to terapéutico fue Inga Marie Nilsson en Médlmo (Suecia) (5), al
administrar la proteina deficitaria de forma precoz y continuada
con el fin de convertir una hemofilia grave en moderada. Des-
graciadamente, estos concentrados obtenidos a partir de miles
de donantes de sangre estaban contaminados con el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) y hepatitis: miles de pacien-
tes fueron infectados y en las décadas de los ochenta y de los

noventa padecieron las secuelas con una alta morbimortalidad
(6). Ademas, incidié negativamente en los programas de profi-
laxis. La introduccién de métodos de inactivacién viral (pasteu-
rizacion, calor o solventes detergentes) en la preparacion de los
concentrados plasmaticos y la adopcién de métodos de despistaje
de virus en las donaciones sanguineas aumentaron la seguridad y
se retomaron los programas de profilaxis y las cirugias electivas.

La clonacién de los genes del FIX y FVIII humanos en 1982
y 1984, respectivamente, y la caracterizacion de sus estructuras
moleculares constituye el tercer gran avance en el tratamiento de
la hemofilia (7,8). Se constaté que la secuencia de aminodcidos
de factor VIII, deducida de la secuenciacion del ADN, estaba
constituida por 6 dominios, 2332 aminodcidos y un peso molecu-
lar de 156 kDa (Fig. 1). La deteccion de los sitios de accién de la
trombina en el FVIII plasmatico permitia predecir los dominios
implicados en su activacién e inactivacién. El gen del factor IX
tiene un peso molecular significativamente inferior (34 KDa). Es-
tos descubrimientos permitieron conocer mejor la funcién de am-
bas proteinas en la hemostasia, avanzar en las implicaciones de
las diferentes mutaciones y facilitar el consejo genético. Ademas,
permitieron el desarrollo de productos recombinantes obtenidos
mediante tecnologia ADN en cultivos de células de mamiferos,
lo que facilité su produccién industrial, y fueron poco a poco
sustituyendo a los productos plasmadticos en la préctica clinica
habitual. Investigaciones farmacoldgicas posteriores culminaron
con la obtencién de productos recombinantes completamente
desprovistos de proteinas humanas, tanto en los cultivos como en
la formulacién final.

Aunque inicialmente estos productos fueron disefiados para
asemejarse al FVIII plasmatico (lo que se conoce como concen-
trados de cadena completa), en 1986 se observa que la deplecién
del dominio B, una regién de aproximadamente 95 KDa en el
FVIII, localizada entre las cadenas pesadas y ligeras, no afecta-
ba a su actividad procoagulante y que cuando se infundia su far-
macocinética era similar a los productos de cadena completa (9)
(Fig. 1). La deplecion de este dominio es clave para el desarrollo
posterior de la terapia génica en la hemofilia A. Todos estos avan-
ces facilitaron, en las dos tultimas décadas, mejoras significativas
en el tratamiento integral de los pacientes, en la reduccion de las
comorbilidades, en la adopcidén de la profilaxis como primera li-
nea de tratamiento y en la equiparacion de la esperanza de vida a
la de la poblacién general.

Otros importantes avances en las décadas de los ochenta y
de los noventa fueron la introduccién de los agentes baipds (con-
centrado del complejo protrombinico activado, FEIBA y del factor
VII activado recombinante) para el tratamiento de los episodios he-
morrdgicos, e incluso en programas de profilaxis para los pacientes
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Figura 1. Estructura del Factor VIII.. La secuencia de aminoécidos de factor VIII, deducida de la secuenciacion del ADN, estaba constituida por 6 dominios,
2332 aminodacidos y un peso molecular de 156 KDa. En la parte superior se muestra la secuencia completa del FVIIl y en la inferior, la secuencia tras la
deplecion del dominio B. El dominio B es una region de aproximadamente 95 kDa en el FVIIl localizada entre las cadenas pesadas y ligeras. No afectaba su

actividad procoagulante.

que desarrollan aloanticuerpos neutralizantes dirigidos contra am-
bos factores. Paralelamente se instauraron programas de inmuno-
tolerancia dirigidos a la erradicacién del inhibidor. Por dltimo, en
la segunda mitad de la década de los noventa se introdujeron acer-
camientos terapéuticos para la infeccion por VIH y la hepatitis C.

Presente

Tradicionalmente, el objetivo de la profilaxis era incrementar
los niveles del FIX circulante por encima del 1% el mayor tiempo
posible (5). Aunque este objetivo representa una ventaja sustancial
sobre el tratamiento a demanda, no previene todas las hemorragias
y, ademds, existen evidencias que sugieren que se producen hemo-
rragias subclinicas que favorecen la progresion de la artropatia. Por
ello, actualmente el objetivo es conseguir erradicar los episodios
hemorragicos para eliminar el dafio articular; es decir, una tasa
anual de hemorragias (ABR, de sus singlas en inglés) espontaneas
de cero. Para alcanzar este objetivo es necesario incrementar los
niveles valle a rangos comprendidos entre 3-5% o superiores, se-
gtn el estilo de vida del paciente. La relativa vida media corta de
los factores VIII y IX en los concentrados plasmadticos y recombi-
nantes estdndares, las grandes variaciones farmacocinéticas indi-
viduales que hacen necesario administrar un importante nimero
de infusiones anuales y la dificultad para su infusién en nifios con
malos accesos venosos limitaban alcanzar este objetivo.

La modificacion de los factores VIII y IX por diferentes meto-
dologias, como la pegilacién, su fusién a albumina recombinante
o la union al fragmento Fc de las inmunoglobulinas, ha permitido
alargar la vida media de ambos factores. Los productos con vida
media extendida (EHL, de sus siglas en inglés) son, por tanto,

otro importante avance en el tratamiento de los pacientes. Los
concentrados de EHL incrementan la vida media del FVIII 1,5 ve-
ces en comparacion con los concentrados estandar (Tabla I) (10).
Esto sugiere que el factor Von Willebrand sigue siendo la prin-
cipal limitacién para prolongar su farmacocinética. Aun asi, se
consigue una reduccién del nimero de infusiones y permite incre-
mentar los niveles valles a un 3%, sobre todo en pacientes adultos.
El incremento de la vida media del FIX-EHL es de 4,5 a 5 ve-
ces el del FIX recombinante (Tabla I). Con estos preparados se
consigue distanciar las infusiones, y se pasa de administrar 2 do-
sis semanales a infusiones semanales cada 14 dias o incluso cada
21 dias, en algunos casos (11-13). La eficacia global de estos pro-
ductos en la prevencion de las hemorragias esta comprendida en-
tre 96,7% y 97,2%, con una media de ABR préxima a 0 (11-13).
Los concentrados con vida media extendida mejoran la efica-
cia y permiten mantener niveles valle mds elevados con un menor
ndmero de infusiones, lo que se traduce en una mejor cobertura
hemostética de los pacientes, una mejora en su calidad de vida
y probablemente ayuden a mejorar la adherencia al tratamiento.
Se han disefiado varios tratamientos que no estdn basados en
la administracién de la proteina deficitaria con la finalidad de res-
taurar la hemostasia con un baipds a la proteina deficitaria. Por
su mecanismo de accién y la posibilidad de ser administrados
por via subcutdnea, se considera a estos nuevos acercamientos
terapéuticos tratamientos disruptivos. Dos de estos productos,
concizumab vy fitusiran, inhiben proteinas que actiian inhibiendo
la hemostasia y pueden utilizarse en hemofilias A y B. El tercero
(emicizumab) incrementa la generacién de trombina y solo estd
indicado en la hemofilia A. Todos ellos parecen ser eficaces, in-
dependientemente de si el paciente tiene o no inhibidor (Tabla II).
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Nombre del L. . . . . Linea Vida media
Nombre genérico Compaiiia Mecanismo para prolongar la vida media
concentrado celular (horas)
Fvill
Elocta Efraloctocog alfa Biogen/Sobi FVIII deplecionado del dominio B fusionado al HEK 19
fragmento FC de la IgG1
Adynovi Octocog alfa-pegol. Takeda FVIIl cadena completa pegilado CHO 14,3
Jivi Damoctocog alfa pegol = Bayer FVIII deplecionado de dominio B pegilado (PEG BKH 18,7
(Bay 94-9027) 60 kDa)
N8-GP Turoctocog alfa pegol Novo Nordisk FVIII deplecionado de dominio B pegilado (PEG CHO 19
40 kDa)
FIX
Alprolix rFIXFc Eftranonacog Biogen/Sobi FIX fusionado al fragmento FC de la IgG1 HEK 82,1
alfa
Idelvion Albutrepenacog alfa CSL Behring FIX unido a albumina recombinante CHO 102
Refixia Nonacog beta-pegol. Novo Nordisk FIX pegilado (PEG 40kDa) CHO 96,3

Aunque la evidencia disponible es muy alentadora, deben
usarse con precaucion, ya que en los estudios clinicos se han
producido efectos adversos. Con el emicizumad se han descrito
purpura trombética trombocitopénica y trombosis venosa cuan-
do se administraron conjuntamente con CCPA en 5 pacientes, y
con el fitusiran, trombosis de los senos venosos en un paciente
recibiendo FVIIL. La hemostasia normal depende de un delicado
equilibrio entre mecanismos procoagulantes y anticoagulantes.
Los nuevos agentes con dianas terapéuticas en anticoagulantes
naturales (antitrombina), dirigidos contra el inhibidor de la via
del factor tisular (TFPI) o potenciadores de la activacién del FX,
se han desarrollado con el fin de reequilibrar el defecto hemosta-
tico existente en la hemofilia, pero en presencia de otros efectos
adversos o potenciadores de la hemostasia pueden causar episo-
dios trombdticos o microangiopatias.

El emicizumab (AC910, Hemlimbra®) ya estd disponible en
nuestro pais. Es un anticuerpo IgG4/k, bifenotipico, que reconoce
con uno de sus brazos el dominio 1 del factor de crecimiento epi-
dérmico (FCE), localizado en el FIX/FIXa, y, con el otro brazo, el
dominio 2 del FCE en el FX/FXa, simulando la funcion del FVIII
como coenzima en el complejo tenasa de la coagulacién. Su perfil
farmacocinético es muy bueno, con una biodisponibilidad por via
subcutanea del 100% y una vida media de 3 a 4 semanas. En los
resultados del estudio clinico en fase 3 en el que se incluyeron
109 pacientes adultos con inhibidor se observé una reduccién de
los ABR del 87% (2,9 episodios en el grupo de profilaxis frente
a 23,3 episodios en el grupo sin el anticuerpo, p < 0,001). Un
63% de los pacientes en profilaxis no tuvieron ningtin episodio
hemorrégico (14). En hemofilia sin inhibidor, en los pacientes que
recibieron profilaxis con 1,5 mg/kg quincenal o 3 mg/kg mensual
el ABR fue 1,5 y 1,3, respectivamente, mientras que en el grupo

sin profilaxis fue de 38,2 episodios anuales. La reduccién de los
episodios fue del 96% y 97%, respectivamente (p < 0,001) (15).

Fitusiran (ALN-AT3) es una molécula pequeiia de interferen-
cia del RNA (siRNA) que inhibe y degrada la SERPIN C1 mRNA
en el hepatocito, reduciendo los niveles de antitrombina (AT). En
el estudio en fase 1 y 2 se observaron reducciones del ABR de
9,7 a 5,4 en 39-56 dias y de los niveles de AT del 79 al 89% (16).

Concizumab (mAb 2021) es un anticuerpo monoclonal dise-
flado para inhibir el dominio 2 KPI en el TFPI que se une al FXa.
La inhibicién del TFPI impide el freno que controla la activacién
del FT/FVIla (factor tisular/factor VII activado), que activa el
FXa en las fases iniciales de la coagulacion. Actualmente se en-
cuentran en marcha estudios con este producto en pacientes con
hemofilias A y B con y sin inhibidor (17).

Futuro

El interés por la terapia génica ha resurgido con fuerza, pa-
ralelamente al avance de diferentes innovaciones tecnoldgicas,
al tratarse de un acercamiento potencialmente curativo. Las he-
mofilias A y B son candidatos ideales para la terapia génica por:
a) ser enfermedades monogénicas; b) ambos genes han sido clona-
dos y se conoce su estructura; ¢) incrementos leves o moderados de
los niveles de ambos factores reducen significativamente el fenoti-
po hemorragico; y d) la eficacia de la terapia puede ser facilmente
determinada midiendo los niveles de la proteina en plasma.

La forma mads eficaz de introducir genes terapéuticos en cé-
lulas somdticas diana —proceso denominado transduccion— es
el uso de virus que actdan como vectores por su capacidad de
trasferir su propio ADN en los ciclos celulares. Las células dia-
na pueden transferirse en cultivos ex vivo o in vivo en el interior
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Tabla ll.

Tipo Farmaco Mecanismo de accion
Fitusiran siRNA de interferencia
il contra la antitrombina

de la antitrombina

En desarrollo

Unién al dominio K del
TFPI

Concizumab
Anticuerpo monoclonal

contra el TFPI
En desarrollo

Emicizumab
(Hemlimbra)

Anticuerpo IgG4 con

FVIII mimético FVIII como coenzima

actividad similar a la del

Ventajas

Dosis subcutanea mensual.
Eficaz en hemofilias Ay B.
Eficaz en pacientes con
inhibidor

Subcuténeo.

Eficaz en pacientes con
inhibidor.

Eficaz en hemofilias Ay B

Inyeccion semanal subcuténea.

Eficaz paciente con hemofilia A
+ inhibidor

Desventajas

Niveles variables de
antitrombina posinyeccion.
1 trombosis fatal con uso
simultaneo del firmaco
con FVIII

Farmacocinética no lineal en
modelos animales

No para pacientes
con hemofilia B.
Efectos adversos: PTT

y trombosis en combinacion
con CCPa

siRNA: molécula de interferencia en el RNA; TFPI: inhibidor de la via del factor tisular; PTT: ptrpura trombética trombocitopénica; CCPA: concentrado del complejo protrombinico activado.

de los 6rganos. En estudios iniciales con vectores no virales,
retrovirus o adenovirus no se consiguié una expresion del gen
suficiente para alcanzar niveles terapéuticos. Los vectores de
adenovirus asociados (AAV) recombinantes son los mds prome-
tedores en hemofilia. Estos vectores tienen un buen perfil de segu-
ridad, ya que no son patégenos en humanos y porque se integran
en el endosoma y no en el genoma de la célula. Ademas, carecen
de secuencias codificantes virales completas, lo que reduce la res-
puesta inmune frente a protefnas virales extrafias (18).

En los primeros estudios se infundié un vector AAV2, conte-
niendo el gen del FIX mediante infusiones intramusculares mul-
tiples o dispensacion directa en la arteria hepatica. Se alcanzé
una expresion transitoria de aproximadamente el 4%. Ademds, se
observoé que la presencia de anticuerpos neutralizantes anti-AAV?2
presentes antes de la transferencia bloqueaba la transduccién, lo
que se traducia en una baja expresién. También se constaté que la
expresion declinaba a las 4 semanas coincidiendo con un incre-
mento transitorio de las transaminasas, que relacionaron como
una consecuencia de un efecto de los linfocitos T citotdxicos
frente a la cdpsula del vector. Las conclusiones de estos estudios
sugerian que tanto la respuesta inmune humoral como celular li-
mitaban la expresion del gen (18).

Con el objeto de incrementar la expresién génica se han lleva-
do a cabo investigaciones posteriores, como:

* La investigacion de nuevos subtipos de AAV.

* El uso del FVIII deplecionado del dominio B, que reduce el
tamafio en un 30% y permite su introduccién en AAV con
una capacidad limitada a 4680 kDa.

¢ La inclusién de un promotor hibrido hepético (HLP) o co-
dén de optimizacién asociado al gen terapéutico que incre-
menta la expresion en el higado.

* El uso de mutaciones con ganancia de funcién, como es la
R338L, conocida como Padua, en el FIX.

* Empleo de esteroides para limitar la respuesta inmune ce-
lular.

Gracias a estos avances, en 2017 se publicaron los resultados
de dos estudios con terapia génica, uno en hemofilia A y otro
en hemofilia B, que han sido la base para la aprobacién por las
agencias FDA y EMA de los respectivos estudios clinicos de fase
3 (19,20).

En el primero, a 7 hemofilicos graves se infundié una dosis
dnica de 6 x 10 (13) vector genes (vg)/kg de un codén optimizado
de AAVS codificado con el gen del FVIII deplecionado del domi-
nio B. La actividad del FVIII después de la trasferencia génica
fue > 5 UI/dL en los 7 pacientes. En 6 de ellos, el incremento fue
superior al valor normal (> 50 UI/dL), y se mantuvo la respuesta
durante el afio de seguimiento. El ABR medio fue 1, con un cese
de los episodios hemorrdgicos a partir de la semana 22. El princi-
pal efecto adverso fue el incremento de la alanina aminotrasferasa
1,5 veces por encima del valor normal (19).

En el segundo estudio se infundieron 5 x 10(11) vg/kg a
10 pacientes con hemofilia B en niveles de FIX < 2% de AAV
con un promotor con especificidad hepatica y la variante Padua
(FIX-R338L) del gen del FIX. La media de FIX obtenido tras
la transferencia fue 33,78 + 18,5% (rango de 14-81). Durante el
seguimiento (492 semanas) el ABR medio fue 0,4 y el uso de
concentrados se redujo de 2908 Ul/kg utilizados previamente a la
infusién a 49,3 Ul/kg tras la terapia génica. 8 de los 10 pacientes
no precisaron la administracién de FIX por no presentar episodios
hemorragicos. En dos participantes también se objetivé un incre-
mento asintomadtico de las enzimas hepaticas (20).

La edicién de genes es una técnica molecular reciente que co-
rrige el defecto end6geno o integra directamente el gen terapéuti-
co. La correccidn del gen defectuoso sin tocar el resto del genoma
se basa en el sistema de reparacidn genética existente en el orga-
nismo humano, y emplea enzimas CRISP-CAS de bacterias de
forma que una nucleasa escinde de forma guiada el ADN alterado
retirandolo y ofreciendo a la célula un segmento nuevo sano. Este
novedoso acercamiento estd siendo ya investigado para corregir
mutaciones endégenas en el gen F9.
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Conclusiones

Los avances claves en el tratamiento de la hemofilia que han
permitido en los 30 tltimos afios alcanzar la posible cura de esta
enfermedad hereditaria han sido:

1

. El crioprecipitado, por ser el primer acercamiento terapéu-

tico disponible para el tratamiento de los episodios hemo-
rragicos, permitir las cirugias y reducir la mortalidad.

. Los concentrados plasmadticos, que permitieron la fabrica-

cién a gran escala, mejoraban la eficacia, permitian el tra-
tamiento domiciliario y fueron la base para los programas
de profilaxis.

. La clonacién de los genes del FVIII y FIX, que permiti6 la

fabricacién de productos recombinantes altamente seguros
y que facilitaron la expansion de la profilaxis.

. La obtencién de concentrados de FVIII con deplecion del

dominio B, por ser la base para la posterior terapia génica.

. La introduccién de agentes baipds para el tratamiento de

pacientes con inhibidores.

. Los concentrados con vida media extendida, que permiten

reducir el nimero de infusiones e incrementar los niveles
valle mejorando la eficacia y la calidad de vida.

. Los productos modificadores de la hemostasia, anticuer-

pos monoclonales y moléculas de interferencia del RNA
(siRNA), que permiten incrementar la generacion de trom-
bina en ausencia de FVIII o FIX y se administran por via
subcutdnea.

. La terapia génica, posible cura de la enfermedad.
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Hemostatic biomarkers in patients with cancer
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Hypercoagulability and cancer

Patients with cancer frequently present with abnormalities of
laboratory coagulation tests, namely a subclinical hypercoagula-
ble condition, and a high incidence of thrombotic complications.
The interaction between tumor cells with the different constit-
uents of hemostatic system is responsible for the conversion of
the intravascular milieu into a prothrombotic, proinflammatory,
and pro-adhesive environment in a patient with cancer (1,2). Hy-
percoagulability in cancer increases the risk of thromboembol-
ic complications, which actually occur at high rate compared to
non-cancer population (3). Consequently, a number of hemostatic
biomarkers have been investigated, either singularly or in combi-
nation with other variables, for their capacity to predict venous
thromboembolism in cancer patients (4,5).

Nevertheless, the mechanisms of hemostasis that are critically
involved in thrombosis are also implicated in tumor progression,
angiogenesis, and metastatic spread (2). Notably, the laboratory
abnormalities of hemostasis described in these patients worsen
with cancer progression, which is consistent with a tight relation
between tumor burden and clotting deregulation. This cross-talk
existing between cancer and the hemostatic system has stimulated
the assessment of hemostatic parameters as predictive factors of
cancer disease outcomes. Specifically, in the last few decades,
several studies have been performed in cancer patients with the
goal of evaluating hemostatic markers in relation to overall sur-
vival, disease-specific survival, disease-free survival, progres-
sion-free survival, and tumor response to therapies (6).

Role of hemostatic biomarkers in cancer outcomes

Many hemostatic biomarkers have been studied in relation to
cancer outcomes, ranging from standard clotting test to more so-
phisticated hemostatic assays, assessed alone or in combination
of two or more variables. Among these, fibrinogen and D-dimer
can be certainly considered as the most evaluated, probably due
to the availability of these assays in most hospitals, their low cost,
and their use in pre-operative routine laboratory screening. Over-
all, data agree on a significant association between elevated D-di-
mer and/or fibrinogen levels with poor prognosis in patients with
different types of cancer. Furthermore, most of these studies point
to a strong association of these biomarkers with cancer outcome,
even independently from venous thromboembolism.

The plasminogen activator system includes urokinase-type
plasminogen activator (u-PA) and its receptor (u-PAR), tissue PA
(t-PA) and type 1 and 2 inhibitors (PAI-1 and PAI-2). These pro-
teins have a role in tumor invasion and metastasis (7), and have

1"

been studied as potential tumor biomarkers both in cancer tis-
sue specimens and in plasma (8). Currently, tumor tissue u-PA
and PAI-1 are among the best-validated prognostic biomarkers
in lymph node negative breast cancer. Although no significant
correlation for uPA, uPAR and PAI-1 between plasma/serum and
tumor tissue could be demonstrated, several studies found that
pre-operative plasma levels uPAR and PAI- 1 can predict poor
prognosis in colorectal, ovarian, or breast cancer.

Tissue factor (TF), the main initiator of the blood coagula-
tion cascade, is constitutively expressed by different tumor cells
(9). Expression of TF by tumor tissues was an independent prog-
nostic indicator for overall survival in breast cancer (10) and for
disease-free survival in osteosarcoma (11). Under pathological
conditions, plasma TF can be detected at increased concentration
in association to cellular derived microparticles (MP) expressing
also the procoagulant phosphatidylserine (12). A potential diag-
nostic value of MP-TF activity has been suggested in women with
suspected ovarian cancer (13), whereas in pancreatic cancer, MP-
TF activity is a biomarker for a poorly differentiated and invasive
cancer and poor survival (14,15). Among the soluble forms of TF,
alternatively spliced TF in plasma of pancreatic cancer patients
may predict aggressive tumor phenotype (16). TFPI, the main in-
hibitor of TF, exhibits antiangiogenic and antimetastatic effects
(17). The expression of TFPI-2 by tumor tissues inversely related
to an increasing degree of malignancy. Low TFPI-2 protein ex-
pression in tumor tissues is an independent prognostic factor for
poor disease-free survival and overall survival in pancreatic car-
cinoma, and of cancer progression, recurrence and poor overall
survival after surgery in breast cancer.

Less investigated thrombotic biomarkers for cancer outcomes
include antithrombin, Protein C and endothelial protein C recep-
tor (EPCR), as well as coagulation gene polymorphisms (18). In
a large case-control study, carriers of the antithrombotic FXIII
Val34Leu polymorphism had a 15% reduced risk of developing
colorectal cancer compared to non-carriers (OR = 0.85; 95% CI,
0.74-0.97), while no risk were associated with PAI-1 4G/5G,
MTHEFR 677C>T, and fibrinogen gamma 10034C>T. In another
case-control study SNPs in FV, FX and EPCR were associated
to breast cancer susceptibility. In colorectal cancer, the inheri-
ted homozygous CC polymorphism of TFPI (-33T --> C) predict-
ed for improved disease-free survival.

The HYPERCAN study

The HYPERCAN (“HYPERcoagulation and CANcer”) is an
ongoing prospective, multicenter, observational study specifically
designed to evaluate whether hypercoagulation might be an inno-
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vative tool for risk assessment, early diagnosis and prognosis in
cancer (ClinicalTrials.gov # NCT0262281) (19). Started on Jan-
uary 2012, it includes two main projects. In project 1, thrombotic
markers are assessed for cancer risk prediction in healthy subjects,
while, in project 2, thrombotic markers are assessed in patients
with breast, NSCLC, CRC, or gastric cancer to predict for OS,
PFS, RFS, response to therapy, and occurrence of VTE. Different
thrombotic biomarkers are evaluated, including D-dimer, fibrino-
gen, thrombin generation, TF, prothrombin fragment 1 + 2 (F1 + 2),
MP procoagulant activity, coagulation factor polymorphisms,
t-PA, PAI-1, FVIII and FXIIL In project 1, 9,000 healthy blood
donors have been enrolled so far, and the enrollment is ongo-
ing to reach the 10,000 subjects ‘accrual. In project 2, a total of
3,970 cancer patients has been enrolled, including subjects with
limited resected tumors, locally advanced tumors, and metastatic
disease. Preliminary data show, for the first time, that measure-
ment of thrombin generation may help in identifying patients
at high risk of early disease recurrence in women with limited
resected tumors, candidate to systemic chemotherapy. Further
studies are worth to validate the prognostic role of thrombin gen-
eration (20).

Conclusions

Clotting-fibrinolytic system activation in cancer is common
and represents an unfavorable clinical sign. A substantial amount
of data suggests that hemostatic biomarkers might be of poten-
tial utility in predicting cancer outcomes. However, most of these
studies are retrospective in nature and not specifically designed
to address the role of hemostatic biomarkers in cancer disease,
recruitment is often mono-institutional, and includes small het-
erogeneous cohorts of patients with different local and systemic
treatments, and, in most of the cases, the study design includes
a single time point measurement, and cut-off values are derived
from specific study populations and, therefore, not easily extrap-
olated. In conclusion, except from tumor-tissue uPA and PAI-1,
that have achieved a high level of validation in breast cancer, all
biomarkers’ evaluations need to be standardized at analytical lev-
els, rely on well-established cut-off values, and clinically validat-
ed by means of prospective clinical trials.
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Introduccion

Durante el embarazo se producen una serie de cambios en el
sistema hemostético de la mujer con dos objetivos fundamenta-
les: mantener la funcién placentaria durante la gestacion y evitar
un sangrado excesivo en el momento del parto (1).

Estos cambios, consistentes en un incremento de algunos
factores de coagulacién, descenso de algunos de los anticoagu-
lantes naturales, reduccion de la fibrindlisis y un incremento de
la reactividad plaquetaria, tienen como resultado un estado de hi-
percoagulabilidad. La actividad procoagulante es mdxima en el
momento del expulsivo y el alumbramiento debido a la liberacion
de sustancias con actividad tromblopastinica. Si los mecanismos
hemostdticos en el tercer estadio del parto no son eficientes, el
riesgo de hemorragia materna grave es elevado dado el alto flujo
placentario al final de la gestacién (1,2).

La presencia de una coagulopatia subyacente puede marcar el
curso de la gestacion y del puerperio, lo que afecta al modo de fi-
nalizacion de la gestacion y al manejo de la analgesia y de la anes-
tesia, asi como a la prevencion de la enfermedad tromboembélica
en mujeres con trombofilia congénita o adquirida asociada (3).

Cambios fisiologicos de la hemostasia durante
el embarazo

Durante la gestacion se altera el equilibrio dindmico entre
coagulacion y fibrindlisis, y predomina el efecto procoagulante.

En la fase de alumbramiento, durante el proceso de despren-
dimiento de la placenta, un flujo de sangre materna de apro-
ximadamente 700 ml/min debe ser controlado por el efecto
combinado de la contraccién del miometrio placentario, mio-
taponamiento 'y el trombotaponamiento, a nivel de las ligaduras
de Pinard (3).

Los cambios en la hemostasia que se producen durante el
embarazo se resumen en la tabla [. La cifra de plaquetas se en-
cuentra dentro de los limites de normalidad durante el embarazo
no complicado, aunque suele ser ligeramente inferior a la de
la mujer no embarazada. Las causas por las que se produce es-
te descenso no estdn bien establecidas: puede deberse a la he-
modilucién fisioldgica que ocurre durante el embarazo, a la
destruccién temprana por inmunocomplejos y al consumo en
la unidad fetoplacentaria (1). Durante la gestaciéon aumentan la
mayoria de los factores procoagulantes; en algin caso, alcanzan
niveles superiores al 100%, otros disminuyen o no varian y, en
el caso del FXIII, presentan una distribucién bimodal. Paralela-
mente, se produce el descenso de algunos de los anticoagulantes
naturales. Se observa una resistencia a la proteina C activada
en torno a la mitad de las mujeres durante la gestacién (1,4).
Asimismo, la actividad fibrinolitica estd disminuida durante el
embarazo y el parto. A pesar de ello, los niveles de dimero-D se
encuentran elevados, sobre todo en la fase final de la gestacién
(1). Habitualmente los cambios observados en los pardmetros
de hemostasia se normalizan en torno a la sexta-octava semanas
después del parto (2).

Tabla I.

Fibrindgeno, Fll, FVII, FVIII, FvW, FX, FXII

FXI, EXIHI

Antitrombina

Incremento (incremento inicial FIl y normalizacién posterior)

Reduccion 40-50 % (incremento inicial FXIII)

Reduccion de un 20-30 % (nadir 12 h posparto)

6-8 semanas posparto.
FvW 4 semanas postparto

6-8 semanas posparto
72 horas posparto
6-8 semanas posparto

3-4 semanas posparto

6-8 semanas posparto

6-8 semanas potparto

Proteina S Reduccion (total, libre y actividad)

Plaguetas Reduccion (habitualmente > 100000/microlL)
Reduccion actividad fibrinolitica

Fibringlisis 2322:;2 Eﬁ:; (placenta y decidua)
Reduccion tPA

Dimero-D Incremento

Proteina C, FVy FIX Sin cambios

FvW: factor de Von Willebrand; PAI: inhibidor del plasmindgeno; tPA: activador tisular del plasminégeno.
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Trastornos de la hemostasia durante la gestacion

Las pacientes con trastornos hemorrdgicos (TH) congénitos
y/o adquiridos pueden presentar durante la gestacion, el parto y el
puerperio un incremento de las complicaciones hemorragicas (5).
Por otro lado, las mujeres con trombofilia congénita y/o adquirida
subyacente presentan un mayor riesgo de desarrollar complica-
ciones tromboembdlicas (6) (Fig. 1).

Trastornos hemorragicos
Hereditarios

En muchos casos, este tipo de alteraciones se diagnostican
con anterioridad a la gestacion, con frecuencia en el contexto de
un sangrado menstrual abundante. En pacientes con un TH con-
génito subyacente, el sangrado gestacional precoz puede aparecer
con frecuencia en el contexto de pérdidas fetales antes de la sema-
na 20, embarazo ectépico, enfermedad trofobldstica gestacional,
placentacién anémala y hemorragia anteparto (sangrado vaginal
desde la semana 20 hasta el parto). La hemorragia durante la fase
mds avanzada de la gestacion puede deberse a la presencia de
placenta previa o abruptio. La hemorragia posparto (HPP) puede
tener lugar en las primeras 24 horas posparto (HPP primaria) o
entre las 24 horas y las 12 semanas posparto (HPP secundaria)
(7). La HPP en mujeres con y sin TH es la causa de mortalidad
materna mds frecuente (7,8). Tras el parto, los factores de coa-

gulacién descienden rdpidamente a niveles basales previos a la
gestacion; por ello, estas pacientes presentan un mayor riesgo de
HPP primaria y secundaria (8). Ademads, estas mujeres presentan
un mayor riesgo de sangrado en el contexto de procedimientos in-
vasivos, como biopsia de vellosidades coriénicas, amniocentesis,
anestesia neuroaxial y cesdrea (7).

Debido a la baja frecuencia de los TH congénitos, las reco-
mendaciones de las distintas guias de consenso muestran un nivel
bajo de evidencia (8,9).

Portadoras de hemofilia

Los niveles de factor VIII o factor IX en mujeres portadoras
de hemofilia son variables. Esto se debe a un fenémeno fisiol6gi-
co de inactivacién del cromosoma X (lionizacién) que tiene lugar
de manera precoz durante la fase embrionaria de la gestacién. Si
uno de los cromosomas tiene un gen andémalo (F8 o F9), en el
caso de que en la mayoria de las células el inactivado sea el cro-
mosoma X con el gen normal, el nivel de factor estard descendido
(< 50%) y la mujer podré presentar sintomatologia hemorragica
similar, en general, a la de un varén hemofilico leve. Las porta-
doras de hemofilia A con niveles de FVIII < 60% pueden mostrar
una mayor tendencia hemorrdgica (9).

Hay momentos durante la gestacién en los que puede exis-
tir un mayor riesgo de hemorragia, lo que requiere un abordaje
multidisciplinar y un manejo especifico de estas pacientes (9,10)
(Tabla II).

Trastornos de la hemostasia

en la gestacion

‘ Hemorragicos ‘
I
! }

‘ Trombéticos ‘
|
! |

Portadoras hemofilia Hemofilia adquirida

E. de von Willebrand
RBD

Déficits adquiridos
factores coagulacion

Congénitos | I Adquiridos I | Congénitos | | Adquiridos

Plaquetas Plaquetas — Trombofilia congénita — SAF/AAF
— T. Glanzmann — T. gestacional : 2?::;::8: - Ar:tlco:f;\}acnon
— Sdr. Bernard-Soulier — T.inmune 8 s
— Trombocitopenias — Microangiopatias Sl

Hereditarias trombdticas
Factoresde Factoresde
coagulacion coagulacion

AAF: anticuerpos antifosfolipido; ETEV: enfermedad tromboembdlica venosa; RBD: rare bleeding disorders; SAF: sindrome antifosfolipido.

Figura 1. Trastornos de la hemostasia durante la gestacion.
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Enfermedad de von Willebrand

La enfermedad de Von Willebrand (EvW) es el trastorno
hemorrdgico més frecuente. Clinicamente existe una amplia va-
riabilidad dependiendo del subtipo de EvW (11). En mujeres, el
sintoma de presentacién mds frecuente es el sangrado menstrual
abundante, con una prevalencia en torno al 5-20%. La presencia
de hipermenorrea en estas pacientes es un sintoma predictor de
complicaciones hemorragicas (12).

Los niveles de factor Von Willebrand (FvW) se incrementan
de manera fisioldgica durante la gestacién en pacientes con y
sin EVW y experimentan un rdpido descenso en torno al tercer
dia posparto, con un nadir entre la primera y la tercera semana
después del parto, aunque existe una importante heterogeneidad
entre pacientes (11). Alrededor del tercer trimestre de gestacion
mas de la mitad normalizan la actividad del FvW y los niveles de
FVIIL Sin embargo, en pacientes con EvW tipo 2B puede obser-
varse un incremento de la trombocitopenia secundario al aumento
del FvW disfuncional, al igual que en el tipo 2N, en el que los
niveles de FVIII no se incrementan. Las pacientes con EvW tipo
3 mantienen niveles descendidos de FvW y FVIII durante la ges-
tacion (9,11).

Datos retrospectivos indican que la probabilidad de sangrado
anteparto es mayor en mujeres con EvW, aunque este hallazgo
no se ha asociado a un incremento de recién nacidos pretérmino
ni al nimero de muertes fetales intrattero (9,11). Asimismo,
la HPP primaria aparece en un 15-30% de mujeres con EvW y la
secundaria, en un 25% (9). El riesgo de HPP parece asociarse mas
estrechamente a la actividad de FVIII que a la de FvW. Se observa
también una mayor incidencia de hematoma perineal (11,12).

En general, las mujeres con niveles basales de FvW y FVIII
superiores al 30% alcanzaran cifras normales al finalizar la ges-
tacion. Niveles de cofactor de ristocetina (FvW:RCo) superiores
al 50% permiten la finalizacion de la gestacion via vaginal y la
administracion de anestesia neuroaxial (11). Las recomendacio-
nes acerca del manejo en estas pacientes se detallan en la tabla I11.

Trastornos hemorragicos hereditarios poco frecuentes

Los TH hereditarios poco frecuentes, conocidos por su térmi-
no anglosajon, rare bleeding disorders (RBD), afectan a menos
1 de cada 500 000 individuos y presentan un patrén de herencia
autosémica recesiva, aunque en algunos casos de déficit de FXI y
disfibrinogenemia su herencia puede ser autosémica dominante.

Tabla lll.

Recomendaciones

Establecer fenotipo hemorragico previo

Monitorizar niveles basales en el tercer trimestre y previo a procedimientos invasivos

Administrar DDAVP o concetrados de FvWW/ (pico de actividad FvW 100%) previo
a procedimiento. Repetir dosis a las 12-24 h si alto riesgo hemorragico

Evitar DDAVP en caso de preeclampsia y mantener restriccion hidrica (1| durante las 24 h

No recomendado DDAVP si tipo 2B (trombocitopenia secundaria)

Finalizacidn via vaginal esponténea salvo indicacion obstétrica
ATX: (dosis 1 g) monoterapia si actividad FvW > 50% previo expulsivo

+ DDAVP o concentrados de Fvl/V: si actividad FW < 50% y lo méas proximo posible

al expulsivo. Monitorizacion pretratamiento y postratamiento
Transfusion de plaquetas: ocasionalmente en tipo 2B

Tipo 1: si, si actividad FvW normalizada en el tercer trimestre o tras recibir tratamiento

Catéter epidural: monitorizar niveles y administrar tratamiento si precisa previo a retirada

Mantener niveles de actividad de FvW y FVIII > 50% durante 3 dias posparto vaginal

. Actividad FvW
Aspectos relacionados
deseada
mage";:;il;z; - Determinar respuesta a DDAVP previo a gestacion
g Manejo multidisciplinar
Niveles hemostasicos 0
FvW:Rco y FVIII >l
Procedimientos invasivos 0
>50% o .
antenatales posadministracion)
DDAVP y fenomeno de taquifilaxia
Manejo intraparto > 50%
Tipo 2: si, solo si actividad FvW > 50%
Anestesia neuroaxial >50% Tipo 2N: si, solo si niveles FVIII > 50%
Tipo 3: evitar
no complicado o 5 dias poscesarea
ATX:dosis 1 g/6-8 h durante 7-14 dias
Posparto > 50%

Concentrados de FvW:tipo 3 mantener 2-3 semanas posparto

Control de hemoglobina y hematocrito
Siindicacion de tromboprofilaxis: HBPM solo si adecuada correccion de actividad de FvW
y FVIII. Métodos mecénicos si contraindicacion
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Su prevalencia es variable, aunque es mayor en aquellas poblacio-
nes en las que la consanguinidad es mds elevada (8,13).

Desde el punto de vista clinico, los pacientes homocigotos o
doble heterocigotos pueden presentar tendencia hemorrdgica. El
sangrado menstrual abundante, las pérdidas fetales espontdneas y
el sangrado durante el parto se ha observado en aproximadamente
un 20% de estas mujeres (13).

La escasa frecuencia de los RBD ha derivado en un escaso
conocimiento acerca de su etiopatogenia y su historia natural.
Ademis de la amplia variabilidad clinica, en algunas deficiencias,
como el déficit de FV, FVII y FXI, existe una débil asociacion
entre la actividad coagulante residual y la clinica hemorrdgica,
por lo que el nivel de factor no predice de forma consistente
el riesgo hemorragico en estas pacientes. En algin caso, como el
déficit de FXI, otros pardmetros que permiten determinar el feno-
tipo hemorrdgico son los antecedentes hemorrdgicos personales
y/o familiares, la mutacién genética y el perfil de generacién de
trombina (9). Asimismo, el nivel hemostatico minimo de factor
de coagulacion difiere en cada una de las deficiencias, por lo que
los RBD no pueden considerarse como un tnico tipo de trastorno.
Los aspectos especificos de cada déficit de factor deben evaluarse
individualmente (13,14).

Existen pocos datos publicados acerca del manejo prenatal y
en el periparto en pacientes afectadas por estos trastornos. Ade-

Tabla IVa.

mas, en el caso de deficiencias leves de algunos factores (FVII,
FVIIl y EX), el incremento fisiolégico durante la gestacion puede
dar lugar a la normalizacidén de sus niveles (8). Las caracteristicas
clinicas y medidas terapéuticas de este tipo de trastornos se des-
criben en las tablas [Va y IVb (9).

Trastornos plaquetarios hereditarios

Existen otras coagulopatias congénitas poco frecuentes con
impacto clinico en mujeres durante la gestacion y el puerperio.
Entre ellas, se incluyen las trombocitopatias congénitas. Las mds
caracteristicas son la trombastenia de Glanzmann (TG), el sin-
drome de Bernard-Soulier (SBS) y las trombocitopenias heredi-
tarias. El manejo terapéutico de estas situaciones se resume en
la tabla V.

Trombastenia de Glanzmann

Es un trastorno autosémico recesivo que resulta en el déficit
de la glicoproteina de membrana GplIb/Illa, asociada a una ten-
dencia hemorrdgica aumentada. Puede complicarse con el desa-
rrollo de aloanticuerpos tras la exposicion a plaquetas de donante
en el 25-80% de los pacientes (8). La TG se ha asociado a sangra-
do antenatal, a HPP primaria y secundaria (9).

Caracteristicas clinicas

SegUn estudios retrospectivos, los antecedentes hemorragicos maternos son el mejor predictor

Riesgo de HPP incrementado en homocigotas y doble heterocigotas. Superior en pacientes

Segln un estudio reciente, las pacientes con grupo sanguineo 0 presentan un riesgo superior de HPP
Sinincremento del riesgo de pérdidas fetales. Si mayor cuantia del sangrado tras finalizacion

Presencia de hemorragia anteparto, pérdidas fetales y HPP a pesar de tratamiento profilactico

Déficit grave: mayor riesgo de sangrado en el momento del parto y HPP, asi como pérdidas fetales

Las mujeres con ausencia de antecedentes hemorragicos no parecen presentar un mayor riesgo

Escasez de datos en la literatura acerca del empleo de anestesia neuroaxial en estos casos

Clinica hemorragica (afibrinogenemia); hemorragica o trombética (disfibrinogenemia)

Tipo de . .
déficit Herencia/ Frecuencia
ar de HPP independientemente del nivel de factor
AT
FXI e ce}da 10. |n(’1|V|duos con fenotipo hemorragico previo
(superior en judios
askenazis)
de gestacion o aborto en mujeres con fenotipo hemorragico
Bl 1 de cada 2 x 10° Dos casos publicados
individuos
FV 1de cada 10°individuos = recurrentes.
Déficit combinado de FV y FVIIl asociado con la presencia de HPP
ar Presencia de sangrado antenatal, HPP y pérdidas fetales
FVII 1 de cada 500000
individuos de sangrado
FX - Presencia de hemorragia antenatal, HPP y mala historia obstétrica
Xl 1 de cada 2 x 10° Mayor incidencia de pérdidas fetales y HPP
individuos
e Afibrinogenemia: ar Ambas presentan mayor riesgo de desarrollar patologia placentaria

Disfibrinogenemia: AD

Sangrado anteparto, HPP, trombosis venosa y pérdidas fetales. Multiples casos de desprendimiento
de placenta en el segundo y tercer trimestre (disfibrinogenemia)
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Antenatal/parto. Administrar PFC 15-25 mL/kg si FV < 20% y trabajo de parto,

previo a cesarea o sangrado activo. Administrar FVIlIr si FVIII < 50% en tercer
trimestre

ATX: dosis 1 g/6 h. Monoterapia si sangrado menor

0 en combinacion con PFC

Puerperio. Valorar administrar PFC 10 mL/kg/12 h durante 3 dias para mantener

niveles de FV > 20%

PFC: dosis 6ptima 15-25 mL/kg

FVIII recombinante

FV > 20-40%
FVIII > 50%

FV < 20%

FV + FVIII

Anestesia neuroaxial. No debe realizarse procedimiento salvo administracion

previa de tratamiento sustitutivo y confirmacion de normalizacion de niveles

ATX: monoterapia sangrado menor Debe evitarse
su uso concomitante con concentrados de FXI

debido al tedrico riesgo tromboético

Anteparto. No suele ser necesario administrar tratamiento hemostatico salvo
cirugia o sangrado activo tras pérdida fetal o procedimiento quirdrgico

PFC: contiene cantidades variables de FXI. Efectos
adversos: reacciones alérgicas, transmision

de agentes infecciosos, riesgo trombético

y desarrollo de inhibidores en pacientes

homocigotos

Parto y puerperio. Profilaxis en caso de homocigotas o doble heterocigotas,

historia previa de HPP o fenotipo hemorragico previo. En el resto de situaciones
la actitud puede ser expectante, con ATX en monoterapia y tratamiento

sustitutivo con FXI en caso de clinica hemorragica

Pobre correlacion

Niveles y

< 15-20%

FXI

hemorragia

Anestesia neuroaxial. No debe realizarse dicho procedimiento salvo

Concentrado de FXI: evitar superar FXI > 70%

(riesgo trombdtico)

administracion previa de tratamiento profilactico en caso de FXI < 10-20% e

historia hemorragica previa o fenotipo hemorragico desconocido

rFVIla: dosis optima desconocida. Aislados casos

reportados

Anteparto. Realizar profilaxis antenatal si déficit grave, con concentrado de FXIII

20-40 Ul/kg 21-28 dias para mantener FXIII > 20% y antecedentes de mala historia

obstétrica y/o antecedentes de clinica hemorragica personal y/o familiar

Parto. Administrar concentrado de FXIII 10-40 Ul/kg dosis Gnica previo a cesarea

o trabajo de parto

Concentrado FXIIl recombinante (subunidad A)

Concentrado FXIIl plasmatico

<30%

FXIl

Anestesia neuroaxial. Escasez de datos en la literatura

IELER'A
EacD Tratamiento Recomendaciones
trastorno
Anteparto/parto. Administrar
* ATX:dosis 1g/6 h plaquetas HLA compatibles
* Plaquetas HLA tras inicio de trabajo de parto
compatibles o rFVlla si refractariedad
* rFVlla: dosis plaquetar o anticuerpos anti
90 pg/kg/2 h Gpllb/IIIA o HLA
durante 3 dosis. Puerperio. Administrar ATX
TG . . )
En pacientes con hasta resolucion de loquios.
anticuerpos anti Transfusion de plaguetas en
GplIb/IA y/o HLA, caso de sangrado.
o0 antecedentes Anestesia neuroaxial. No debe
de refractariedad realizarse procedimiento dada
plaquetar respuesta no predecible a la
transfusion de plaguetas
Anteparto/parto. Administrar
« ATX: dosis 1 g/6 h plaqygtgs HLA conllpatlbles
tras inicio de trabajo de parto
* Plaquetas HLA . .
; o rFVlla si refractariedad
LIS laquetar o anticuerpos anti
o rFVila: dosis 0 pg/ P29 P
Gplb o HLA
RIS Puerperio. Administrar ATX
SBS dosis. En pacientes perto.

hasta resolucion de loquios.
Transfusion de plaquetas en
caso de sangrado

Anestesia neuroaxial. No debe
realizarse procedimiento dada
respuesta no predecible a la
transfusion de plaquetas

con anticuerpos
anti Gplb y/o HLA,
o0 antecedentes
de refractariedad
plaquetar

Sindrome de Bernard-Soulier

Es un trastorno autosémico recesivo caracterizado por una
adhesion plaquetaria andmala secundaria al déficit del complejo
de membrana Gplb-IX-V que se asocia a una expresion hemo-
rrdgica variable. Se ha reportado la presencia de HPP primaria y
secundaria en un tercio de las gestaciones, asi como episodios de
sangrado a pesar de soporte transfusional de plaquetas (9).

Trombocitopenias hereditarias

A pesar del avance en el diagndstico molecular de entidades
como los trastornos relacionados con la mutacién del gen MYH9,
la trombocitopenia relacionada con mutacién de ANKRD?26,
las macrotrombocitopenias con disminucién de la expresién de
ITGB3 y la macrotrombocitopenia familiar asociada a mutacio-
nes en el gen ACTNI, entre otras, su prevalencia sigue siendo
baja. El grado de trombocitopenia y los antecedentes hemorragi-
cos maternos predicen el riesgo de HPP y la necesidad de soporte
transfusional. La transfusion profildctica de plaquetas principal-
mente en formas graves parece ser efectiva en reducir la inciden-
cia de hemorragia (15).
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Adquiridos
Trombocitopenia adquirida

La presencia de trombocitopenia (recuento plaquetario < 150
x 10°/L) se observa en un 5-10% de mujeres durante la gestacion
o el posparto inmediato. La identificacion de la etiologia es fun-
damental dado que, incluso en ausencia de clinica hemorrdgica,
la cifra de plaquetas es critica a la hora de decidir tanto el tipo de
anestesia como el modo y la via de finalizacién de la gestacion
(16). La frecuencia y las caracteristicas generales de las causas de
trombocitopenia durante el embarazo se observan en la figura 2 y
en la tabla VI (17).

Trombocitopenia gestacional

Es la causa mds frecuente de trombocitopenia en el embarazo.
A pesar de su elevada prevalencia, se trata de un diagndstico de
exclusion y su mecanismo fisiopatolégico no esta claro (efecto
dilucional secundario al aumento del volumen plasmadtico gesta-
cional, respuesta insuficiente a la eritropoyetina, incremento del
aclaramiento plaquetario, aumento del consumo plaquetario a ni-
vel placentario y cambios en la expresion del FvW y en la activi-
dad ADAMTS13). No suele requerir tratamiento dado que, solo de
manera excepcional, la cifra de plaquetas desciende por debajo
de niveles considerados hemostaticos para la administracion de
anestesia neuroaxial y en el momento del parto (16).

Trombocitopenia inmune

Es la causa mas frecuente de cifra de plaquetas < 50 x 10°/L
en el segundo y el tercer trimestre, aunque puede detectarse en
cualquier momento de la gestacién. La incidencia de esta enti-
dad es de un caso por cada 1000-10000 gestaciones. En torno al
35% de las pacientes son diagnosticadas por primera vez durante

Trombocitopenia
gestacional

CID

Microangiopatias
asociadas a la
gestacion

PTI

Trombocitopenia
hereditaria

Infeccion
LES / SAF

Inducida por
farmacos

SHU o PTT
adquirida

Otras causas

Tabla VI.

Relacionadas con la gestacion

Trombocitopenia leve (> 100 x 10%/L )
Mas frecuente al final de la gestacion
No trombocitopenia fetal

Recurrencia en gestaciones futuras

Presencia de patologia de base (desprendimiento
de placenta, embolismo liquido amniético, placenta
accreta, etc.)

Asocia alteraciones de la hemostasia y otras
citopenias

Preeclampsia/HELLP

Higado graso agudo del embarazo
Microangiopatia trombética mediada por
complemento (SHU atipico)

PTT hereditaria

No relacionadas con la gestacion

Sitrombocitopenia leve diagnostico diferencial con
trombocitopenia gestacional

Posible alteracion de la morfologia plaquetaria
Ocasional asociacion posibles malformaciones
(radio)

VIH, VHC, VEB y otros agentes infecciosos

Mayor riesgo de brotes durante la gestacion

Heparina, quinina, valproico, etc.

Antecedente de cuadro diarreico en el SHU

Hiperesplenismo
Déficit vitamina B,, o folatos

3% 1%

= Gestacional
B Inmune
¥ Preeclampsia

Otras

76%

—

< 20 semanas

®Inmune

Otras

>100 x 10°/L

<100 x 10°/L

HInmune

Otras

M Gestacional

m Preeclampsia

B Gestacional

= Preeclampsia

> 20 semanas

M Gestacional

= Inmune

® Preeclampsia
Otras

>100 x 10°/L

<50 x 10°/L

M Gestacional

HInmune

W Preeclampsia
Otras

Figura 2. Prevalencia de las distintas causas de trombocitopenia durante la gestacion.
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el embarazo. El diagndstico es de exclusién y no se recomienda la
determinacion de anticuerpos antiplaquetarios de rutina (16). La
morbilidad materna y las complicaciones hemorragicas son bajas
y no se correlacionan con la cifra de plaquetas. Solo un tercio de
las pacientes requiere medidas terapéuticas (16,17) (Fig. 3).

Microangiopatias trombdéticas

Las microangiopatias trombdéticas en el embarazo se asocian
con frecuencia a un subito y rdpido deterioro del estado clinico
materno y fetal. Es necesario un adecuado diagndstico diferen-
cial, ya que el manejo difiere segtin las distintas situaciones (17)
(Tabla VII).

Déficits adquiridos de factores de coagulacién

Estdn mediados por autoanticuerpos, son poco frecuentes
y pueden presentarse a lo largo de todo el embarazo. General-
mente el déficit es grave y se asocia a clinica hemorrdgica. Un
claro ejemplo es la hemofilia adquirida, que puede aparecer al
finalizar la gestacién o en los primeros 3 meses posparto. No
existe correlacion entre las manifestaciones clinicas y los nive-
les de FVIII o el titulo de inhibidor del FVIII. El tratamiento
se basa en la erradicacién del inhibidor (inmunosupresion) y
el control de los sangrados empleando agentes hemostaticos
baipds (17).

Trastornos tromboticos

El riesgo de enfermedad tromboembdlica venosa (ETEV) au-
menta durante la gestacion debido a los cambios fisioldgicos de

la hemostasia, unido a otros cambios fisicos (estasis venoso
de extremidades inferiores debido a compresion uterina, compre-
sién de vena ilfaca izquierda, menor movilidad y finalizacién de
la gestacion mediante cesdrea) (6).

Hereditarios

El principal factor de riesgo de ETEV en mujeres con trombo-
filia hereditaria es la historia personal o familiar en primer grado
de ETEV. Este riesgo es superior en mujeres portadoras de de-
terminadas trombofilias congénitas (o adquiridas), sobre todo en
casos de defectos combinados (6) (Tabla VIII). El objetivo del
manejo de estas mujeres es la prevencion de la ETEV (Tabla IX).
En caso de indicacién de tratamiento anticoagulante, este debe
iniciarse en el primer trimestre de la gestacion y suspenderse al
comienzo del trabajo de parto o antes de la induccién o de la
cesdrea programada para minimizar el riesgo de complicaciones
hemorrédgicas. En el posparto, si estd indicado, el tratamiento con
heparina debe iniciarse en el puerperio inmediato (4-6 horas pos-
parto), aunque este intervalo es superior en casos de mayor riesgo
hemorrédgico (cesdrea o tras retirada de catéter epidural) (18).

Adquiridos
Sindrome antifosfolipido

El sindrome antifosfolipido (SAF) es un trastorno autoinmune
sistémico caracterizado por el antecedente de trombosis venosa
y/o arterial y pérdidas fetales en el contexto de la presencia de an-
ticuerpos antifosfolipidos (Tabla X). El riesgo trombdético es supe-
rior en pacientes con positividad para anticoagulante ltpico, titulo

Recuento de plaquetas

| <80 x 109/L

\ ] > 80 x 10%/L |

Control mensual

| >30 x 10%/L ‘ <20-30 x 10%/L Control mensual
y/o Quincenal a partir de semana 36
sangrado

Semanal a partir de semana 36

Desaconsejar AINE e intramusculares
Asegurar al nacimiento:
> 50 x 10%/L cesérea
> 80 x 10%/L anestesia neuroaxial

Recuento al nacimiento y nadir (2-5 dias)
Valorar demorar administracién de
Vitamina K intramuscular o via oral

Tratamiento:
Esteroides
Inmunoglobulinas
Esplenectomia

Refractaria:
Obstetricia: Ar.ltI-D.
Desaconsejar parto instrumentado szatloprl.na
(ventosas, forceps) Ciclosporina
Neonatologia: Ciclofosfamida

Rituximab*

Agonistas del receptor de la
Trombopoyetinat

TCasos aislados publicados. No se han observado anomalias congénitas.

*Cruza la placenta. No teratogénico, asociado a linfopenia B prolongada. Suspender 6 meses antes de planificacién de la gestacion.

Figura 3. Seguimiento y tratamiento de la trombocitopenia inmune durante el embarazo.
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LELIERY (R
Preeclampsia / HELLP PTT SHU HGAE
VB el 27 +++ + + ++ (50% de los casos)
elevada
Clinica neuroldgica +H++ +H+ + +
Fiebre - -[+ -[+ -
Tendencia
. = -/+ = =
hemorragica
Trombocitopenia +/++ (> 50 x 109/L) +++ (< 20 x 109/L) +(< 100 x 109/L) +
Dafio renal +H++ +H++ +++ 4+
Disfuncion hepatica + -+ -+ +++
Coagulopatia -1+ - - +++
LDH + H 4+ H++ 4+
Anemia hemolitica
. S + 4+ +H++ +
microangiopatica
Hipoglucemia - - - +
Actividad ADAMTS13 Normal <10% > 20-30% >30%
Comienzo 3. trimestre 2°-3.°" trimestres Posparto 3. trimestre
. SHUa: eculizumab
. . ., ANCE RS L PFC (55-80% respuestas) = Finalizar gestacion
Tratamiento Finalizar gestacion PTTa: plasmaféresis e ono .
TIS 22 linea Dialisis 80% Soporte transfusional
’ SHU-TS: soporte
0,
) DRl 10-30% i (25%)
Recurrencia il P[RS (depende de mutacion ar; alteracion oxidacion
Profilaxis AAS Plasmaféresis si ADAMTS13 p ! . .
subyacente) mitocondrial de acidos grasos

< 5-10% (datos limitados)

LELIERYIN

Riesgo

trombético

Heterocigoto FV Leiden

Heterocigoto mutacion G20210A de la protrombina
Déficit de proteina C

Déficit de proteina S

Homocigoto FV Leiden

Homocigoto mutacion G20210A de la Protrombina

Bajo riesgo

GO Doble heterocigoto FV Leiden/G20210A Protrombina
Déficit de antitrombina

Factores Antecedente ETV en familiar primer grado

de riesgo Otros factores de riesgo trombético (obesidad,

asociados inmovilizacion prolongada y cesarea)

medio-alto de anticuerpos anticardiolipina y triple positividad de
anticuerpos antifosfolipido. El enfoque terapéutico del SAF en las
gestantes dependerd de la existencia de trombosis previa y de la
necesidad de anticoagulacion oral indefinida (19,20) (Fig. 4).

Anticoagulacion durante la gestacion
Un subgrupo de gestantes puede precisar tratamiento anti-

coagulante durante la gestacion, incluyendo, entre otras, muje-
res con alto riesgo de ETEV y portadoras de prétesis valvulares.

Los potenciales efectos teratogénicos, la complejidad en el ajus-
te de dosis, asi como el manejo de la anticoagulacién de cara
al parto, hacen de la gestacién una situacion clinica altamente
compleja. A esto hay que afiadir la necesidad de asesoramiento
preconcepcional en aquellas mujeres con deseo gestacional que
precisan anticoagulacion crénica. En general, el anticoagulan-
te de eleccion es la heparina de bajo peso molecular (HBPM).
Se desaconsejan los anticoagulantes orales de accion directa
(ACOD) durante la gestacion y la lactancia. Los farmacos an-
tivitamina K atraviesan la placenta y son teratogénicos, por lo
que estdn desaconsejados principalmente entre las 6 y las 12
semanas y en el momento del parto, dado que incrementan el
riesgo hemorrdgico (18,21). Los aspectos generales acerca del
manejo del tratamiento anticoagulante durante la gestacion se
resumen en la tabla XI.

Conclusiones

1. Durante la gestacion se producen una serie de cambios fi-
sioldgicos en el sistema hemostatico de la mujer, entre los
que predomina el efecto procoagulante. El objetivo funda-
mental es mantener la funcion placentaria durante la gesta-
cién y evitar un sangrado excesivo en el momento del parto.

2. Las pacientes con TH congénitos y/o adquiridos pueden
presentar un incremento de las complicaciones hemorra-
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Tabla IX.

Riesgo trombotico Manejo anteparto Manejo posparto

Vigilancia clinica estrecha
Trombofilia de bajo riesgo y ausencia de historia Anticoagulacion profilactica si factores de riesgo ~ Tratamiento anticoagulante
personal de ETEV asociados (inmovilizacion, antecedente familiar, (dosis profilactica) si cesarea
ETEV no provocada en < 50 afos)

Trombofilia de bajo riesgo con historia personal

ETEV . . . . .
ge Tratamiento anticoagulante Tratamiento anticoagulante (dosis
" . L dosis intermedias intermedias
Trombofilia de alto riesgo sin historia personal ( ) )
de ETEV
Trombofilia de alto riesgo® con historia personal Tratamiento anticoagulante Tratamiento anticoagulante (dosis
de ETEV y tratamiento anticoagulante oral crénico (dosis terapéuticas) terapéuticas)

Tabla X.

SAF sera considerado si al menos un criterio clinico y un criterio de laboratorio estan presentes
Criterios clinicos
1. Afectacion vascular trombética

Uno o mas episodios de trombosis arterial, venosa o de pequefio vaso, en cualquier 6rgano o tejido. Confirmada mediante criterios objetivos
(histopatoldgicos o pruebas de imagen)

2. Morbilidad obstétrica
(a) Una o mas muertes fetales inexplicadas de fetos morfoldgicamente normales méas alla de la semana 1, o

(b) Uno o mas nacimientos prematuros de neonatos morfoldgicamente normales antes de la semana 34 de gestacion debido a: i) eclampsia
o preeclampsia grave, o ii) hallazgos concordantes o insuficiencia placentaria, o

(c) Tres o mas abortos consecutivos inexplicados antes de la semana 10 de gestacion, en ausencia tanto de anomalias anatémicas u
hormonales maternas y anomalias cromosdmicas paternas o maternas

Criterios de laboratorio:
1. Anticoagulante lipico:
Presente en plasma en dos 0o mas ocasiones, con un intervalo minimo de 12 semanas, detectado acorde a las recomendaciones de la ISTH
2. Anticuerpos anticardiolipina:

1gG y/o IgM en suero o plasma, presente en titulo medio o alto (> 40 GPL o MPL, o > percentil 99), en dos o mas ocasiones, con un intervalo
minimo de 12 semanas, cuantificados mediante un ELISA estandarizado

3. Anticuerpos anti-X2 glicoproteina I:

1gG y/o IgM en suero o plasma (en titulo > percentil 99), presente en dos 0 mas ocasiones, con un intervalo minimo de 12 semanas, cuantificados
mediante un ELISA, acorde a los procedimientos recomendados

gicas durante el embarazo, el parto y el puerperio en el 4. Es necesaria una monitorizacion clinica y analitica estrecha
contexto de placentacion andémala, hemorragia anteparto durante la gestacién, asi como una adecuada estratificacion
y/o HPP. del riesgo hemorragico y/o trombético.

3. El riesgo de ETEV también aumenta durante la gestacién 5. El abordaje multidisciplinar (hematdélogo, obstetra, aneste-
debido a los cambios fisiolégicos de 1a hemostasia, unido a si6logo, etc.) de la gestacion en estas pacientes es necesario
otros cambios fisicos (estasis venoso, compresion de vena para elaborar un plan de parto y un manejo terapéutico mas
ilfaca izquierda, inmovilizacion, cesdrea...). adecuado.
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Valorar
asociar Si preeclampsia SAF
pravastatina y/oCIR grave obstétrico

Manejo de la gestacion

en mujeres con AAF / SAF

Anteparto
AAF + AAS 100 mg/dia
0 Zar
asintomatica Posparto
HBPM 6 semanas*

20 mg/dia ]
l Trombosis previa

l

e

Durante toda la gestacién Durante toda la gestacién
— HBPM terapéutica — HBPM profildctica o dosis
— AAS 100 mg/dia intermedias*
Posparto — AAS 100mg/dia
— Reiniciar AVK en puerperio Posparto
inmediato — HBPM profildctica o dosis
6-12 semanas

\ intermedias

Refractaria a
tratamiento

— Afiadir hidroxicloroquina

— Mantener toda la

preconcepcional (con o
sin  prednisona < 10
mg/dia primer trimestre)

Valorar IG iv

y/o
plasmaféresis

Refractaria a
tratamiento

gestacion

parto no es necesario suspender AAS a dosis de 100 mg/dia.
factores de riesgo vascular asociados, LES asociado.

AAF: anticuerpos antifosfolipido; AAS: acido acetilsalicilico; AVK: antivitamina
antifosfolipido obstétrico.

Si tratamiento con HBPM a dosis terapéuticas o intermedias, se recomienda suspender al menos 24 horas antes del parto o procedimientos invasivos. Durante el
*En caso de perfil alto riesgo: perfil seroldgico de riesgo (triple positividad AAF, anticoagulante IGpico positivo, anticuerpos anticardiolipina titulo medio-alto),

*Valorar dosis intermedias (estimadas y no en ficha técnica) si asociacién con otros factores de riesgo vascular (obesidad, historia familiar de trombosis, cesérea).

K; CIR: crecimiento intrauterino retardado; IG: inmunoglobulinas; SAFO: sindrome

Figura 4. Manejo de las gestantes con anticuerpos antifosfolipido y SAF.
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Tabla XI.

Proteis valvulares cardiacas
ETEV Lo .
Bioldgicas Mecanicas

¢ Asesoramiento preconcepcional (riesgos maternos y fetales)
Preconcepcional ° Realizacion frecuente de test de embarazo e inicio de HBPM tras confirmacion si:

y hasta - Pacientes con ciclos menstruales regulares
confirmacion de - Posibilidad de realizacion de test de embarazo en sangre en los primeros 7 dias tras primera falta
gestacion - Inicio de HBPM tras positividad de test de embarazo en sangre

- Insistir en el riesgo de teratogenicidad si anticoagulacion oral > 6. semana de gestacion

¢ AAS 75-100 mg/dia +
¢ Si riesgo de trombosis valvular:
- Primer trimestre: HBPM terapéutica cada 12
horas
- Semana 12-36: AVK con controles estrechos de
INR
* NO riesgo de trombosis valvular:
- HBPM terapéutica cada 12 horas durante toda la
gestacion

Anteparto HBPM terapéutica cada 12 horas e AAS 75-100 mg/dia*

0
- Primer trimestre: HBPM terapéutica cada 12 horas
Semana 12-36: AVK con controles estrechos de INR

¢ Recomendado abordaje multidisciplinar

» Se prefiere parto via vaginal salvo indicacion obstétrica de cesarea

¢ Anestesia neuroaxial:
- Ultima dosis de HBPM terapéutica 24 horas antes de procedimiento
- Ultima dosis de HBPM profilactica 12 horas antes de procedimiento

e HBPM terapéutica cada 12 horas hasta ¢ AAS 75-100 mg/dia hasta finalizacion de la
24 h antes de trabajo de parto, cesarea o gestacion®
. induccion e HBPM terapéutica cada 12 horas desde la semana
Periparto 0 36 hasta 24 h antes de trabajo de parto, cesarea o
ﬁ;:zwpllcaclones obstétricas o amenaza de « AAS 75-100 mg/dia induccion .

hasta finalizacion

* HBPM terapéutica cada 12 horas hasta la .
de la gestacion

semana 36-37

o Si cesarea o parto inducido:
- HBPM terapéutica cada 12 horas hasta 24 h antes

¢ Inicio de HNF a las 12 horas de dltima dosis de cesarea/induccion
de HBPM y suspender al inicio de trabajo - Inicio de HNF a las 12 horas de ultima dosis de
de parto (4-6 horas antes de anestesia HBPM y suspender al inicio de trabajo de parto
neuroaxial) (4-6 horas antes de anestesia neuroaxial)

Retirada de catéter epidural tras 10-12 horas de Gltima dosis de HBPM y 4-6 horas antes de reinicio de anticoagulacion
¢ Reiniciar HBPM o HNF" 4-6 h tras parto vaginal o

¢ Reiniciar HBPM o HNF'" 4-6 h tras parto 6-12 h poscesarea si no sangrado y hasta alcanzar
Posparto i . 4 i i auti - i K
p vaglr)a.I 06-12 h poscesarea si no sangrado « AAS 75-100 mg/dia dosis telrapeutlcas 24-48 h posparto vagina y 48-72 h
¢ Reiniciar AVK 24-48 h posparto y mantener poscesarea
HBPM/HNF hasta INR en rango » Reiniciar AVK al menos 48-72 h postparto y mantener

HBPM/HNF hasta INR en rango

No indicada en dosis profilacticas o intermedias
Monitorizacion  ° Intervalo: 1-2 semanas

antiXa * Objetivo: niveles 1,0-1,2 U/mL (prétesis mitral) 0 0,8-1,0 U/mL (prétesis adrtica) a las 4-6 horas de administrada HBPM y niveles
valle de 0,6 U/mL
. ¢ Compatible con la toma de AVKy la administracion de HBPM
Lactancia

Desaconsejada en el caso de ACOD

*Si asocian factores de riesgo y necesidad de anticoagulacion oral: actuacion igual a protesis mecanicas.

'Riesgo de trombosis valvular (> 1 de los siguientes factores): Fibrilacion auricular o flutter asociado, complicaciones tromboembdlicas previas, prétesis mecanicas valvulares maltiples
y/o prétesis mitrales antiguas o de pequefio tamafio.

*Pacientes sin riesgo de prematuridad o ausencia de complicaciones obstétricas.

$Valoracion junto con anestesia de riesgo hemorragico.

'Reiniciar a dosis profiléctica las primeras 12-24 horas.

AAS: 4cido acetilsalicilico; ACOD: anticoagulantes orales de accion directa; AVK: antivitamina K; HNF: heparina no fraccionada.
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Complicaciones perinatales en el recién nacido con diatesis hemorragica

Maria Falcon Rodriguez

Servicio de Hematologfa. Complejo Hospitalario Universitario Insular-Materno Infantil. Las Palmas de Gran Canaria

Introduccion

En la evaluacién de un neonato con sintomatologia hemo-
rrdgica hay que tener en cuenta las diferencias fisiologicas del
sistema hemostdtico del feto y del recién nacido respecto al nifio
mayor y al adulto. Para entender la patologia hemorragica peri-
natal y realizar un diagndstico correcto de las coagulopatias con-
génitas, hay que conocer el concepto developmental hemostasia,
que podemos traducir como hemostasia en desarrollo. Este tér-
mino fue acufiado en los ochenta por Maureen Andrews para des-
cribir los cambios fisioldgicos del sistema de la coagulaciéon que
ocurren desde el periodo fetal hasta la edad adulta (1,2).

Hemostasia en el neonato

La sintesis de las proteinas de la coagulacién comienza entre
la cuarta y la quinta semana de la gestacién y aumenta gradual-
mente de forma paralela a la edad gestacional. Aunque todos los
factores de coagulacién estdn presentes en el neonato, la mayoria
de ellos no alcanza los valores del adulto hasta los seis meses de
vida, y algunos hasta la adolescencia (3).

Los niveles de los factores cambian de forma predecible con
la edad (Tabla I). Los factores vitamina K dependientes, los fac-
tores de contacto y la mayorfa de los inhibidores (antitrombina,
cofactor II de la heparina, a-1-antitripsina, inhibidor de la via

Edad

RN 1 mes 6 meses 1-5 aiios 11-16 afios Adulto
Procoagulantes
Fll Disminuido Disminuido Disminuido* Disminuido* Disminuido* Adulto
FV Disminuido* Disminuido* Disminuido* Disminuido* Disminuido* Adulto
FVII Disminuido Disminuido* Disminuido* Disminuido* Disminuido* Adulto
FVIll Adulto |
FIX Disminuido Disminuido Disminuido* Disminuido* Disminuido* Adulto
FX Disminuido Disminuido Disminuido* Disminuido* Disminuido* Adulto
EXI Disminuido Disminuido Disminuido® Adulto Disminuido* Adulto
EXII Disminuido Disminuido Disminuido® Adulto Disminuido* Adulto
EXII Disminuido Adulto |
Precalicreina Disminuido Disminuido Disminuido* Adulto |
HMWK Disminuido Adulto |
Fibrinégeno Adulto |
Anticoagulantes
Antitrombina Disminuida Disminuida Adulto
a2 macroglobulina Aumentada Aumentada Aumentada Aumentada Aumentada Adulto
HCII Disminuido Disminuido Aumentado Disminuido* Disminuido* Adulto
Proteina C Disminuido Disminuido Disminuido Disminuido* Disminuido* Adulto
Proteina S Disminuido Disminuido Disminuido* Adulto? |

HMWK: ciningeno de alto peso molecular; HCII: cofactor Il de la heparina.
*Valores en el limite bajo de la normalidad del adulto, inferiores a la media del adulto.

tValores en la media del adulto; un 15% de los valores son inferiores al limite bajo de la normalidad del aduto.
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del factor tisular, inhibidor de la Cl-esterasa, proteina C y pro-
teina S) tienen niveles bajos al nacimiento. La mayoria de ellos
alcanza niveles que se solapan con los del adulto a los seis meses
de vida, aunque la media de sus valores estd un 20% por debajo de
los niveles de un adulto hasta la adolescencia (3).

En el momento del nacimiento, los tnicos factores procoagu-
lantes que tienen valores similares a los del adulto son el fibrin6-
geno, el factor (F) V y el FXIIIL. Los niveles de FVIII y de factor
Von Willebrand (FvW) estan aumentados respecto a los valores
de un adulto hasta los tres meses de vida.

El principal inhibidor de la coagulacién durante la infancia
es la a2-macroglobulina, cuyos valores son el doble de los del
adulto y permanecen elevados hasta la tercera década de vida.

Las diferencias entre los factores de los nifios y los del adulto
no son solo cuantitativas: algunos factores como el fibrindgeno y
la proteina C también presentan diferencias cualitativas que afec-
tan a su funcién (4).

La capacidad del sistema fibrinolitico del recién nacido para ge-
nerar plasmina estd disminuida en comparacién con la del adulto (5).

A pesar de todas estas diferencias en la concentracién de las
proteinas de la coagulacidn, la hemostasia en el nifio estd equi-
librada y el nifio sano no presenta una tendencia aumentada al
sangrado ni a la trombosis (1.,4).

Manifestaciones hemorragicas en el neonato
con una coagulopatia congénita hemorragica

Nacer es el primer reto hemostdtico de nuestra vida. El con-
texto clinico en el que se producen las manifestaciones hemorra-
gicas del recién nacido es de gran importancia para realizar una
correcta orientacion diagndstica. El sangrado de un neonato sano
es sugestivo de una coagulopatia congénita hemorrdgica, de défi-
citde vitamina K o de trombopenia inmune. En el neonato con pa-
tologia es mds probable que la sintomatologia hemorragica sea la
consecuencia de una coagulopatia adquirida. Estas tltimas son
la causa mas frecuente de sangrado en el periodo neonatal (6).

El sangrado de los recién nacidos con hemofilia u otras coa-
gulopatias congénitas es una causa de morbimortalidad evitable
si se realiza un diagnéstico precoz y se administra el tratamiento
adecuado. Algunos estudios sugieren que entre un 15 y un 33%
de las coagulopatias congénitas hemorrdgicas presentan sinto-
matologia en el periodo neonatal (7). La hemofilia, por su ma-
yor prevalencia, es el déficit congénito de factores que con mayor

frecuencia causa clinica hemorrdgica en el periodo perinatal; los
déficits graves de FVII, FX, FXIII y fibrindgeno también pueden
presentarse en el periodo neonatal (8).
La sintomatologia hemorrigica que debe hacernos sospechar
una coagulopatia congénita hemorrdgica, sobre todo en los neo-
natos sanos a término, es (6-12):
e Sangrado extracraneal e intracraneal.
» Sangrado cutdneo generalizado o mdscara equimética.
» Sangrado persistente tras la caida del cordén umbilical.
* Sangrado excesivo después de procedimientos invasivos
(venopuncion, puncién de talén, circuncision...).

* Sangrado continuo en los puntos de puncién.

¢ Hematomas tras la administracion de la vitamina K, vacunas
u otros formacos intramusculares.

* Retraso en la caida del cordén umbilical.

El sangrado gastrointestinal, pulmonar o genitourinario es
raro como sintoma de presentacién de una didtesis hemorragica
congénita.

Hemofilia

Las hemofilias A y B son las didtesis hemorragicas heredita-
rias mds frecuentes después de la enfermedad de Von Willebrand
(EvW) y son las que con mayor frecuencia pueden producir sin-
tomatologia en el periodo neonatal. Se han realizado varios es-
tudios de cohortes para determinar la forma de presentacion y la
incidencia del sangrado en el primer mes de vida con resultados
que varian desde un 10% en los estudios iniciales a un 50% en las
dltimas series analizadas (12) (Tabla II).

Las manifestaciones hemorragicas del neonato con hemofi-
lia son diferentes de las manifestaciones tipicas de la hemofilia
en el nifio mayor, en el que predominan las manifestaciones os-
teoarticulares y musculares. Muchas de las manifestaciones en
el periodo neonatal son iatrogénicas en su origen, secundarias a
venopunciones, puncién del talén para la realizacion del cribado
neonatal o administracion intramuscular de vitamina K, vacunas
u otros farmacos. En la figura 1 quedan reflejadas las localizacio-
nes mds frecuentes de sangrado en el neonato con hemofilia. La
manifestacién mds frecuente en algunas de las series analizadas
es la circuncision, ya que en algunas poblaciones atin se sigue
realizando por motivos culturales en la segunda semana de vida.
Donde no se realiza esta practica la manifestacién que se reporta
con mayor frecuencia es el sangrado craneal.

Autor Aiio Nimero Diagnastico (%) Sangrado (%)
Baehner and Strauss 1952-1966 192 <10 5
Ljung, et al. 1960-1987 140 52 20
Conway and Hilgartner 1974-1989 56 68 33
Chambost, et al. 1980-1994 599 58 15*

*Solo casos de novo.
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Figura 1. Localizacion de los episodios de sangrado en 207 neonatos con hemofilia (10).

El sangrado umbilical caracteristico del déficit de factor XIII
y fibrindgeno es raro en los nifios con hemofilia (12).

Hemorragia craneal

En los neonatos con hemofilia, la hemorragia intracraneal es
la principal causa de morbimortalidad (7). Un 3,5-4% de los neo-
natos con hemofilia se diagnostican de hemorragia intracraneal,
una incidencia 40-80 veces superior a la de la poblacién sana
(13). Esta incidencia podria ser incluso mayor si se realizaran
pruebas de imagen y se detectaran los sangrados asintomaticos
(8). La edad media al diagndstico del sangrado es de 4,5 dfas.

La hemorragia intracraneal es mds frecuente que la extracra-
neal. Dentro de las hemorragias intracraneales, la localizacion
mas frecuente es la subdural (68,2%), seguida de la intracerebral
(13,6%), cerebelosa (9%), subaracnoidea (4,6%) y ventricular
(4,6%) (8,12).

Enfermedad de Von Willebrand

La mayoria de las formas de la enfermedad de Von Willebrand
no suelen diagnosticarse en el periodo neonatal. Los pacientes
con EvW tipo 3, déficit casi completo de FvW y algunas formas
graves de EvW tipo 2 pueden producir sangrado mucocutaneo.
Se han descrito casos aislados de hemorragia intracraneal (11).

Otros déficits de factores de coagulacion

Las hemofilias A y B junto a la EvW constituyen el 95% de
las deficiencias congénitas de los factores de coagulacién. Exis-
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ten otros déficits de factores de coagulacién conocidos como
trastornos raros de la coagulacion, o rare bleeding disorders, que
representan entre el 3 y el 5% de todas las deficiencias heredita-
rias de factor. Se incluyen en este apartado las deficiencias congé-
nitas de fibrinégeno, FII, FV, FVII, FX, FXI, FXIII, la deficiencia
combinada de FV + VIII y el déficit de factores vitamina K de-
pendientes. Estos déficits se transmiten en su mayoria con una
herencia autosémica recesiva. Globalmente tienen una prevalen-
cia variable que oscila entre 1 de cada 500000 habitantes para el
déficit de FVII, que es el mas frecuente, y 1 de cada 2-3 millones
para la deficiencia de FII y FXIII (13).

De estos déficits poco frecuentes de los factores de la coagu-
lacién, los déficits graves de FVII, FX, FXIII y fibrindgeno son
los que con mayor frecuencia producen sintomatologia hemorra-
gica en el periodo neonatal. Ademads, son los que con mayor fre-
cuencia se asocian a hemorragia del sistema nervioso central. Los
pacientes con déficit grave de factor XIII son los que presentan un
mayor riesgo de sufrir esta complicacion. En la deficiencia com-
binada hereditaria de factores vitamina K dependientes también
se ha descrito la hemorragia intracraneal en etapas tempranas de
la vida; por el contrario, es una complicacién rara en el déficit
de Fll y en el de FV, y no estd descrita, hasta ahora, en el déficit de
XI ni en el déficit combinado de FV-FVIII (13).

Déficit congénito de fibrindgeno

La afibrinogenemia en el periodo neonatal puede presentarse
como sangrado del cordén umbilical hasta en un 85% de los ca-
sos, sangrado poscircuncision, hemorragia intracraneal o sangra-
do mucocutaneo (14,15).
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Déficit de I, FV, FVII, FX'y FXI

El déficit de factor XI es una coagulopatia que no se asocia a
sangrado grave incluso en sus formas mds severas. No se ha descri-
to sangrado espontdneo en el periodo neonatal. Puede presentarse
como un sangrado excesivo tras procedimientos invasivos e inter-
venciones quirudrgicas. La complicacién hemorrdgica més frecuente
en el periodo neonatal es el sangrado tras la circuncision (6).

Como se ha mencionado previamente, la hemorragia intracra-
neal es una complicacion grave en el déficit de FVII y FX.

Otras manifestaciones hemorrdgicas asociadas a estos défi-
cits de factores son el sangrado mucocutdneo, el sangrado tras
traumatismos o los procedimientos invasivos y el sangrado del
cordén umbilical.

Déficit de factor XIII.

El sintoma mds caracteristico del déficit de FXIII en el pe-
riodo neonatal es el sangrado del cordén umbilical, que ocurre
en un 50-70% de los pacientes. Otros sangrados frecuentes son
los sangrados cutdneo-mucosos, tras procedimientos invasivos o
tras traumatismos y la hemorragia intracraneal (esta ultima es la
mayor causa de mortalidad y morbilidad a lo largo de la vida de
los pacientes con este déficit) (11,16).

Diagnéstico

Ante un recién nacido sano con un sangrado patoldgico o
cuando la clinica hemorrdgica es desproporcionada a la patolo-
gia del neonato debemos sospechar una coagulopatia congénita
hemorragica.

La evaluacion del sistema hemostatico debe realizarse de la
misma forma que el resto de las patologias. El primer paso es
realizar una historia clinica completa en la que se reflejardn los
antecedentes obstétricos maternos, los antecedentes familiares de
sangrado, origen étnico y consanguinidad (8).

En nuestra practica diaria para realizar una correcta interpre-
tacién de los estudios de coagulacién en neonatologia tenemos
que tener en cuenta:

Factores dependientes de la muestra: dificultad en la extrac-
cién de muestras por puncién venosa, volumen adecuado a la
proporcién de anticoagulante o posible contaminacién por anti-
coagulantes.

Valores de referencia en la poblacion pediatrica: los valores
de referencia de los factores de coagulacién varian con la edad y,
ademds, son analizador y reactivo dependientes (17).

Las dificultades preanaliticas en el neonato nos obligan con
frecuencia a repetir los estudios con el objetivo de confirmar los
resultados, y estos siempre deben ser interpretados teniendo en
cuenta los valores de referencia ajustados a la edad gestacional
del neonato y a sus dias de vida, asi como al analizador y a los
reactivos utilizados.

Cuando los estudios basicos de coagulacion estdn alterados,
el estudio debe continuarse con el objetivo de caracterizar el défi-
cit especifico de factor (8) (Tablas Il y IV).

Tabla lIl.

Estudio basico de coagulacion Factores a determinar

HMWK, precalicreina, FXII, FXI,

PT normal aPTT alargado FIX, FVIITy FUW

PT alargado  aPTT normal FVII

PT alargado  aPTT alargado FX, FV, Fll y fibrindgeno
PT normal aPTT normal FXIII, o:2-antiplasmina

y trombocitopatias

HMWK: cinindgeno de alto peso molecular.

Tabla IV.

FVIII FIX vWD Fibrinageno Fll FV FVII FX FXI FXIIl  FV+FVII
Prevalencia 1% de la
1/5000- 1/25000- ., 5 . 5 5 s 5 . s 5
10000 30000 poblacion 110 Yo x 10 1/10°  1/500000 110 110 Y x 10! 1/10
general
Herencia AD AR
XR XR AR AD AR AR AR AR AR AR AR
Pruebas diagnésticas
PT N N N M 4y 4y 4 7 N N »
aPTT AN AN No AN 4N P N ap AR N »
Niveles en Igual Igual AV laual
neonatos* 0 Disminuido 0 Igual Disminuido = Igual = Disminuido = Disminuido =~ Disminuido = Normal g
FVIIl lgual o
aumentado aumentado
Correlacion Alta Alta Alta Alta Débil  Debil  Debil Alta No Alta Alta

clinico-analitica

*Niveles esperados en el neonato comparados con los niveles del adulto. vWD: enfermedad de Von Willebrand; XR: recesiva ligada a X; AD: autosémica dominante; AR: autosémica recesiva.

Tabla modificada de Hanmod SS, Jesudas R, Kulkarni R, et al (10).
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Conclusiones

La “hemostasia en desarrollo” es un hecho relevante durante
la infancia, especialmente durante el periodo neonatal y los pri-
meros meses de la vida. Conocer los cambios que ocurren durante
este periodo de la vida y tener valores de referencia adecuados a
la edad, a los analizadores y reactivos de cada laboratorio es fun-
damental para un diagnéstico correcto de las diferentes patologias
de la hemostasia en la infancia.

Aunque las coagulopatias congénitas hemorrdgicas son enfer-
medades poco prevalentes, su diagndstico precoz y su tratamiento
adecuado son de extrema importancia para prevenir la morbilidad
y la mortalidad secundaria al sangrado y a la administracién de
tratamientos inapropiados.

Relativo a esta presentacion no hay potenciales conflictos de
intereses que declarar.
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Enfermedad tromboembolica venosa y arterial

CoorniNaDoRrAS:  Dra. Elena Pina Pascual. Hospital Universitari de Bellvitge. Barcelona
Dra. Isabel Caparrés Miranda. Hospital Universitario Virgen de la Victoria. Malaga

En este simposio se discutird de una manera practica el tratamiento antitrombdtico en tres escenarios complejos. Todos
ellos tienen en comun la dificultad en el manejo del tratamiento anticoagulante debido al fragil equilibrio entre el riesgo
isquémico y el hemorragico de estos pacientes. En este sentido, estd siendo crucial disponer de datos de los anticoagulantes
orales de accion directa (ACOD) para conocer si pueden aportar alguna ventaja frente al tratamiento estindar con HBPM
o dicumarinicos.

Alrededor del 5-10% de los pacientes con fibrilacion auricular (FA) presentan una enfermedad coronaria concomitante
y requieren de procedimientos de intervencidn coronaria percutdnea (ICP), por lo que deben ser tratados conjuntamente
con un tratamiento antiagregante y anticoagulante. Aunque este tratamiento reduce claramente el riesgo de eventos
tromboembdlicos, puede asociarse a un incremento importante de complicaciones hemorragicas.

La primera ponencia abordara el tema del manejo antitrombdtico después de una hemorragia cerebral. El Dr. Cardona
revisard los datos de los que disponemos sobre el riesgo embdlico y de resangrado y su relaciéon con el momento de reinicio
del tratamiento anticoagulante. Se expondrdn también qué situaciones predisponen a un mayor riesgo de hemorragia y se
discutird si los ACOD mantienen el mismo perfil de seguridad frente a los farmacos antivitamina k que en los estudios
pivotales.

En la segunda ponencia, el Dr. Trujillo analizara los resultados de los ACOD en los pacientes con trombosis asociada a
cancer de los recientes ensayos clinicos publicados que comparan rivaroxabdn y edoxabén frente a dalteparina en pacientes
con céncer activo y TEV agudo. Por otro lado, se comparard con los resultados de los principales registros y series de
pacientes con cdncer tratados con ACOD, teniendo en cuenta que las caracteristicas de los pacientes en la vida real son
diferentes de las que se incluyen en los ensayos clinicos.

En la dltima ponencia, el Dr. Gomez Doblas revisara la utilizacion de los anticoagulantes junto a la doble antiagregacion
en los pacientes sometidos a ICP, con especial atencion a los resultados de los mds recientes estudios con los ACOD.
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Anticoagulacion en ictus isquémico y tras hemorragia cerebral

Cardona Portela P.

Servicio de Neurologia. Hospital Universitari de Bellvitge. 'Hospitalet de Liobregat, Barcelona. Universitat de Barcelona. Barcelona

Anticoagulacion tras un ictus isquémico en fase
aguda

Los hematomas cerebrales representan el 15% de todos los
ictus. La principal etiologia es la hipertension; la segunda, los
antitrombdticos (ya sean anticoagulantes, antiagregantes o fairma-
cos fibrinoliticos) y, mds infrecuentemente, las malformaciones
vasculares.

De los pacientes bajo tratamiento anticoagulante crénico, un
0,5-1% presentardn un sangrado cerebral con independencia del
motivo por el que se anticoagularon.

El control de los factores de riesgo asociados al sangrado ce-
rebral, como la hipertension, el consumo de alcohol o el uso de
otros farmacos, como los antiagregantes, los antiinflamatorios no
esteroideos o reoldgicos, son importantes para minimizar el posi-
ble riesgo de sangrado atribuido a los anticoagulantes; asimismo,
otros factores, como la presencia de vilvula mecénica, enferme-
dades malignas, manipulaciones o pruebas invasivas, pueden con-
dicionar el inicio o el retraso de la anticoagulacion.

Otro factor que se relaciona con el sangrado cerebral es el ini-
cio o el reinicio de tratamientos anticoagulantes de forma precoz
en pacientes que ya han presentado un ictus isquémico extenso
(definido como tal un infarto extenso de mds de un tercio de la
arteria cerebral media [ACM] o puntuacién de < 7 en la escala de
ASPECTYS). Este es un marcador radiolégico a tener encuentra en
el inicio de la anticoagulacion en la fase aguda del ictus (primeros
7 dias).

Otros signos radioldgicos descritos en la RM craneal en se-
cuencias FFE (Fast Field Echo), como microsangrados (micro-
bleeds), que manifiestan restos de hemosiderina (subcortical en
hipertension y subcortical en angiopatia amiloide), podrian servir
de marcador para evaluar el riesgo de sangrado cerebral tras pres-
cribir un anticoagulante de forma crénica en un paciente con ictus
isquémico ya establecido. El hallazgo de mds de 6 microsangra-
dos se ha relacionado con incremento de hasta 5 veces el riesgo
de sangrado con anticoagulantes.

Si bien los anticoagulantes de accién directa (ACOD) parecen
demostrar de forma significativa un menor nimero de compli-
caciones hemorrigicas cerebrales en los estudios pivotales (0,2-
0,3% al afio), desconocemos si esta seguridad de los ACOD es
extensiva a la prescripcién precoz en los primeros dias tras un ic-
tus isquémico. De esta forma se han diferenciado tres escenarios
para el inicio de estos farmacos: AIT (en las primeras 24 horas),
ictus isquémico minor (a partir de las 72 horas), ictus moderado
(a partir de 6 difas) e ictus extenso y muy sintomdtico (a partir
10-14 dias). A estos dos dltimos subgrupos se les exige un TAC

craneal inmediatamente previo a su prescripcién con el objetivo
de descartar cualquier transformacién hemorrdgica del ictus is-
quémico, lo que retrasaria su administracion.

Anticoagulacion tras hemorragia cerebral
Motivos para su indicacion

La anticoagulacién ha demostrado su efectividad en diferen-
tes ensayos clinicos a la hora de evitar procesos isquémicos en
pacientes con fibrilacién auricular (nivel de evidencia clase I). Sin
embargo, en estos estudios aleatorizados se descartaba la partici-
pacidn de pacientes con hemorragia cerebral previa y, sobre todo,
reciente (1,2).

De la misma manera, una quinta parte de los pacientes que so-
breviven a una hemorragia cerebral pueden tener una fibrilacién
auricular con riesgo de embolismo isquémico y, consecuentemen-
te, un ictus. En los pacientes, segin se describe en revisiones de
pacientes no anticoagulados, la probabilidad de resangrado cere-
bral tras un primer hematoma es del 0-8% y del 2,5-8,6% en los
que reiniciamos anticoagulacién (3,4). Sobre estos porcentajes
hay diferentes factores etioldgicos y manejos terapéuticos que
pueden intervenir en estos intervalos. Diferentes estudios remar-
can el escaso efecto deletéreo del uso de la anticoagulacién tras
un hematoma, y si existe alguna diferencia en el riesgo de apari-
cién de nuevas hemorragias, no consigue un nivel de significacién
estadistica. Un gran registro danés remarca la escasa diferencia
de hemorragia en el reinicio de anticoagulacién con warfarina
respecto de los que no se reiniciaba. Sin embargo, al revisar es-
tudios retrospectivos suele demostrarse un cierto incremento de
la tasa de hemorragias en los grupos en los que se reinici6 la an-
ticoagulacién (5). Posiblemente existen diferentes sesgos en la
indicacion de anticoagulacion, con predileccion por la anticoagu-
lacién de aquellos hematomas mds pequefios, claro diagndstico
etioldgico del sangrado u 6ptimo control de los factores de riesgo
vascular (6).

La probabilidad de presentar un evento isquémico si no se
reinicia la anticoagulacién en pacientes con vdlvula mecénica es
del 4 al 10% al afio y se multiplica si existen diversas valvulas
mecdnicas; por ello, es un grupo de pacientes en los que se valora
el reinicio de la anticoagulacién de forma precoz. En un gran me-
taandlisis con 5306 pacientes, el nimero de eventos isquémicos
fue notablemente mayor en aquellos en los que no se reiniciaba
la anticoagulacién tras un sangrado (6,7% frente a 17,6%); por el
contrario, el nimero de eventos hemorrdgicos no fue significati-
vamente diferente entre los anticoagulados respecto a los que no
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se iniciaba la anticoagulacion (8,7% frente a 7,8%). Sin embar-
g0, estos resangrados muestran una gran heterogeneidad, hasta el
punto de que los pacientes no anticoagulados presentaban una re-
currencia del 2% con los hematomas parenquimatosos y del 12%
con los subdurales, por lo que la toma de decisiones sobre estos
datos deberia individualizarse (7,8).

Reiniciar el tratamiento antitrombético con antiagregantes
tras una hemorragia cerebral en pacientes con fibrilacion auricu-
lar no parece modificar el riesgo hemorragico, pero incrementa el
nimero de eventos isquémicos. Sin embargo, es necesario esperar
los resultados de ensayos clinicos en fase de reclutamiento (RES-
TART y RESTART-Fr).

Momento de inicio de la anticoagulacion

El momento del reinicio de la anticoagulacidn es una decision
en la que debe equilibrarse el riesgo de una isquemia embdlica
y el del sangrado sistémico, en especial el cerebral. No parece
existir evidencia del beneficio de anticoagulacién dentro de las
primeras dos semanas tras un hematoma cerebral y, en este caso,
deberfa ser individualizado y justificado por un riesgo inminente
de embolismo (9,10).

La anticoagulacién suele diferirse entre 14 y 21 dias segin el
tipo de sangrado, y solo la presencia de valvulopatia u otra pato-
logia asociada a la fibrilacion auricular condicionaria la premura
en su prescripcion dentro de las primeras dos semanas. De todas
formas, es dificil encontrar otras indicaciones de anticoagulacién
dentro de las dos primeras semanas tras la hemorragia cerebral. Si-
tuaciones como la coexistencia de otra complicacién trombdtica,
como un trombosis venosa profunda o tromboembolismo pulmo-
nar, podria requerir acortar los tiempos de inicio de la anticoagula-
cién en las dos primeras semanas. Asimismo, con una puntuacién
de CHADS-VASC elevada podria valorarse iniciar la anticoagula-
cién precozmente, asumiendo los riesgos de un posible resangrado
(11). Aun asi, muchas publicaciones citan recomendaciones mds
generales y conservadoras e indican el inicio de la anticoagulacién
a partir de la cuarta u octava semana tras la hemorragia cerebral.

Momento del inicio en funcion del tipo
y de la localizacion del hematoma

Para individualizar esta decision deberia evaluarse el tipo y la
localizacion del sangrado espontdneo que presenta el paciente: lo-
bar, profundo, subaracnoideo o subdural. El riesgo de sangrado tras
el inicio de la anticoagulacién se ha descrito claramente diferencia-
do segun la localizacién del hematoma, lobares (22%), los profun-
dos o los ganglios basales que presentan un menor riesgo (4%) (12).

Los sangrados lobares o de gran tamafio suelen sugerir una
posible enfermedad de base como la angiopatia congéfila, que
predispone a la recurrencia (Fig. 1). Por otra parte, estos sangra-
dos extensos conllevarian, en caso de resangrado, que pequefios
incrementos en su volumen aumentarian severamente la presion
intracraneal, lo que podria precipitar una disminucién del nivel de
conciencia y del estado del paciente, por lo que la anticoagulacion
suele posponerse varias semanas (>4 semanas). Otros sangrados,
como subaracnoideos, pueden asociarse a pequefias malformacio-

Figura 1. TAC craneal: hematoma lobar parietal
derecho.

nes o fistulas arteriovenosas cerebrales no identificadas en estu-
dios de imagen de urgencias, por lo que deberd valorarse el inicio
de anticoagulacion tras un exhaustivo estudio antes de indicar la
anticoagulacién de forma muy precoz. Por el contrario, hemato-
mas de pequefio tamafio en ganglios basales sugieren etiologia
hipertensiva en la que podria reiniciarse la anticoagulacién de
forma precoz (> 2 semanas), siempre que se controlen las cifras
de presion arterial en limites de prevencion secundaria (Figs. 2.3).
En los hematomas subdurales agudos deberia diferirse la anti-
coagulacidn hasta su resolucién en el caso que no sean quirtrgicos.
Especialmente los hematomas subdurales espontdneos suelen su-
poner una espera de 3-4 semanas antes de iniciar la anticoagulacion
debido en muchas ocasiones a la ausencia de factores de riesgo
participantes y controlables. Asimismo, en sangrados cerebelosos
o del tronco cerebral se sugieren tiempos de espera tan elevados
como de 6-8 semanas antes de iniciar la anticoagulacién (13).

Figura 3. RM craneal: hematoma
en ganglios basales izquierdos en
secuencias FFE (demostracion de
restos de hemosiderina perihema-
toma en fase ya de degradacion).

Figura 2. TAC craneal: hematoma
lenticular hipertensivo izquierdo.
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Momento del inicio de la anticoagulacion en funcion
de los datos radiologicos

Datos radiolégicos que podrian influir en la decision del ini-
cio de la anticoagulacién, ademds del tamaiflo y de la localiza-
cion del hematoma, seria la presencia de hematomas multiples
cerebrales tanto agudos como antiguos en forma de restos de he-
mosiderina (microsangrados detectados en RM craneal). Suelen
indicar una predisposicién al sangrado por angiopatia amiloide
o afectacion del cerebro como dérgano diana por la hipertensién
arterial (Fig. 4).

Figura 4. RM craneal en secuencia FFE con microsangrados crénicos en
ganglios basales (no visible en TAC simple adjunto) sugestivos de etiologia
hipertensiva.

En un registro de anticoagulacién, la ausencia de microsan-
grados se asociaba a un riesgo anual de sangrado de tan solo el
0,3%, pero alcanzaba el 2,5% ante la presencia de un niimero >
5 de microsangrados. Otro dato radiol6gico asociado al resangra-
do es la presencia de leucoaraiosis o rarefaccion de la sustancia
blanca, que indicaria lesiéon de pequeflo vaso por hipertension,
sobre todo los grados elevados de leucoaraiosis en la calificacién
Fazekas II-1V (14).

Sin embargo, a pesar de las dudas sobre la seguridad de ini-
ciar la anticoagulacion tras una hemorragia cerebral en paciente
con CHADS-VASC elevado, tltimas publicaciones sobre diferen-
tes cohortes y registros recalcan el hecho de que es mds probable
la aparicion de un evento cerebral en caso de no anticoagular al
paciente, esta vez en forma de proceso isquémico, que una com-
plicacién nueva hemorrdgica en el caso de haber iniciado la anti-
coagulacion. Si bien podria recomendarse la utilizacion de alguna
escala para evaluar el riesgo de sangrado, no suelen presenta un uso
habitual. La unica escala validada sobre el riesgo de recurrencia
de hemorragia cerebral es la de HAS-BLED, en la que oscila el
riesgo del 1% en puntuaciones de 1 punto al 2,9% por aiio si la
puntuacién es de 4. La combinacién de la escala HAS-BLED junto
ala presencia de microsangrados en RM craneal pueden ser buenos
marcadores de riesgo de resangrado antes del inicio de anticoagu-
lacién y permitir establecer estrategias de prevencion secundaria.

Tipo de anticoagulantes a utilizar

Sobre el tipo de anticoagulante que deberia utilizarse tras un
hematoma cerebral para conseguir una prevencién vascular de
eventos isquémicos arteriales, deberia ser aquel que presente una
mayor seguridad, al tiempo que se le deberfa exigir que se ajuste
mejor a la situacidn del paciente en el cumplimiento terapéutico,
asi como a otras limitaciones, como a la disfagia, a la necesidad
de nutricién enteral y a la posibilidad de mantener buenos niveles,
a pesar formulas de nutricién o dispensacién. Si bien los ACOD
deberian ser mds seguros en un paciente con hematoma cerebra-
les, por el momento no se dispone de ensayos aleatorizados fina-
lizados para poder extraer conclusiones. Diferentes publicaciones
citan en caso de sangrado cerebral bajo tratamiento con ACOD el
mejor prondstico y el menor volumen del hematoma respecto a
los anticoagulantes cumarinicos.

Si bien el reinicio inmediato con ACOD es de dificil conse-
cucion, datos como el REVERSE-AD de reversion de anticoagu-
lacién con idarucizumab demuestra que aquellos pacientes en los
que se retrasa mds la anticoagulacion son los que presentan nue-
vos eventos embolicos en los primeros 30 dias. El reinicio de la
anticoagulacién segtin los diferentes registros no solo disminuye
los eventos vasculares isquémicos, sino que también disminuye
la mortalidad (15,16).

Actualmente, ensayos clinicos en marcha como PRESTI-
GE-AF o SoSTART intentan dar respuesta a cudl es el mejor
tratamiento antitrombdtico en un paciente con un hematoma ce-
rebral en el que es preciso reiniciar una medida de prevencion
isquémica. El uso de ACOD, warfarina o antiagregantes deberd
evaluarse en este grupo de pacientes en los que en ocasiones la
anticoagulaciéon con ACOD podria ser poco fundamentada en los
datos clinicos de los que disponemos actualmente (Fig. 5).

Otras estrategias, como el cierre percutdneo de orejuela auricu-
la izquierda, podrian estar indicadas en paciente con alto riesgo he-
morragico tras sangrado cerebral extenso, en especial en aquellos
en los que sospechamos angiopatia amiloide o que presentan carga
hemorragica notable cerebral (> 5 micosangrados), riesgo perma-
nente y latente de hemorragia cerebral o sangrado recurrente (17).

Conclusion

Los datos de los que disponemos de diferentes registros y me-
taandlisis concluyen que, en una gran parte de los casos, de ser
posible, estaria indicado el tratamiento anticoagulante debido al
mayor riesgo de embolismo isquémico que al de recurrencia del
hematoma en caso de no iniciar la anticoagulacién del paciente. En
el momento de iniciar la anticoagulacion, deberfan considerarse di-
versas variables para planificar el momento de iniciar la anticoagu-
lacién, como el control de los factores de riesgo vascular, el tamaiio
y la localizacién de hematoma y otros marcadores radioldgicos
asociados a un mayor riesgo de sangrado. A los anticoagulantes de
accion directa se les presupone un papel privilegiado en este tipo
de pacientes con hemorragia cerebral previa dada la escasa tasa de
hemorragias y, en el caso de suceder, suelen ser de menor tamafio y
con una mejor evolucion clinica. Nuevos ensayos clinicos en mar-
cha nos aportardn mayor evidencia sobre estas incognitas.
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Tras ictus isquémico reinicio de anticoagulacion segun riesgo trasnformacion hemorrdgica

Ictus isquémico y ACxFA

AIT Ictus minor y estable Ictus moderado Ictus grave
I [
— Descartar con un TAC/RM || Descartar con un TAC/RM
Sin signos de Minima o nula previo a anticoagular la previo a anticoagular la
sangrado en el TAC lesién en TAC presencia de hemorragia. presencia de hemorragia.
Posibilidad iniciar Posibilidad iniciar Posibilidad iniciar Posibilidad de anticoagular
anticoagulacién 24h anticoagulacion >72h anticoagulacién >7 dias >10-14dias

CHADS-VASC alto
Antecedente TVP/TEP
Presencia de valvula
mecdnica

AC x FA
¢Reinicio anticoagulacion?

SN

Alto riesgo vascular para
tromboembolismo

Factores a valorar en reinicio anticoagulacién tras hematoma cerebral (HIC)

Antecedentes HIC
HASBLED alto

4== Microbleeds >2 en RM

HTA no controlada
Sangrado lobar, subaracnoideo o
subdural sin etiologia

Altor riesgo vascular para
hemorragia cerebral (HIC)

l

Anticoagular en >2 semanas

A\ 4

Anticoagular en >4 semanas

Figura 5. Estrategias de reinicio de anticoagulacion tras ictus isquémico y hemorragico.
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Tratamiento de la trombosis asociada al cancer. ;Son los ACOD una alternativa a la HBPM?

De la evidencia clinica a la vida real

Trujillo Santos J.

Servicio de Medicina Interna. Hospital General Universitario Santa Lucia. Cartagena, Murcia. Universidad Catdlica San Antonio de Murcia. Murcia

Durante los tltimos afios se ha considerado que el tratamiento
de la trombosis asociada al cancer (CAT) debia realizarse con he-
parinas de bajo peso molecular (HBPM) dado que demostraron en
diferentes ensayos clinicos que eran capaces de disminuir aproxi-
madamente a la mitad la incidencia de recidivas tromboembdlicas
venosas en los pacientes con cdncer activo en los primeros 3-6
meses de tratamiento sin que hubiera una importante diferencia
en la tasa de hemorragias mayores y de muertes. De entre todos
los ensayos clinicos realizados, los que fueron postulados como
determinantes en esta diferencia se encontraban el estudio CLOT
(1) y CATCH (2), que habian mostrado una superioridad de dal-
teparina y tinzaparina, respectivamente, frente a la terapia anti-
coagulante estdndar hasta ese momento, que consistia en una fase
aguda de HBPM y otra a largo plazo con antivitaminas K.

La comercializacién de los anticoagulantes orales direc-
tos (ACOD) y la demostracién de su utilidad en el tratamiento
del tromboembolismo venoso (TEV) supuso que se propusie-
ran como el tratamiento de eleccién durante la fase aguda (api-
xabdn y rivaroxabdn) y/o la fase de tratamiento a largo plazo
(apixabdn, dabigatrdn, edoxabdn y rivaroxaban), relegando a un
segundo escaldn la pauta de anticoagulacidn cldsica de tratamien-
to parenteral con heparinas o fondaparinux seguida de dicumari-
nicos (3), toda vez que demostraron una eficacia no inferior y una
seguridad al menos similar. El bajo porcentaje de pacientes con
céncer activo incluidos en los respectivos ensayos clinicos impe-
dia la extrapolacion de sus resultados a los pacientes con CAT.
Desde diciembre de 2017 se han publicado los resultados de dos
ensayos clinicos que compararon el tratamiento estdndar con dos
ACOD, edoxaban y rivaroxaban. En ambos casos, el comparador
estandar era el tratamiento con dalteparina 200 mg/kg cada 24 h
durante 4 semanas y posteriormente 150 mg/kg al dia.

En el ensayo Hokusai VTE Cancer (4) con edoxabdn a dosis
de 60 mg/dia (30 mg/dia en aquellos pacientes en tratamiento con
un aclaramiento de creatinina entre 30-50 ml/min, con un peso
corporal inferior a 60 kg o en tratamiento concomitante con in-
hibidores potentes de la glicoproteina-P), demostré que era no
inferior para el evento compuesto de recidivas TEV o hemorragia
mayor durante los 12 meses de tratamiento tras la aleatorizacion,
independientemente de la duracién del tratamiento. En cambio,
cuando se analizaron por separado ambos eventos, la tasa de re-
cidivas TEV era inferior con el régimen con edoxaban que con el
de dalteparina, mientras que en el caso de considerar las hemorra-
gias mayores era superior.

El ensayo clinico SELECT-DS5 comparé dalteparina a las mis-
mas dosis que en el ensayo CLOT y en el Hokusai VTE Cancer
con rivaroxaban a las dosis habituales del tratamiento del TEV:

15 mg cada 12 horas durante 3 semanas y posteriormente 20 mg
diarios en toma tnica. Hubo una menor tasa de recidivas TEV
en el grupo de rivaroxabdn (HR = 0,43), con una tasa similar de
hemorragias mayores, pero una tasa superior de hemorragias no
mayores clinicamente relevantes (HR = 3,76).

En los dos ensayos clinicos el exceso de hemorragias fue
superior en el grupo tratado con ACOD. Fundamentalmente se
centraban en hemorragias gastrointestinales y genitourinarias
relacionadas con cédnceres asentados en estas localizaciones y,
sobre todo, no intervenidos previamente. Por otra parte, en el es-
tudio Hokusai VTE Cancer, el exceso de hemorragias del grupo
de edoxabdn (32 hemorragias graves frente a 16 en el grupo de
dalteparina) no se correlaciond con una mayor frecuencia de he-
morragias mortales (hubo dos en el grupo de dalteparina y ningu-
na en el grupo de edoxabdn), e incluso la presentacién en forma
de hemorragia grave de mayor gravedad (categorias 3 y 4) era
similar en ambos grupos de tratamiento (12 en el grupo de edoxa-
ban y 11 en el grupo de dalteparina) (6).

La estrategia de utilizar edoxabdn como tratamiento anticoa-
gulante a largo plazo (con un horizonte de 6 meses de tratamiento)
en pacientes con CAT en lugar de dalteparina se ha demostrado,
ademas, como coste-efectiva en un modelo simulado de Markov
aplicando los costes asociados a cada una de las terapias de acuer-
do con los precios estadounidenses (7).

A la espera de conocer los resultados del ensayo clinico Ca-
ravaggio, que compara apixaban frente a dalteparina, disponemos
de la misma comparacién en un menor nimero de pacientes con
CAT en el estudio ADAM VTE, en el que apixabin demostré
presentar una menor tasa de recidivas TEV (HR = 0,26) y mejor
influencia en la calidad de vida de los pacientes sin que existieran
diferencias en la tasa de mortalidad o en el evento compuesto de
hemorragias mayores o no mayores clinicamente relevantes (8).

Los resultados de estos ensayos clinicos han llevado a que la
ISTH (9) emita un informe de recomendaciones sobre la utiliza-
cién de los ACOD en pacientes con CAT en el que, como premi-
sa inicial, establece la toma de una decisién compartida con el
paciente y sugiere la utilizacién de edoxabdn o rivaroxabdn en
aquellos pacientes con CAT con bajo riesgo de hemorragia y de
interacciones farmacoldgicas, relegando a un segundo lugar a las
HBPM como una alternativa aceptable. En cambio, y en conso-
nancia con los resultados de los ensayos clinicos, recomiendan
que las HBPM sean el tratamiento de eleccion en aquellos pacien-
tes con CAT y alto riesgo de hemorragia, clasificando como tales
a los que tienen un cédncer gastrointestinal intacto, canceres del
tracto genitourinario, vejiga o catéteres de nefrostomia con alto
riesgo de sangrado, o pacientes con lesiones mucosas gastroin-
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testinales activas (como ulceras duodenales, gastritis, esofagitis
o colitis).

Al margen de los ensayos clinicos se han publicado algunas
series de pacientes con CAT, generalmente de un tamafio redu-
cido y ocasionalmente obtenidas de registros prospectivos. Las
caracteristicas de los pacientes en estas series son muy diversas
y, a veces, son diferentes a aquellas de los pacientes con CAT que
fueron incluidos en los ensayos clinicos mayores. De hecho, ha-
bitualmente se busca un perfil de pacientes con baja probabilidad
de complicaciones, sobre todo hemorrdgicas, motivo por el que
la efectividad y la seguridad de los ACOD puede parecer incluso
mejor que en los ensayos clinicos.

En la ponencia del congreso se mostrardn los resultados de
los principales registros y series de pacientes con CAT que han
sido tratados con ACOD. Asimismo, se aportardn los resultados
del andlisis del registro internacional RIETE (Registro Informa-
tizado de la Enfermedad Tromboembdlica), el mayor registro
mundial de TEV, con una vida ya de 18 afios y con mds de 80000
pacientes incluidos.
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Triple terapia antitrombaotica en pacientes con fibrilacion auricular sometidos

a revascularizacion coronaria con ICP

Gomez Doblas J.J., Guijarro A., Fernandez P.,, Rodriguez Capitan J., Robles A.

Hospital Universitario Virgen de la Victoria. Méalaga

Introduccion

Los pacientes que estdn en fibrilacién auricular (FA) requie-
ren tratamiento con farmacos anticoagulantes orales (ACO) para
reducir su riesgo cardioembdlico. Por otra parte, si se someten
a intervencién coronaria percutdnea (ICP), deben recibir trata-
miento antiagregante plaquetario doble para disminuir la inci-
dencia de trombosis del stent. Por lo tanto, debe tratarse a estos
pacientes con un ACO y un tratamiento antiagregante plaquetario
conjuntamente. Este régimen reduce de forma marcada el riesgo
de eventos tromboembdlicos, pero se asocia con un incremento
importante de las complicaciones hemorragicas.

Existe informacién consistente en relaciéon con los riesgos
embolico, hemorrdgico e isquémico y el beneficio y las potencia-
les complicaciones de la anticoagulacién y de la antiagregacion
en diferentes contextos clinicos. Sin embargo, la ICP en estos
pacientes introduce unos aspectos muy particulares. Ademads,
la reciente publicacién de estudios en los que se han evaluado
determinados ACO de accién directa (rivaroxabdn, dabigatran

y apixabdn) aporta datos que pueden modificar de manera rele-
vante el tratamiento de estos pacientes. Uno de los principales
puntos de discusion estd en la necesidad del tratamiento antitrom-
bético doble, en comparacién con el triple: para qué pacientes,
durante cudnto tiempo y a qué antiagregante debe afadirse.

Epidemiologia

Aproximadamente, un 20-30% de los pacientes diagnostica-
dos de fibrilacién auricular (FA) sufriran enfermedad coronaria
(EC) alo largo de su vida (1). En las dltimas décadas se ha produ-
cido un incremento de la prevalencia de esta arritmia relacionado
con el envejecimiento de la poblacién, y actualmente se presenta
en mds del 12% de los pacientes sometidos a intervencién coro-
naria percutdnea (ICP) (2).

En Espaia, segtin diferentes registros, un 10 % de los pa-
cientes con angina estable estdn anticoagulados y con sindromes
coronarios agudos varfa entre un 9 y un 20%, segtn el tipo de
sindrome coronario agudo (3) (Tabla I). En Espaia se realizaron

Tablal.

SCACEST (n =788) SCASEST (n = 1602) SCA inclasificable p
(n=167)

Acido acetilsalicilico 97,3 91,7 89,6 < 0,001
Inhibidores P2Y,, 92,1 72,2 64,3 < 0,001
Anticoagulantes 9,4 12,0 20,8 0,002
Blogueadores beta 88,0 78,1 76,6 < 0,001
Antagonistas del calcio 4.6 215 18,2 < 0,001
Nitratos 17,3 335 36,4 < 0,001
IECA/ARA-II 79,3 718 76,0 0,001
Antialdosterénicos 131 6,6 16,2 < 0,001
Estatinas 96,3 91,4 92,2 < 0,001
Otros hipolipemiantes 50 8,0 58 0,029
Inhibidores de la bomba 79,1 73,4 13,4 0,011

de protones

ARA-II: antagonistas del receptor de la angiotensina II; IECA: inhibidores de la enzima de conversion de la angiotensina; SCA: sindrome
coronario agudo; SCACEST: sindrome coronario agudo con elevacion del segmento ST, SCASEST: sindrome coronario agudo sin elevacion del

segmento ST. Los datos expresan %.

*Barrabés JA, et al. Rev Esp Cardiol 2015;68(2):98-106.
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en 2017 unas 70000 angioplastias, de lo que podriamos extrapo-
lar que entre unos 7000 y 8000 pacientes estdn anticoagulados en
Espaiia cuando se realizan una angioplastia.

Ademids, la presencia de FA en pacientes con EC se ha rela-
cionado con un peor prondstico, especialmente en mujeres (4).

Intervencion coronaria en pacientes
con anticoagulacion oral cronica

Ante la necesidad de realizar una ICP en un paciente con an-
ticoagulacién oral crénica, nos encontramos con diferentes mo-
mentos de actuacién que requieren de manejos especificos. Los
cambios frecuentes de medicacion durante el ingreso y la nece-
sidad de un tratamiento combinado se han relacionado con una
mayor incidencia de hemorragias, que empeoran el prondstico de
estos pacientes. Por ello, a efectos practicos, abordaremos el mane-
jo de la ICP en pacientes con ACO en tres situaciones: antes de la
intervencion, durante la intervencion y después de la intervencion.

Manejo de la anticoagulacion antes
de la intervencion

En primer lugar, recordemos que, si no va a realizarse una
ICP ante una coronariografia diagnéstica, la terapia puente con
heparina frente a un tratamiento ininterrumpido con AVK pare-
ce aumentar el riesgo hemorragico sin afectar a la incidencia de
eventos tromboembdlicos en pacientes sometidos a procedimien-
tos electivos de bajo riesgo de hemorragia. Si ademads se realiza
un abordaje radial y no femoral, debe considerar un procedimien-
to de bajo riesgo y no suspender la anticoagulacion (5).

El tratamiento anticoagulante para el paciente con FA e indi-
cacién de ICP depende principalmente del contexto clinico (an-
gina estable o SCA), del tratamiento anticoagulante previo a la
intervencién (ACOD o AVK) y del acceso vascular durante la ICP
(radial o femoral).

ICP programada

Con respecto a los pacientes en tratamiento con AVK, se re-
comienda no interrumpir el tratamiento con AVK a los pacien-
tes programados para ICP electiva por via radial (especialmente
aquellos con alto riesgo tromboembdlico [CHA2DS2-VASc > 2])
que, por otro lado, son la mayoria) (6). Con respecto al uso de
antiagregantes, la gufa europea de revascularizacién miocdrdica
recomienda el tratamiento con clopidogrel una vez conocida la
anatomia coronaria para los pacientes con cardiopatia isquémica
estable. No existen estudios que analicen el pretratamiento con
prasugrel o ticagrelor en este contexto, y su uso solo deberia con-
siderarse en el momento de la ICP para pacientes con muy alto
riesgo (enfermedad del tronco comtn, antecedentes de trombosis
del stent, etc.) (7).

ICP no programada (SCA)

En el contexto del SCA, la estrategia puede diferir en funcién
del momento del procedimiento. En pacientes con SCACEST

0 SCASEST de muy alto riesgo con indicacién de ICP emergente, el
procedimiento se realizard independientemente del tratamiento anti-
coagulante previo o de la hora de toma de la dltima dosis, y es pre-
ferible el acceso radial siempre que sea posible. Para los pacientes
con SCASEST sometidos a ICP durante el ingreso, se recomienda
mantener el tratamiento con ACOD o AVK periprocedimiento (6).

Manejo de la anticoagulacion durante
la intervencion

ICP programada

El tratamiento de eleccién durante la ICP para pacientes sin
tratamiento anticoagulante previo es la heparina no fraccionada.
En pacientes con anticoagulacién oral, la evidencia del tratamien-
to con heparina intraprocedimiento es escasa y su uso podria con-
llevar un aumento del riesgo hemorragico.

En el contexto de la ICP electiva en pacientes en tratamiento
ininterrumpido con AVK, se recomienda afiadir una dosis baja
de heparina no fraccionada durante el procedimiento, aunque po-
drfan omitirla los pacientes con razén internacional normalizada
(INR) > 2,5. Para los pacientes que reciben ACOD y no hay alto
riesgo tromboembdlico, se recomienda suspender el ACOD entre
12 y 24 h antes del procedimiento para evitar la terapia puente con
heparina; asimismo, se recomienda el uso de la dosis estdndar de
heparina no fraccionada durante la ICP.

ICP no programada (SCA)

Para los pacientes con SCASEST en general, estd indicado el
uso de fondaparinux o enoxaparina hasta el estudio invasivo y la
eventual revascularizacion, ya que se ha demostrado que reduce
la tasa de muerte o infarto.

Para los pacientes con SCA con tratamiento anticoagulante
crénico se recomienda realizar la ICP sin interrumpir el trata-
miento anticoagulante, ya sea con AVK o con ACOD. Para es-
tos pacientes se recomienda el uso de dosis bajas de heparina
independientemente de la administracion de la dltima dosis del
anticoagulante. Esta recomendacién se extiende también a los pa-
cientes con SCA con elevacion del segmento ST.

En general, en un paciente con FA sometido a una ICP se
recomienda el uso de stents farmacoactivos de tltima generacion
por su mejor perfil de seguridad y mds evidencia en regimenes
de tratamiento cortos. Sin embargo, en la practica, la generaliza-
cién de uso de los actuales stents farmacoactivos ha hecho que
las dltimas gufas recomienden indicar un régimen antitrombético
u otro en funcién de los riesgos isquémico y hemorrdgico, pero
independientemente del tipo de stent (7).

Manejo de la anticoagulacion tras la intervencion

Una vez realizada la ICP necesitamos hacer una evaluacién
de los riesgos embdlicos y hemorrdgicos del paciente. En los
pacientes con FA, los riesgos emboélicos y hemorrdgicos no son
homogéneos. Es fundamental una evaluacion individual de este
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frégil equilibrio y seleccionar el tratamiento antitrombdtico mds
adecuado. Hay que considerar que, en los pacientes con FA y car-
diopatia isquémica que precisan ICP, debe valorarse ademads el
riesgo isquémico y si estamos en el contexto de un paciente con
SCA o estable. Por otro lado, hay que valorar aspectos técnicos,
como el tipo de stent implantado o la complejidad del procedi-
miento (Fig. 1).

CHADVASC2

Tipo

ICP efectiva
frente a SCA

Complejidad
de la ICP

Tiempo
desde la ICP

Figura 1. Variables a tener en cuenta al decidir el tratamiento antitrombé-
tico dptimo para los pacientes con fibrilacion auricular sometidos a ICP.

Las guias europeas de cardiologia no recomiendan el uso de
una escala concreta para la valoracion del riesgo hemorragico,
pero si distinguen entre factores de riesgo modificables y no mo-
dificables, y remarcan la necesidad de una evaluacion dindmica y
continua del riesgo hemorrdgico y corregir o eliminar los factores
que pueden aumentarlo.

Una vez evaluado el riesgo hemorragico, el embolico y el is-
quémico, tenemos que responder a varias preguntas:

Qué antiagregante tengo que usar tras una ICP
en un paciente con FA?

El clopidogrel es el inhibidor de eleccion cuando se admi-
nistra conjuntamente con un ACO (dosis de carga de 600 mg;
dosis de mantenimiento de 75 mg/dia). Los otros inhibidores
mds potentes (ticagrelor y prasugrel) se han asociado con unas
tasas mds altas de hemorragia. El ticagrelor ha sido evaluado en
un reducido grupo de pacientes en combinacién con dabigatran
y apixabdn, y ha mostrado unas tasas de seguridad y eficacia
similares a las del clopidogrel. Cuando se considere que debe
agregarse AAS al anticoagulante, la dosis debe estar entre 75 y
100 mg/dia.
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;Qué anticoagulante tengo que usar tras una ICP
en un paciente con FA?

Los estudios pivotales han puesto de manifiesto el beneficio
clinico de los ACOD, ya que, al menos, son igual de eficaces que
los AVK, pero mucho mads seguros. La guia de la ESC recomien-
da, con base a su eficacia y seguridad, los ACOD como primera
opcion en FA en general y en especial en el paciente sometido a
ICP. Respecto a la eleccién del ACOD, no hay estudios compara-
tivos que permitan una clara recomendacion de un anticoagulante
sobre otro (7-9).

¢Que reégimen de antiagregacion/anticoagulacion debo
usary cuanto tiempo?

Ante un paciente con indicacién de ACO sometido a una ICP,
tendriamos tres posibles estrategias de tratamiento. La que se usa
habitualmente en pacientes sin necesidad de anticoagulacién (la
doble antiagregacion), la triple terapia, que incluye doble antia-
gregacion + ACO, y, por ultimo, la doble terapia con un antiagre-
gante y un anticoagulante. Actualmente, en base a los criterios
de riesgo hemorrigico y embdlico de cada paciente, se utilizan
combinaciones de estas estrategias, especialmente de las dos ul-
timas (Fig. 2).

Para dilucidar cudl de estas estrategias puede ser mas bene-
ficiosa para este perfil de paciente, disponemos de los resultados
de un estudio con AVK (estudio WOEST) y tres recientemente
publicados con ACOD PIONEER AF-PCI con rivaroxabdn, RE-
DUAL-PCI con dabigatran y, recientemente, el AUGUSTUS con
apixaban. El ensayo ENTRUST con edoxaban estd atin sin pu-
blicar. Aunque todos estos estudios tienen limitaciones, como las
dosis usadas de ACOD en algunos casos, o la duracién inicial
de la triple terapia, las mds importantes son que cada uno usa un
tipo de ACO diferente y, por otro lado, que son estudios de segu-
ridad, pero no de eficacia. Sin embargo, los metaandlisis realiza-
dos sobre estos estudios coinciden en documentar que el riesgo
de hemorragia mayor o no mayor con la doble terapia se reduce
practicamente a la mitad en comparacién con la triple terapia.
A pesar de la heterogeneidad de los estudios, estos metaandlisis
indican que el riesgo de eventos cardiovasculares adversos no esta
aumentado en las estrategias de dobles terapias (10).

En pacientes de alto riesgo hemorragico se recomienda ini-
ciar la doble terapia (con ACOD y clopidogrel) desde el momen-
to inicial de la ICP. Si el paciente tiene un riesgo hemorragico
moderado, se recomienda la triple terapia un mes (ACOD, AAS
y clopidogrel) y luego continuar con la doble terapia (ACOD y
clopidogrel). En los pacientes de alto riesgo isquémico, se reco-
mienda mantener la triple terapia 6 meses.

La gufa de la ESC recomienda usar la dosis minima del
ACOD evaluada en los ensayos fundamentales de FA y con de-
mostrada eficacia para la prevencidn de ictus.

Por otro lado, es importante conocer cudnto tiempo es nece-
sario mantener el tratamiento. En la mayoria de los casos, debe
considerarse la interrupcién del antiagregante plaquetario al afio,
aunque para los pacientes con bajo riesgo trombdtico y alto ries-
go hemorragico el tratamiento doble puede limitarse a 6 meses,
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Figura 2. Algoritmo de manejo de la anticoagulacion/antiagregacion en pacientes con indicacion de anticoagulacion y realizacion de ICP.

e interrumpir el antiagregante plaquetario en ese momento. La
continuacién del antiagregante plaquetario combinado con el
ACO a mads largo plazo puede ser razonable para pacientes con un
alto riesgo aterotrombotico y bajo riesgo hemorrdgico; sin embar-
go, los resultados recientemente publicados del estudio AFIRE
demuestran que la combinacién de antiagregacion y rivaroxaban
mas alld de un afio frente a rivaroxabdn tinicamente no aporta mas
eficacia antitrombdtica, pero si mas sangrados (11).

Conclusiones

El paciente anticoagulado de forma crénica que se somete a

ta el riesgo hemorragico de esta poblacion. Hemos llegado a la
paradoja de tener firmacos muy potentes, pero que intentamos
usar el menor tiempo posible. La evidencia actual tiende a usar
en esta poblacion fundamentalmente ACOD vy clopidogrel en do-
ble terapia, reservando las triples terapias para pacientes de alto
riesgo isquémico.
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de estratificacion y prediccion de evolucion clinica*

Lopez Pedrera R', Ibafiez-Costa A', Pérez-Séanchez C?, Patifio Trives AM', Luque Tevar M', Abalos Aguilera MC', Barbarroja Puerto N',
Ochoa Sepulveda JJ?, Valverde Moyano R®, Delgado Acosta F?, Oteros Fernandez R®, Velasco Gimena F*

'UGC Reumatologia. Instituto Maiménides de Investigacion Biomédica de Cérdoba (IMIBIC). Hospital Universitario Reina Soffa. Universidad de Cérdoba. Cérdoba. “Department of
Medicine. Cambridge Institute for Medical Research. Cambridge, Inglaterra. *Servicio de Neurorradiologia. Hospital Universitario Reina Sofia. Cérdoba. “UGC Hematologia. Instituto
Maiménides de Investigacion Biomédica de Cérdoba (IMIBIC). Hospital Universitario Reina Sofia. Universidad de Cérdoba. Cérdoba

Introduccion

Las unidades de ictus tienen como objetivos prioritarios ob-
tener un mejor conocimiento de la composicion de dichos trom-
bos y buscar tratamientos eficaces que permitan la reperfusion
del tejido cerebral isquémico para prevenir el dafio irreversible
(infarto) y las recaidas. El objetivo general del presente estudio es
el andlisis del perfil proteémico de trombos obtenidos por trom-
bectomia en pacientes con accidente cerebrovascular isquémico
(ACVI), asi como su asociacion con la presencia de factores espe-
cificos de riesgo CV y la evolucién clinica tras la trombectomia.

Métodos

Cincuenta trombos de pacientes con ictus de origen embdlico
o aterotrombdético obtenidos mediante trombectomia fueron ana-
lizados por SWATH-MS (Sequential Window Acquisition of all
THeoretical Mass Spectra). En paralelo, se evaluaron pardmetros
asociados al ACVI: hipertension, dislipidemia, obesidad, diabe-
tes, fibrilacién auricular y cardiopatia isquémica. Asimismo, se
evalu6 la funcién neuroldgica (NIHSS) y la afectacién cerebral
(ASPECTYS) antes de la trombectomia y el estado clinico de los
pacientes a los 3 meses, utilizando la escala modificada de Rankin
(mRS). Las proteinas identificadas se clasificaron en relacién a
procesos y funciones bioldgicas (IPA, STRING y Reactome). Se
realizaron andlisis estadisticos de asociacion y tipificacion clinica.

Resultados

El andlisis permitié la identificacién y la cuantificacién de
585 proteinas. Un alto porcentaje se hallé relacionado con he-
mostasia primaria, sefializacién de integrinas y quinasas ligadas a
integrinas, glicolisis y reactantes de fase aguda. Anélisis compa-
rativos realizados considerando factores de riesgo de ACVI iden-

tificaron firmas proteicas en base a factores predisponentes: 11
proteinas relacionadas con la oxidacion de dcidos grasos y la ho-
meostasis del hierro clasificaron los pacientes con hipertension;
11 proteinas, relacionadas con hemostasia y metabolismo lipidi-
co, diferenciaron pacientes con dislipemia; 11 proteinas, impli-
cadas en el metabolismo de las porfirinas o de la sefializacién de
citoquinas, distinguieron pacientes con obesidad; 8 proteinas, im-
plicadas en glucolisis y gluconeogénesis, se hallaron alteradas en
diabéticos. Asimismo, se han caracterizado perfiles proteicos es-
pecificos asociados a la ocurrencia previa de fibrilacién auricular
o cardiopatia isquémica. Finalmente, 15 proteinas, relacionadas
con respuesta inmune o metabolismo celular e involucradas en
enfermedades vasculares, correlacionaron con las escalas NIHSS
y ASPECTS. Por ultimo, identificamos 10 proteinas alteradas en
pacientes con evolucién negativa a 3 meses (mRS>2) (Fig. 1):
SLC2A1, CTSC, VASP, PRDX4, S100A11 y USP14, asociadas
al desarrollo de ictus o dafios cerebrales; TLN1 y F13A1, aso-
ciadas a agregacioén plaquetaria; GSN, marcador de mortalidad
en pacientes con ictus; e ILK, proteina plaquetaria alterada en
pacientes con trombosis arterial.

Conclusiones

En suma, la utilizacién de la técnica SWATH-MS ha permi-
tido la identificacién de un elevado nimero de proteinas en los
trombos, asi como la caracterizacién de firmas proteicas como

posibles biomarcadores para determinar su origen y/o definir una
estrategia terapéutica tras un ACVI.

Financiado por Junta de Andalucia (PAIDI CTS620).

*Comunicacion oral seleccionada para simposio.
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Proteinas presentes en el tejido infartado, cuyos niveles correlacionan con la evolucién clinica del paciente
con ACVI a los tres meses de la trombectomia, utilizando el score mRS
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Tratamiento actual de la hemofilia

CooroinaDORAS: Dra. M.2 Teresa Alvarez Roman. Hospital Universitario La Paz. Madrid
Dra. Amparo Santamaria Ortiz. Hospital Universitari Vall d'Hebron. Barcelona

Estamos, sin duda, ante un nuevo horizonte en la historia de la Hemofilia, tanto a nivel cientifico como asistencial. Una
época apasionante en la que, por fin, las personas con hemofilia y los hematélogos veremos un cambio radical en el manejo
y en la comprension de esta patologia.

En este simposio, el Dr. Victor Jiménez Yuste nos hablard del manejo actual del paciente con hemofilia e inhibidor. La
introduccién de tratamientos disruptivos, con una alta eficacia, ha cambiado por completo la enfermedad en este grupo de
pacientes. En la ponencia se revisardn los resultados de tratamientos ya aprobados por la EMA, asi como otros que estdn
atn en fase de desarrollo clinico.

En la segunda ponencia, el Dr. Ramiro Nuifiez Vazquez nos comentard cémo los concentrados de factor de vida media
extendida han variado los regimenes de profilaxis y los retos a los que nos enfrentaremos en los préximos afios, como
manejarnos en situaciones como cirugias y sangrados y como estos nuevos concentrados mejoraran la salud articular y la
calidad de vida de los pacientes con hemofilia.

La Dra. Marijke van den Berg, que lleva el importante registro internacional PedNet, revisard la situacién actual de la
terapia génica, asi como las expectativas que tenemos hoy tanto en paises desarrollados como en los que estdn en vias de
desarrollo. Nos presentard cudles son las barreras a la hora de ofrecer estos tratamientos en diferentes situaciones y cudl es
la perspectiva del paciente frente a estos tratamientos innovadores.

El futuro en la hemofilia ya estd aqui y, sin duda, acabamos de empezar. Este simposio nos dard los conceptos del nuevo
abordaje terapéutico de estos pacientes, pero también nos abrird muchos interrogantes que ain quedan por resolver.
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Manejo del paciente con hemofilia e inhibidor en 2019

Jiménez Yuste V., Alvarez Roman M.T,, Martin Salces M., Rivas Pollmar |.

Servicio de Hematologia y Hemoterapia. Hospital Universitario La Paz. Madrid

Introduccion

El desarrollo de inhibidor frente al factor deficitario continta
siendo la mayor complicacién del tratamiento sustitutivo de la he-
mofilia, que acontece entre el 25-40% de los pacientes con hemofilia
A grave y menos del 5% en los pacientes con hemofilia B grave. La
consecuencia fundamental es la inefectividad de la terapia sustitu-
tiva, con un aumento del riesgo de los sangrados incontrolados, la
morbilidad, la mortalidad y el coste (1). El tratamiento de los pacien-
tes con inhibidor ha permanecido estable, sin grandes avances tera-
péuticos en los tltimos 20 afios. La apariciéon de nuevas moléculas
con diferentes mecanismos de accién estd suponiendo y supondrd un
gran avance en el manejo de los pacientes con hemofilia e inhibidor.

El abordaje clasico en el caso de los pacientes con hemofilia
A que desarrollan inhibidor se basa en la erradicacién del inhibi-
dor mediante inmunotolerancia (ITI) y en el control de los epi-
sodios hemorragicos. Ambos pilares del tratamiento tal y como
hoy en dia los concebimos se verdn sin lugar a duda modificados
con la llegada de los nuevos tratamientos, con lo que se abrirdn
diferentes abordajes y posibilidades terapéuticas.

Nuevos agentes

Los nuevos tratamientos varfan en su mecanismo de accién
frente al efecto cldsico de los agentes bypass (factor VII recombi-
nante activado [rFVIIa; NovoSeven®, Novo Nordisk, Bagsverd,
Dinamarca]) y el concentrado del complejo protrombinico acti-
vado (CCPa; FEIBA®, Takeda Pharmaceutical Company, Osaka,
Japén) y han venido denomindndose ferapias no sustitutivas,
incluyendo la tecnologia que produce anticuerpos biespecificos,
que restauran las funciones del FVIII y la inhibicién de proteinas
anticoagulantes (inhibidor de la via del factor tisular [TFPI] y an-
titrombina [AT] utilizando anticuerpos, aptimeros o tecnologias
basadas en RNA de interferencia [RNAIi]).

Emicizumab es un anticuerpo monoclonal biespecifico huma-
nizado que es capaz de restaurar las funciones del factor VIII acti-
vado (FVIIIa), uniendo al factor X (FX) con el factor IX activado
(FIXa) (2). Basado en los resultados de cuatros ensayos en fase
3 (HAVEN 1-4) (3), emicizumab ha sido aprobado por la FDA y
la EMA para la profilaxis de los episodios hemorrdgicos en pa-
cientes con hemofilia A con y sin inhibidor en todos los grupos
de edad. Los datos que se desprenden de los estudios en pacientes
con inhibidor es que se produce una disminucién de los episodios
hemorrdgicos del 87% en los pacientes en profilaxis con emici-
zumab respecto al tratamiento con agentes bypass a la demanda.
Estos datos suponen un gran avance en la prevencién de los epi-

sodios hemorrdgicos en pacientes con hemofilia A e inhibidor, y
permiten su utilizacién via subcutdnea semanal, bisemanal y cada
cuatro semanas. Se han descrito casos de complicaciones trombo-
ticas y microangiopatia trombdtica cuando se asociaba el uso de
CCPa. Es importante destacar que, por el mecanismo de accion,
su utilidad y autorizacion se limita a pacientes con hemofilia A e
inhibidor (Fig. 1).

El resto de las moléculas con potencial tanto en la profilaxis
como en el tratamiento de las complicaciones hemorrdgicas en
pacientes con hemofilia A y hemofilia B se resumen en la tabla I
(se encuentran en diferentes fases de desarrollo). Los resultados
mads recientes y prometedores se desprenden de la publicacién
del estudio de fase II, en el cual, si bien el objetivo fundamental
era el estudio de la seguridad y de los datos de farmacocinéti-
ca (PK) y farmacodinamia (PD) de la administracién diaria de
diferentes niveles de dosis de concizumab, un anticuerpo frente
al TFPI, se observa un disminucién importante de las tasas de
sangrados anualizadas de los pacientes con hemofilia A y B con
inhibidor (4).

Nueva vision del ITI
La mayoria de los pacientes con hemofilia A e inhibidor

responde de forma favorable tras la ITI con tasas de éxito en
los registros internacionales entre el 51-79% (5). Sin embargo,

Emicizumab

FX

FIXa

Figura 1. Mecanismo de accion de emicizumab.
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Tabla I.

Molécula

Fitusiran (inhibidor AT, RNA de interferencia [RNAi])

LR 769 (Coagulation factor\Vlla replacement [recombinant]; agente bypass)

Marzeptacog alfa (Coagulation factor Vlla replacement [recombinant]; agente bypass)

Concizumab (anti-TFPI, monoclonal antibody [mAb])
BAY1093884 (anti-TFPI, monoclonal antibody [mAb])

Marstacimab (PF-06741086) (anti-TFPI, monoclonal antibody [mAb])

Laboratorio farmacéutico Fase de desarrollo

Alnylam/Sanofi Fase Il
rEVO Biologics/LFB Fase lll
Catalyst BioSciences Fase Il
Novo Nordisk Fase Il
Bayer Fase Il

Pfizer Fase Il

en algunos pacientes es dificil conseguir esta tolerancia y/o no
responden a la primera linea de ITI (de forma general, son los
pacientes mas dificiles de manejar). Las recomendaciones vigen-
tes en la mayoria de los centros a nivel internacional en relacién
al manejo de la ITI se sustentan en los datos derivados de los
registros internacionales y conferencias de consenso, incluyendo
nuevas consideraciones en relacién a los nuevos tratamientos no
sustitutivos (6-9).

En la mayoria de los casos, las dudas relacionadas con la ITI
son similares, basadas en quién debia recibir ITI, cudndo debe
iniciarse, qué tipo de producto de FVIII debe ser utilizado, qué
tipo de esquema es el mds adecuado, cémo monitorizar la ITI,
cudl es la definicién de éxito o respuesta parcial, si es preciso o no
afiadir inmunosupresion al tratamiento con FVIII y hasta cudndo
debemos continuar la ITI si no hay respuesta. Un dato a tener en
cuenta es que la mayorfa de los inhibidores en hemofilia A grave

acontecen en las primeras exposiciones (20-30 dias de exposi-
cién), lo que supone que los candidatos a recibir ITI son nifios
menores de 2 afios con accesos venosos muy complicados y que,
en la mayoria de los casos, requieren accesos venosos centrales
con las complicaciones asociadas a su utilizacién, fundamental-
mente de origen infeccioso.

Todas estas cuestiones han sido abordadas a lo largo del
tiempo, pero algunas de ellas seguirdn abiertas a lo largo de los
proximos afios. Sin embargo, se intuye en el panorama futuro in-
mediato un cambio radical a la hora de interpretar muchos de los
conceptos actuales con la llegada de los nuevos tratamientos.

Siguiendo el esquema general representado en la figura
en el cual puede valorarse de forma temporal desde el desarrollo
del inhibidor hasta la culminacion con éxito o fracaso de la ITI,
podemos entender muchos de los cambios que se avecinan. La
comercializacién de emicizumab ha sido el punto de partida para

2

“

Fracaso de [Tl
Inmunosupresién. Rescate con FVII/FVW.

Tratamiento de los episodios hemorragicos
Agentes bypass.

Desarrollo de inhibidor

El desarrollo de inhibidor aparece en las primeras
20-30 exposiciones al factor.

Exito de Tl

Profilaxis con FVIII.

Inmunotolerancia

Unico método que ha demostrado ser capaz de
erradicar el inhibidor.

Tratamiento sustitutivo

Actualmente en la mayoria de los pacientes se
inicia en forma de profilaxis primaria.

Figura 2. Desarrollo de inhibidor e inmunotolerancia.
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este cambio de paradigma, y probablemente puedan seguir otras
moléculas en el futuro.

La posible utilizacién de una profilaxis con emicizumab tras
el diagndstico de hemofilia A y una tolerancia posterior es una de
las posibilidades que estd estudidndose. Obviamente queda por
estudiar como se realizarfa esta tolerancia al FVIII en términos
de dosis, esquema y consideracién de éxito en la ausencia de de-
sarrollo de inhibidor.

Un punto importante, como ha quedado reflejado previa-
mente, es el hecho de que el desarrollo de inhibidor sucede muy
pronto, tras las primeras exposiciones al factor en nifios que ge-
neralmente presentan accesos venosos muy complicados. La gran
duda generada en la literatura médica radica en si es necesario
realizar ITI o no en este grupo de edad. La mayoria de los auto-
res y algunos grupos preconizan que, dado que emicizumab y las
nuevas moléculas no son monoterapia, es decir, que la proteccién
frente a los episodios hemorragicos no es total, la ITI debe ser
realizada en todos los nifios que desarrollen inhibidor, ya que pue-
den enfrentarse en un futuro a una cirugia mayor o a un episodio
hemorrdgico que puede comprometerle la vida (7).

Un tema en estudio que estd en marcha es la asociacién de
emicizumab e ITI con el objeto de prevenir los episodios hemo-
rragicos durante el proceso de tolerancia inmune. Asi, diferentes
grupos, como Motivate, o los recientes publicados de la expe-
riencia del grupo de Atlanta (10), avalan la exploracién de esta
asociacion. Sin embargo, surgen de nuevo diferentes dudas que
quedan por despejar en un futuro, como qué hacer si conseguimos
la tolerancia inmune, si mantener emicizumab solo en el trata-
miento puede provocar la pérdida de la tolerancia al FVIII, el
coste elevado de utilizar ambas terapias o si concentrados que
han demostrado una mayor tasa de éxito a la hora de obtener to-
lerancia, como el FVIII con contenido en factor Von Willebrand
(FVIII/FvW), pueden tener un papel al respecto (11). Todas estas
respuestas estdn actualmente en andlisis por diferentes estudios
cooperativos a nivel internacional.

En definitiva, dentro de este proceso, que conlleva el desa-
rrollo de inhibidor y la realizacién de inmunotolerancia, se han
abierto nuevas posibilidades con la llegada de emicizumab y, pro-
bablemente, con las moléculas futuras, que cambiardn de forma
radical la vision actual de la ITL. Concepciones cldsicas, como se-
gundas y sucesivas [T y la asociacién de inmunosupresores a ITI
en caso de fracaso, muy probablemente dejaran de considerarse
alternativas en pacientes que fracasen a un intento inicial de ITI.

Control de las hemorragias

Para el control de las hemorragias se utilizan los agen-
tes bypass como el factor VII recombinante activado (rFVlIla;
NovoSeven®) y el concentrado del complejo protrombinico ac-
tivado (CCPa; FEIBA®). Ambos farmacos han demostrado a lo
largo de los ultimos afios ser capaces de prevenir y controlar el
sangrado en pacientes con hemofilia e inhibidor, aunque sin la
efectividad de la terapia sustitutiva con el factor deficitario como
en los pacientes sin inhibidor; asimismo, han demostrado durante
décadas eficacia y seguridad en su uso aislado en pacientes con
hemofilia e inhibidor (12).

La llegada de emicizumab con datos tan elevados de protec-
ci6én ha condicionado una disminucién en la utilizacién de los
agentes bypass. Sin embargo, durante el desarrollo clinico en los
diferentes ensayos se observaron eventos de trombosis y microan-
giopatia trombdtica cuando se utilizaba CCPa para el control de
las hemorragias en pacientes con emicizumab. Este hecho hizo
que se establecieran unas recomendaciones en las que el agente
de eleccion en caso de sangrado intercurrente en pacientes con
inhibidor y profilaxis con emicizumab fuera el rFVIla, o en caso
de no disponer del agente bypass (o, debido a su fracaso, se uti-
lizaron dosis bajas de CPPa). Recientemente, una revision de los
datos provenientes de los estudios en adultos y nifios en profilaxis
con emicizumab ha demostrado la seguridad de utilizar dosis es-
tandar de rFVIIa (13). Por otro lado, estin en marcha diferentes
estudios a nivel de laboratorio para explorar la utilizacién de do-
sis bajas de CPPa con la misma seguridad.

Una necesidad no cubierta es la monitorizacién de la asocia-
cion entre emicizumab y agentes bypass en caso de sangrado vy,
especialmente, en cirugia. Estdn en marcha diferentes estudios,
fundamentalmente basados en técnicas viscoeldsticas o de gene-
racién de trombina.

Hemofilia B

A pesar de la baja frecuencia de aparicion de inhibidor en el
caso de la hemofilia B, las opciones terapéuticas son mucho me-
nores que el caso de la hemofilia A. El desarrollo de reacciones
anafilacticas tras la infusion de FIX, el sindrome nefrético asocia-
do a las altas dosis de FIX y la baja tasa de éxito en la ITI hacen
que la mayoria de los pacientes con hemofilia B no recibieran o
hayan fracasado a ITI (14). Muchos de ellos se encuentran en
tratamiento a la demanda o en profilaxis con agentes bypass, en la
mayoria de los casos con rFVIla, ya que muchos de ellos presen-
tan reacciones adversas al CPPa por el FIX que se encuentra en el
concentrado. Atin no existen muchos datos en la literatura, pero
los de las fases iniciales de estudios de moléculas con inhibicién
de proteinas anticoagulantes (inhibidor de la via del factor tisular
[TFPI] y antitrombina [AT] utilizando anticuerpos, aptdimeros o
tecnologias basadas en RNA de interferencia [RNAi]) fundamen-
tan su utilizacién en pacientes con hemofilia B e inhibidor.

Consideraciones finales

El panorama actual del manejo de los pacientes con inhibidor
ha cambiado radicalmente con la llegada de emicizumab y segui-
rd evolucionado con la llegada de los nuevos agentes de terapia
no sustitutiva. Una poblacién de pacientes que, aunque reducida
en nimero, suponia el grupo mds vulnerable, con mayores tasas
de sangrado, menor calidad de vida, mayor mortalidad y mayor
necesidad de recursos, ha hecho realidad muchas de sus necesida-
des no cubiertas en las dltimas décadas, bien a través de ensayos
clinicos, muchos ain en marcha, o tras la comercializacién de la
primera molécula de este grupo. Si el panorama de la hemofilia
actual en general es prometedor y cambiante, en particular los
pacientes con inhibidor son los que se han beneficiado de los ma-
yores avances terapéuticos acaecidos hasta el momento.
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Cambios en el tratamiento profilactico del paciente con hemofilia en la era de los EHL

Nafez Vazquez P.
Unidad de Hemofilia. Hospital Universitario Virgen del Rocio. Sevilla

La administracién regular de concentrados de factor 2-3 veces
por semana, conocido como tratamiento profilactico, es el estdndar
de tratamiento para nifios y, cada vez mds extendido, también en
pacientes adultos con hemofilia grave, algunas formas moderadas
e incluso leves con fenotipo hemorragico grave (1). La experiencia
sueca publicada en 1991 mostré cémo el inicio temprano de la
profilaxis tiene un efecto primordial a largo plazo, con mejores
resultados en los nifios que comenzaron la profilaxis a la edad de
3 afios que en aquellos que lo hicieron a partir de los 5 afios (2).

Varios estudios prospectivos han confirmado que la profilaxis
reduce el nimero de hemartros y de otros sangrados graves, lo
que favorece la integracion de los pacientes en su vida laboral
y escolar, permitiendo la practica de actividades deportivas y de
ocio, que suponen una mejora en su calidad de vida. En el afio
2007, Manco-Johnson y cols. publicaron los resultados del primer
estudio aleatorizado, prospectivo y multicéntrico (Joint Outcome
Study) en el que se estableci6 evidencia cientifica de la eficacia
del tratamiento profilactico frente al tratamiento a demanda
en niflos con hemofilia grave tras cinco afios de seguimiento en
cuanto a reduccién de las hemorragias y del dafio articular (3).

Otros motivos para una instauracion de la profilaxis temprana
son la prevencién de la aparicion de hemorragias graves que
pueden comprometer la vida del paciente, asi como su posible
participacion en la prevencion del desarrollo de inhibidores (4).

También en pacientes que comienzan la profilaxis en
edades mds tardias, la profilaxis con concentrados de factor ha
demostrado su efecto beneficioso, como quedé comprobado en
estudios como el SPINART, que han mostrado que, si bien la
artropatia ya establecida puede ser irreversible a pesar de una
profilaxis tardfa, la interrupciéon mantenida de los episodios
hemorrdgicos mejora la salud de las articulaciones, la actividad,
la satisfaccion del tratamiento y la reduccién del dolor (5).

Teniendo en cuenta el momento de inicio de la profilaxis, la
ISTH distingue tres tipos:

1. Profilaxis primaria: tratamiento periddico continuo,
iniciado precozmente en la infancia antes de los tres afios
de vida y antes de la aparicién del segundo hemartros, en
ausencia de enfermedad articular documentada, mediante
exploracion fisica o técnicas de imagen.

2. Profilaxis secundaria: tratamiento periddico continuo,
iniciado después de dos o mds hemorragias articulares,
pero antes de la aparicion de la enfermedad articular.

3. Profilaxis terciaria: tratamiento periédico continuo,
iniciado después de la aparicion de la enfermedad articular.

Con frecuencia encontramos barreras para la implantacién de
la profilaxis. El acceso venoso periférico puede ser un problema

y requerir el uso de dispositivos de acceso venoso permanentes,
no exentos de riesgos concomitantes de infeccién y trombosis
(6). El comienzo en la infancia temprana hace que los nifios se
adapten mejor al tratamiento y lo asuman como parte normal
de su vida. Sin embargo, los esquemas de infusion frecuentes
pueden condicionar la calidad de vida del paciente, especialmente
de niflos y adolescentes en los que, a veces, la adherencia es
dificil. Paraddjicamente, la ausencia de sintomatologia también
puede ser una importante barrera para la administracion de una
profilaxis regular (7).

La corta vida media tanto del FVIII (8-12 horas) como
del FIX (18-24 horas) condiciona los esquemas “cldsicos” de
profilaxis basados en la administracién de concentrados cada 2-3
dias para la hemofilia A (Tabla I) y 1-2 veces por semana para la
hemofilia B (8).

En la dltima década se han desarrollado nuevas moléculas
cuyo objetivo era solventar las necesidades no cubiertas con
los concentrados de vida media estdndar disponibles. Esta
nueva generacién de factores se denomina, de forma genérica,
concentrados de vida media larga (EHL, del inglés Extended
Half-Life), y han supuesto un incremento en la vida media del
FVIII de 1,5 veces y entre 4 y 5 veces para el FIX gracias a
diferentes estrategias (Tablas Il y I1I). De forma muy resumida,
los mecanismos utilizados para aumentar la vida media de los
concentrados han sido la unién a la fraccion Fc de la
inmunoglobulina subclase 1 (IgG1) o a la albimina, la adicién
de moléculas de polietilenglicol (PEG) o la modificacién de la
molécula de FVIII mediante la unién covalente de las cadenas
pesada y ligera del FVIII en una tnica cadena polipeptidica (9).

Tabla I.

Protocolo Dosis
Malmo 25-40 Ul/kg tres veces a la semana,
(altas dosis) comenzando a la edad de 1-2 afios
Holandés 15-25 Ul/kg 2-3 veces a la semana,

(dosis intermedias) comenzando habitualmente después

del primer hemartros

Canadiense
(dosis escalonadas)

50 Ul/kg por semana, ajustando a 30 Ul/kg
dos veces a la semana, 0 a 25 Ul/kg cada 48
h, dependiendo del fenotipo hemorragico
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Tabla Il
Nombre Tecnologia Linea celular Vida media Aflmento {1e Situacion
vida media
Efmoroctocog alfa Fusién con el fragmento HEK293H 19,7+23 1,5veces Comercializado
Elocta® Fc de la IgG1
Rurioctocog Pegilacion especificas CHO 14,7+38 1,4 veces Comercializado
Adynovi® (PEG de 20 kDa)
Lonoctocog alfa Unién covalente de las cadenas CHO 142 +37 1,4 veces Comercializado
Afstyla® pesaday ligera del FVIII en una Gnica
cadena polipeptidica
Turoctocog alfa pegol Glicopegilacion dirigida con PEG CHO 19 1,5-1,6 Aprobado.
Esperoct modificada acido sialico de 40 kDa veces Pendiente de
en el dominio B comercializacion
Damoctocog Pegilacion dirigida con PEG de 60 kDa BHK 19 1,5-1,6 Comercializado
Jivi® en el dominio A3 veces

HEK: human embrionary kidney; CHO: chinese hamster ovary; BHK: baby hamster kidney.

Tabla Ill.

Nombre Tecnologia

Eftrenonacog alfa Alprolix® = Fusion con el fragmento

Fc de la IgG1

Albutrepenonacog alfa Proteina de fusion con albimina

Idelvion®

Nonacog beta pegol
Refixia®

Glicopegilacion
selectiva con PEG de 40 kDa

HEK: human embrionary kidney; CHO: chinese hamster ovary; BHK: baby hamster kidney.

Linea celular Vida media (h) Situacion
HEK293H 82 Comercializado.
No rembolsable
CHO 105 Comercializado.
No rembolsable
CHO 70-93 Comercializado.

No rembolsable

Estos nuevos concentrados presentan un perfil farmacocinético
diferente que aumenta la vida media del factor administrado, con
lo que se reduce asi el nimero de infusiones requeridas, con un
intervalo de administracién que puede prolongarse, en general, a
2-5 dias (10-13). Existen distintos escenarios en los que segtn el
perfil y las necesidades de los pacientes el esquema de profilaxis
puede ser readaptado. Asi, pacientes estables y bien controlados
son los que se beneficiarian principalmente de esta reduccién en
el ndmero de infusiones y, por tanto, de un menor consumo que,
seglin las series, se sitia entre el 18 y el 38% (14). Existe otro
perfil de pacientes en los que puede ser necesario un aumento de
los niveles valles de actividad de factor, ya sea por un mal control
con su pauta actual o por una vida muy activa que requiera de un
mayor umbral de seguridad (15).

Sabemos que la respuesta entre individuos es muy variable.
Por este motivo se ha desarrollado la aplicacién de modelos
predictivos de farmacocinética (PK): para el mejor ajuste del
tratamiento con el consiguiente impacto positivo en los objetivos
clinicos (16). La dificultad en la aplicacién de modelos de PK
se ha intentado subsanar utilizando modelos poblacionales

que, mediante la aplicacién de algoritmos bayesianos, nos
permiten conocer los pardmetros de PK del factor infundido
con solo 2 o 3 muestras. En este sentido, programas como el
WAPPS (www.wappshemo.org) o aplicaciones web como
MyPKFiT® (especifica para Advate® y Adinovy®) permiten
ajustar la profilaxis a la PK del factor infundido utilizando
modelos poblacionales que nos permiten calcular las curvas
farmacocinéticas y personalizar la dosis y la infusién en los
regimenes de profilaxis (17).

Las expectativas respecto a la profilaxis y a la reduccién del
nimero de infusiones con productos EHL son especialmente
prometedoras en la hemofilia B. La extensién de la vida media
de 3-5 veces permite a los pacientes recibir factor una vez cada
7-14 dias manteniendo niveles de FIX del 10 al 20% (18). Se
han desarrollado y aprobado tres productos: eftrenonacog alfa
(rFIX-Fc; Alprolix®), albutrepenonacog alfa (rIX-FP; Idelvion®)
y Nonacog beta pegol (rIX-GP; Refixia®). En el caso de estos
productos, a diferencia de los productos EHL aprobados para la
hemofilia A, en nuestro pais por ahora no existe la posibilidad del
reembolso por parte del sistema sanitario publico.
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Los nuevos concentrados EHL abren nuevas expectativas
en el tratamiento profilactico de la hemofilia. Carcao M. y cols.
proponen en un interesante articulo recientemente publicado una
nueva definicién de profilaxis: administracion regular de un agente/
agentes hemostdticos que previenen de forma segura, eficaz y
convenientemente el sangrado, al mismo tiempo que permiten que
los pacientes con hemofilia desarrollen vidas activas (15).
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Development and access to gene therapy in haemophilia: what is the status in 20197

Van den Berg M.
PedNet Haemophilia Research Foundation. Baarn, The Netherlands

Introduction

Theisolation and characterization of the genes coding for factor
VIII and factor IX, some 30 years ago, was an important first step
in the development of gene therapy for hemophilia. Hemophilia
as a single-gene inherited disease was now well characterized and
curing the disease became a possibility. Hemophilia was directly
recognized as an ideal model for gene therapy. The large clinical
differences between severe and moderate hemophilia proved that
even a modest increase in factor level could have a great effect on
bleeding and phenotype. The target range for factors VIII and IX
can be as wide as > 5% and < 150%, before any negative effect on
the coagulation system will appear.

This difference between severe and moderate hemophilia
was also the reason for the initiation of prophylaxis, the classic
therapy with frequent infusions of factor VIII or IX to increase
the pre-infusion level to > 1%, thus preventing spontaneous
bleedings. Beyond the feasibility as a model for gene therapy, the
cost of current therapy is very high and the burden with life-long
frequent infusions is cumbersome. Although much progress has
been made with new agents that need less frequent subcutaneous
infusions (1).

In the early nineties the first vector-based gene therapy trials
were initiated. However, unexpected severe liver toxicity and the
development of leukemia in a child with severe combined immune
deficiency has led to a ban on gene therapy for a long time. This
has changed now completely and gene therapy for hemophilia A
and B is able to provide normal levels of factor VIII and IX (2-5).

In a landmark study published in 2011, Nathwani et al.
demonstrated successful conversion of severe hemophilia B
into mild or moderate disease in 6 adult males who underwent
intravenous infusion of an adeno-associated viral (AAV) vector
expressing factor IX (6).

Rationale for gene therapy

Viral vectors derived from mammalian viruses have been
manipulated to deliver their genetic cargo into cells and tissues.
The vectors contain structural viral genes, which are replaced
with the therapeutic gene cassette. Over the years, hepatic in-
vivo gene transfer with AAV vectors has shown to be most
successful in preclinical and clinical hemophilia studies (7,8).
Many different AAV vector subtypes have been used in clinical
gene therapy trials. A major problem for AAV-based gene therapy
is the size of the factor VIII protein. Therefore, most studies
started with hemophilia B, as factor IX is a much smaller protein.
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Another breakthrough in hemophilia B gene therapy came with
the discovery of the FIX Padua mutation, that has a 6-8 times
greater specific activity and is used in the most recent trials (9).

The major balance to consider for gene therapy is the vector
dose needed for successful integration of factor VIII or IX into
the liver cells versus the risk of high dosing with liver toxicity
induced by the viral capsid (10).

Hurdles to be addressed in gene therapy
From phase | to IV studies in humans

Before clinical trials can be carried out in humans, preclinical
studies in animals are needed. Based on the positive results of
preclinical research, the new drug can be evaluated in humans
during the four main phases of clinical development. In
particular, phase I-III studies are those that evaluate the efficacy
and safety profile of the new drug in humans until the marketing
authorization. Different from phase I studies, which involve
healthy patients and have a relatively simple study design, phase
II and III studies enroll patients affected by the disease for which
the new drug is indicated. A problem that has been encountered
during the development of gene therapy is that the liver toxicity
emerging in the first clinical trials of vector-based therapy in
humans has not been seen in the preceding animal studies. It
is therefore debated whether animal models are useful at all to
evaluate gene therapy toxicity in humans.

AAV positivity in patients

A major problem in vector-based gene therapy is that > 60%
of adult patients have previously been infected with AAV viruses.
The presence of antibodies against wild-type AAVs in the host
is one of the limitations for the successful use of AAV vectors.
Current clinical trials include patients that are AAV antibodies
negative. In clinical trials different AAV subtypes are used; some
of these might be less present in the general population. An
interesting study on the mechanism behind capsid immunology
was published last year (11). AAV capsid manipulation, by which
recombinant vectors lose their ability to interact with neutralizing
antibodies (Nabs) can help overcome this obstacle (12,13). When
more long-term data will become available supporting sustainable
factor levels, it is likely that new clinical trials will include patients
with AAV antibodies. For all ongoing trials the focus is to proof
that gene therapy can cure patients. It is therefore sensible that the
patient’s population with the lowest risk is included.
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Inhibitor positivity

Another risk that we are well aware of is the formation
of alloantibodies to factor VIII in patients. The patients who
presently are included into clinical trials are over 18 years and
have more than 50 exposure days to factor VIIIL. In naive patients,
mostly children and some adults with little access to clotting
factor product therapy, the relative risk for inhibitor formation
after gene transfer has to be assessed (13,14). At the moment
these patients are not eligible for gene therapy. An overview
of all ongoing clinical trials for gene therapy can be found at
ClinicalTrials.Gov.

More challenges to gene therapy

The upscaling of production processes to produce sufficient
quantities of clinical grade vectors is a major limitation to enroll
gene therapy on a larger scale. Many groups try to establish
permanent production systems for vectors.

Although the low change of integrating of AAV vectors in
humans is a big safety advantage, at the same time it is a risk
that the long-term duration can be affected. This is especially true
for gene therapy in children. Hepatic cells are still dividing in
children and the number of cells that have received the vector will
decrease over life.

A major problem, as yet without explanation, is the wide
variation in expression of patients who participate in the same
trial and receive exactly the same vector dose. Since the effect of
the gene therapy is depending both on the vector and the host, a
better understanding of the outcome in gene therapy will need to
include both factors. This is much different from classic clotting-
based drugs, where the same response can be expected in every
patient depending only on the half-life of the patient.

Can gene therapy cause mutagenesis?

Most gene therapy trials now use vectors to integrate the
gene into the host cell. Current knowledge of AAV based gene
therapy confirms that the therapy is safe without integration into
the productive system (11-14).

Increased incidence of hepatocellular carcinoma has been
reported in the mucopolysaccharidose type VII mouse model (1).
Whether this risk applies to humans is not clear. AAV-based gene
therapy is now used in most gene therapy trials, also outside of
hemophilia, and appears to be safe with respect to mutagenesis
(15-18).

How to measure gene therapy

Since haemophilia is characterized by bleeding the measu-
rements of efficacy in clinical trials still contains the reporting of
bleeding. As the primary endpoint Annual bleeding rates (ABR)
are the most published outcome tool. Gene therapy aims to reach
levels as high as normal, it is therefore debated that the primary
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outcome to measure the effectiness of gene therapy should be
FVIII/IX levels and not ABR (19).

Other approaches for gene therapy in hemophilia

With AAV therapy it is likely that not all patients will benefit
and other approaches are underway. One of them is gene editing
a molecular technique that can correct the endogenous genetic
defect through nuclease-targeted double-stand DNA breaks and
homology-directed repair. Zinc-finger nucleases and the clustered
regularly interspaced short palindromic repeats-Cas systems
were developed to induce a double-strand break in DNA, vastly
increasing the frequency of homology-directed repair and editing,
or for gene disruption (20,21).

How bright is the future for all patients for a cure?

In countries that have fewer resources the treatment of
patients with haemophilia is still a large problem. The World
Federation of Haemophilia (WFH) publish their results of the
global survey among all members that still 70% of the world
has no access. In the developing world the number of patients
with haemophilia that is diagnosed is far too low. Awareness of
the disease and accurate diagnosis are of course prerequisites
to increase the number of patients that might later benefit
form gene therapy. The WFH was able to increase its donation
program through the support of many companies in the last 3
years. The program has become sustainable and children have
started low dose prophylaxis. We hope that this will lead to a
higher life expectancy and that more patients will be diagnosed
that now are dying very young.

When will gene therapy become available on a large scale?
Both EMA and FDA request 5-year data on the current clinical
trials to support the duration of effect.

What will the costs be of gene therapy? In the US the cost
for gene therapy might be based on the lifelong treatment
with coagulation proteins. In the EU lower costs are expected
depending on the length of sustainable levels.

In summary

Therapy for haemophilia patients has become very safe and
patients are reluctant to consider gene therapy that might bring
unexpected hazards. However, the benefits of gene therapy are
large; a single infusion that can cure and correct hemostatis
is a life changer. Gene therapy based on AAV vectors is now
available for both haemophilia A and B. It is safe and has
expression levels into the “normal” range. The major limitation
is pre-existing AAV antibodies, which excludes up to 60% of all
patients with haemophilia. Long term duration of responses is
expected but needs confirmation. Alternative methods for gene
therapy are underway. Costs for gene therapy based on costs of
clotting products will be high and it will be many years before
all patients can benefit.
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Introduccion

La hemofilia adquirida (HA) es una enfermedad originada por
autoanticuerpos frente a factores de la coagulacion, especialmente
el factor VIII (FVII). Estos inducen episodios hemorragicos,
especialmente mucocutdneo, muscular y de tejidos blandos,
que obligan a instaurar tratamiento hemostdtico y a eliminar
el inhibidor con el uso de inmunosupresores. La informacién
disponible sobre epidemiologia, clinica y respuesta al tratamiento
erradicador proviene de registros y de series de casos. Esta es la
primera comunicacién al respecto representativa del global del
territorio nacional espafiol.

Objetivo

Nuestro objetivo es definir las caracteristicas clinicas y de
respuesta al tratamiento de la serie de casos de HA del registro
espaifiol y definir nuevas lineas de conocimiento y de trabajo en
esta patologia

Metodologia

En 2014 se inicia el registro espafiol de hemofilia adquirida,
localizado en la web de la SETH.

Andlisis estadistico descriptivo. Media, mediana y desviacién
estdndar para variables cuantitativas y frecuencias absolutas y
relativas para cualitativas, construyendo intervalos de confianza
del 95%. Comparacién entre los dos grupos de tratamiento
con t- student. Ha sido puesto en marcha cumpliendo todos los
requisitos de la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de
Proteccion de Datos de Caréacter Personal y de acuerdo con la
Declaracion de Helsinki.

Resultados
Se han registrado un total de 66 pacientes. El 56% de los

sujetos son varones; la edad media de la serie, 71 + 15 afios. La
mediana de inhibidor fue 24 UB (RIQ, 7,9 a 63 UB) y de FVIII

(método coagulativo) de 3% (RIQ, 1 a 8%). El 46% de los
pacientes tiene una patologia condicionante de la aparicién de la
HA (50% autoinmunes, 13% posparto, 13% neoplasias). En tres
pacientes se detect6 un anticoagulante lipico circulante. E1 90%
de los pacientes presenta clinica hemorragica al diagnéstico. El
45% de los sangrados fueron mucocutdneos; el 30%, muscular
y el 10%, urinarios. Respecto a la erradicacién del inhibidor, el
44% fue tratado con esteroides y ciclofosfamida; el 23%, con
esteroides; el 21%, con rituximab asociado a inmunosupresores, y
el 12%, con esteroides y ciclosporina. La mediana de seguimiento
de los pacientes ha sido de 13,5 meses (RIQ, 2 a 25 meses) y
la mediana de tiempo para la erradicacién del inhibidor, de 1,35
meses (RIQ, 0,7 a 2 meses). No encontramos diferencias en el
tiempo hasta la erradicacién entre sujetos tratados o no tratados
con rituximab (mediana y RIQ, 1,5, 0,7 a 2 meses frente a 1,3, 0,7
a 1,5 meses, respectivamente). El 90,6% de los sujetos tratados
con inmunosupresores logran respuesta completa. Recayeron 2
pacientes en los 2 meses siguientes a la suspension del tratamiento.
La mortalidad ligada a la HA fue del 14%: 9 fallecidos (5 por
infecciones/sepsis, 2 por enfermedad de base, 1 por hemorragia y
1 por angor). Los fallecidos por infecciones fueron tratados con
esteroides en monoterapia en 4 casos y con esteroides y rituximab
en un solo caso. La mediana de tiempo del diagndstico al exitus,
de 3 meses (RIQ, 1,5 a 6 meses).

Conclusiones

La hemofilia adquirida es una enfermedad rara, pero cuya
incidencia estd infraestimada o infracomunicada, ya que, en los
5 afios de trabajo del registro, la incidencia estimada deberia ser
unos 200 casos y no los 66 comunicados. Aligual que en el registro
alemadn, la primera causa de muerte son los cuadros infecciosos.
Iniciativas que ayuden a definir el tratamiento inmunosupresor
optimo y medidas de profilaxis infecciosa resultan del maximo
interés. No encontramos diferencias en las tasas de respuesta
entre los distintos esquemas de tratamiento erradicador.

*Comunicacion oral seleccionada para simposio.
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Terapia génica y celular en hematologia

CooroiNADORES:  Dr. José Antonio Paramo Fernandez. Clinica Universidad de Navarra. Pamplona
Dr. Jorge Sierra Gil. Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. Barcelona

La terapia génica representa una opcién terapéutica para diversas enfermedades, fundamentalmente monogénicas, mas
alla de las aproximaciones tradicionales. El objetivo es conseguir una expresion duradera del gen a un nivel suficiente para
mejorar o curar los sintomas de la enfermedad con minimos efectos adversos. La terapia génica estd convirtiéndose rapida-
mente en una nueva estrategia terapéutica en la hemofilia y en diversas hemoglobinopatias.

En la década de los noventa se demostré experimentalmente una expresion eficiente de factor IX empleando vectores
adenovirales, sentando las bases para un ensayo clinico en pacientes con hemofilia B con tasas aceptables de factor, pero
durante cortos periodos de tiempo. Mejoras en el empleo de estos vectores resultaron en niveles de factor IX entre 2 'y 5% du-
rante periodos prolongados. Estos progresos se han extendido a los pacientes con hemofilia A en los que la expresion del gen
conlleva niveles circulantes de factor VIII de mas del 50%, que pueden persistir hasta tres afios y, lo que es mas importante,
con mejoria significativa del cuadro hemorragico. El Dr. Pasi (London School of Medicine, Londres) revisa los principales
ensayos clinicos empleando terapia génica en hemofilia que pueden suponer un cambio de paradigma terapéutico al permitir
una expresion duradera del gen, si bien existen temas sin resolver en relacion a seleccion de pacientes, respuesta inmune y
otros efectos secundarios; asimismo, es importante el aspecto econémico.

La terapia génica también se ha aplicado exitosamente en diversas hemogobinopatias, tales como anemia de células
falciformes (anemia drepanocitica) y B-talasemia. Importantes descubrimientos recientes, como el conocimiento exacto de
la region que controla el locus de la globina B, asi como diversos factores de transcripcién que determinan cambios en la
hemoglobina, han permitido disefiar diversas aproximaciones génicas. Se ha demostrado la eficacia de vectores lentivirales
para insertar ADN en células madre hematopoyéticas, asi como la edicién génica para restaurar la expresion de hemoglobi-
na fetal o la expresion normal del gen de la globina B. Los trabajos clinicos m4s recientes en el 4mbito de la -talasemia y
anemia drepanocitica muestran resultados prometedores en dos direcciones: posibilidad de interrumpir las transfusiones o
de reducir los requerimientos transfusionales. La Dra L. Joseph (Hospital Necker, Paris), con experiencia en terapia génica
de hemoglobinopatias, revisa el papel de esta nueva estrategia y discute las principales barreras para su adopcion de manera
generalizada.

La modificacion del genoma ha generado un intenso debate sobre sus condicionantes éticos. En el presente simposio, se
analizardn en profundidad los aspectos filoséficos y la regulacion espafiola y la europea sobre terapia génica y sus limites.
En sintesis, debe prevalecer el “principio de precaucion”, teniendo muy en cuenta los posibles efectos a medio y largo plazo,
que el objetivo de la terapia sea corregir un defecto genético que sin duda condicione una enfermedad grave sin alternativa
de tratamiento satisfactoria y que, por tanto, se trate de una manipulacion con fines terapéuticos, y, finalmente, que se garan-
tice la seguridad en todos los pasos del proceso. Un aspecto de gran relevancia también, recogido en la regulacion, es que
no podrén realizarse ensayos de terapia génica que produzcan modificaciones en la identidad genética germinal del sujeto.

También en el simposio se aborda el tema de una modalidad de tratamiento que incluye en uno de sus pasos la modifica-
cion genética de células humanas, la terapia CAR (chimeric antigen receptor) con linfocitos T (CAR-T), que expresan esos
receptores en su membrana. Esta terapia disruptiva ofrece perspectivas de respuesta y supervivencia prolongada, probable-
mente curaciones, a pacientes cuyo tumor se ha mostrado resistente a multiples lineas de tratamiento. Los resultados en
nifios y adolescentes con leucemia linfobldstica aguda B sin otras opciones son, en muchos casos, espectaculares, y en pa-
cientes adultos con linfoma de células grandes de linea B se obtiene una respuesta completa mantenida en aproximadamente
el 40-50% de los casos. Esta terapia se extiende ya a otras neoplasias hematoldgicas; entre otras, el mieloma mudltiple, que
se aborda en este simposio. Los resultados en esta enfermedad han comenzado a publicarse y existen numerosos ensayos
en marcha que aportaran informacién adicional sobre toxicidad y eficacia. Cabe esperar que haya disponibilidad de CART
comerciales frente a mieloma en Espafia en un periodo de aproximadamente un afio y medio.

Los ponentes del simposio aqui introducido son todos grandes expertos en las materias que van a tratar, lo que garantiza
un gran nivel cientifico y educativo.
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Gene therapy for hemophilia

Pasi J.

Haemostasis and Thrombosis. Barts and The London School of Medicine and Dentistry. London, England

Gene therapy in hemophilia has had a chequered history with
many apparent false starts. However, with the progressive develo-
pment of robust AAV based technologies since the initial reports
of the first-generation approach in 2011, the latest AAV gene the-
rapies have allowed the field to be increasingly optimistic regar-
ding the potential for gene therapy in hemophilia. Early safety
data released over the last two to three years from these studies
are very encouraging, albeit in a small number of patients. In ad-
dition, the levels of factor VIII and factor IX that have been de-
monstrated in these latest studies have been impressive and way
above the early targets of low single figure improvements with
the initial programs. The improvement in outcome with reduced
bleeding and treatment burden has, across all programs, been
profound. However, the relatively large variation among patients
needs to be more fully understood. There are now multiple gene
therapy programs being studied and the field is very crowded -
this presentation will cover and review the recent published and
emerging data from the clinical trials now being undertaken.

However, aside from consolidating current data in phase 3
programs in the next few years, there remain many questions
we need to address in parallel. One can also see that many pa-
tients with hemophilia fall outside the relatively narrow selection
criteria — the need to open access to wider groups of patients,
including children, and understanding the impact of associated
comorbidities will be an ongoing challenge. Scientific questions
also remain, particularly in relation to immune response to vec-
tors and liver function abnormalities. Given that durability re-
mains uncertain at this stage, one must continue to see the need
for long term follow up of patients as essential and registers will
need to be established to ensure that the appropriate data is co-
llected. These questions represent but a few of the scientific and
clinical issues in gene therapy that we need to address. Aside the
science, a considerable and obvious unanswered question to con-
sider remains — cost and how can we address the inevitable subs-
tantial initial costs of gene therapy in order to make it available
to our patients.
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CAR-T en mieloma multiple

Briones Meijide J.
Servicio de Hematologia. Hospital Santa Creu i Sant Pau. Barcelona

La inmunoterapia adoptiva con células T modificadas con
receptores quiméricos antigeno-especificos (CAR) ha revolucio-
nado el campo de la inmunoterapia del cdncer, en especial en las
neoplasias hematolégicas B. Los estudios clinicos con un CAR
dirigido frente al antigeno 19 (CAR19) han mostrado resultados
excelentes en pacientes con leucemia aguda linfoblastica B y lin-
foma no-Hodgkin B en situacién de refractariedad o después de
multiples lineas de tratamiento. Estos resultados han promovido el
desarrollo de CAR para otras neoplasias hematoldgicas, como
el mieloma multiple.

En los tdltimos afios se han desarrollado CAR dirigidos fren-
te a diversos antigenos expresados en las células de mieloma:
BCMA, CD38, CD138, CD19, GPRD5C o CD44v6. Como en
todas las situaciones de inmunoterapia celular, el antigeno ideal
es aquel que presenta una alta expresion especificamente en célu-
las plasmadticas tumorales, con expresion muy restringida en te-
jidos normales. Una de las dianas que cumple este requisito es el
antigeno de maduracion de células B (BCMA).

BCMA pertenece a la familia de receptores del factor de
necrosis tumoral (TNF) y, a través de la unién a ligandos como
BLyS/BAFF o APRIL, interviene de forma importante en la regu-
lacion de la maduracion y diferenciacion de las células B (1). La
expresion de BCMA aumenta durante la diferenciacion a células
plasmaticas y se encuentra elevada en la mayoria (60-100%) de
los mielomas, mientras que su expresion es minima o ausente en
tejidos normales no hematopoyéticos.

El primer estudio de terapia CART-BCMA lo realizaron in-
vestigadores del National Cancer Institute de Estados Unidos,
en un reducido grupo de pacientes con MM refractario (mediana
de 7 lineas de tratamiento). En este ensayo de fase I se obtuvie-
ron respuestas completas (RC) en aquellos casos que recibieron
la dosis mds alta de CART-BCMA (2). Estos datos constituyeron la
base para el desarrollo de un ensayo con un CAR-BCMA de se-
gunda generacion (coestimulacién 4-1BB) en pacientes con MM
refractario, cuyos resultados acaban de ser presentados (3). En este
estudio se trataron 33 pacientes (21 en la fase I y 12 en la fase
de expansion). La mediana de tratamientos recibidos fue de 7 y
mas del 90% habia recibido un TASP. La dosis de CART-BCMA
oscilé entre 50 y 800 millones de células CAR+, administradas
tras un acondicionamiento linfodeplecionante que incluyé ciclo-
fosfamida y fludarabina. Un 85% de los pacientes respondieron,
con una tasa de respuestas completas (RC) del 45%y una duracién
de la respuesta de 11 meses. El sindrome de liberacién de cito-
quinas (SLC) ocurrié en un 76% de pacientes, mayoritariamen-
te de grados 1 o 2, y las complicaciones neuroldgicas ocurrieron
en un 42%, practicamente todos de grados 1-2. Estos resultados,

en un grupo de pacientes altamente tratados, han estimulado el
desarrollo de numerosos ensayos con CAR-BCMA, con ciertas
diferencias, como el uso de vector retroviral frente a lentiviral o
la utilizacién de un CAR con un anticuerpo anti-BCMA huma-
no. Esta ultima estrategia tiene el objetivo de evitar la respuesta
inmune frente a la regién murina, que puede ocurrir en algunos
pacientes que reciben un CAR con una secuencia del anticuerpo
derivado de ratén. En este sentido, los resultados preliminares de
dos ensayos con un CAR-BCMA humano (UPenn y Bluebirdbio)
muestran una tasa de respuestas globales (RG) similar en una po-
blacién de pacientes con MM parecida a la anteriormente descrita
(64%-96%, respectivamente), por lo que estd por demostrar si esta
estrategia se traduce en resultados clinicamente mejores. En con-
creto, en el estudio desarrollado en la UPenn (4), se trataron 25
pacientes (mediana de tratamientos previos de 7), distribuidos en 3
cohortes distintas segun la dosis, la cual, a su vez, se administro re-
partida en 3 dfas (10% de la dosis total el dia 1, 30% el dia 2 'y 60%
el dfa 3), en funcion de la existencia de complicaciones como SLC.
Teniendo en cuenta que con este esquema un 16% de los pacientes
solo recibieron las dos dosis mds bajas, la tasa global de respuestas
fue del 64% con 2 pacientes en RC (una de ellas astringente). La
duraciéon mediana de la respuesta y de la supervivencia libre de
progresion fue de aproximadamente 4 meses, de forma que solo
3 pacientes en total permanecian sin progresiéon en el momento
de la presentacion de los resultados. Es de destacar que, si bien no
se ha observado recidivas o progresion del mieloma sin expresion
del BCMA, las células de MM residuales tras el tratamiento en
la mayorfa de pacientes mostraban una clara disminucién de la
expresion de BCMA. En este estudio la mayoria de los pacientes
(88%) tuvo SLC, que fue severo (grado 3-4) en un tercio de ellos.
Complicaciones neurolégicas (ICANS) se observaron en 8 (32%)
de los pacientes, las cuales fueron severas en 3, incluyendo un pa-
ciente con edema cerebral que requiri6 altas dosis de prednisona.
En resumen, los resultados clinicos de la terapia CART-BC-
MA en pacientes con MM muestran en general una tasa de res-
puestas muy alta, pero con una duracién relativamente corta, pues
la mayoria de los pacientes presentan una progresion de su enfer-
medad en el primer afio postratamiento. Por este motivo, estdn
desarrollandose nuevas estrategias con el objetivo de aumentar la
eficacia clinica: administracion del CAR-BCMA conjuntamente
con inhibidores de gamma-secretasa para aumentar la expresién
del BCMA en las células tumorales, o el uso de un CAR-BCA
en el que el anticuerpo esté dirigido hacia 2 epitopes distintos en
la molécula BCMA. En cualquier caso, todas estas estrategias,
aunque novedosas y muy interesantes desde el punto de vista bio-
l6gico, deben de validarse en ensayos clinicos adecuados. Asi,
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un estudio preliminar en 17 pacientes tratados con un CAR-BC-
MA con doble especificidad antigénica mostré una elevada tasa
de respuestas (88% RG y 74% RC), si bien solo un 20% de los
pacientes estaba libre de progresion a los 2 afos (5).

Si bien BCMA es la diana mds utilizada actualmente en la
inmunoterapia CART del MM, existen otras para las cuales em-
piezan a desarrollarse nuevos CAR.

CS1/SLAMF7 es una molécula expresada en c€lulas del sis-
tema inmune (NK, T, B células dendriticas) con funciones activa-
doras o supresoras, segun la célula donde se exprese. Es también
el ligando del anticuerpo elotuzumab, lo que ha facilitado el di-
sefio de CAR dirigidos hacia CS1/SLAMF7 (6). Esta molécula
presenta una alta expresion en practicamente el 100% de los MM.

Estudios preclinicos han demostrado que células T-CAR an-
ti-CS1/SLAMFT7 tienen citotoxicidad in vitro e in vivo en mode-
los de mieloma (7), por lo que podria ser una interesante opcién
para terapia CART del mieloma.

CD138 (sindecdn-1) se expresa en células plasmadticas (be-
nigna y en mieloma), por lo que es una diana interesante para
terapia CAR en MM. Sin embargo, su desarrollo clinico ha sido
restringido a un pequefio ensayo en China, con 5 pacientes. La
escasa actividad clinica (ninguna respuesta) y el hecho de que
CD138 se expresa en multiples tipos de células epiteliales hacen
que esta diana haya perdido actualmente interés para el desarrollo
clinico de terapia CAR.

Otros CAR disefiados frente a CD19 y la cadena ligera k de la
inmunoglobulina se han utilizado en estudios piloto, en pacientes
con MM, si bien con escasa actividad terapéutica.

Recientemente se ha descrito el desarrollo de CAR frente a
dos moléculas novedosas que ha suscitado gran interés:

GPRDS5C es una molécula receptor acoplado a proteina G con
expresion en MM similar a la de BCMA. Estudios preclinicos
recientes han demostrado que un CAR anti-GPRDSC tiene activi-
dad frente a MM en modelos in vivo, comparable a la de un CAR
BCMA (8), por lo que un CARGPRDS5C podria ensayarse en pa-
cientes con MM en recidiva tras inmunoterapia con CAR BCMA
0 cuyos tumores posean una baja expresion de BCMA. Por otra
parte, la expresion de GPRDSC es independiente de BCMA en
MM, lo que sugiere que el disefio de un CAR biespecifico diri-
gido simultdneamente a ambos antigenos podria tener relevancia
clinica. Es de esperar proximamente el inicio de ensayos clinicos
con un CAR GPRDS5C en pacientes con MM.

Por ultimo, CD44 es una glicoproteina expresada en nume-
rosos tejidos, tumores incluidos. Una caracteristica que la hace
atractiva para la inmunoterapia es su alta heterogeneidad, debida a
modificaciones postranscripcionales, incluyendo patrones de gli-
cosilacion, las cuales puede tener un comportamiento diferencial

en tumores. Asi, la isoforma variante 6 de CD44 (CD44v6) se ex-
presa preferentemente en monocitos y queratinocitos, y en un alto
porcentaje (80%) de MM. Recientemente se ha demostrado que
un CAR de segunda generacién (CD28) dirigido frente a CD44v6
tiene efectividad antitumoral en modelos de mieloma (9). Esto
ha llevado al desarrollo de un ensayo clinico de un CARCD44v6
en pacientes con MM refractarios (EureCART), que se iniciard
proximamente en varios paises europeos, entre ellos Espaiia.

En resumen, BCMA representa actualmente la principal diana
para terapia CART, con el que se obtiene una alta tasa de respues-
tas en pacientes con MM en recidiva tras multiples lineas de trata-
miento. Sin embargo, la mayoria de pacientes no tiene respuestas
duraderas, y la progresion ocurre muy frecuentemente. Es nece-
sario, por tanto, explorar nuevas estrategias, como utilizar CAR
dirigidos haca nuevas dianas, el desarrollo de CAR biespecificos
dirigidos simultdneamente frente a dos antigenos expresados en
MM o la combinacién de CAR con agentes inmunomoduladores
que incrementen su actividad citotéxica, como lenalidomida.
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Introduccion

Las implicaciones éticas y juridicas de la terapia génica coin-
ciden en parte con las que presentan otras terapias innovadoras
o, en general, novedosas, pero, ademds, la terapia génica supone
la modificacién del ADN a través de diferentes tecnologias y en
distintos niveles, lo que justifica una reflexién mds particular.

Como ocurre con la experimentacion de cualquier nueva tera-
pia, es imprescindible evaluar los riesgos que representan para los
sujetos, que pueden ser conocidos o no —lo que es mds problema-
tico—, para su traslacidn a la practica clinica; por otra parte, deben
analizarse otras cuestiones, como la relacion coste/beneficio en
su ofrecimiento.

En cuanto a la primera de las cuestiones —la evaluacién de
los riesgos para los sujetos de los ensayos o los pacientes—, la
autorizacion de la terapia génica es objeto de unos procedimien-
tos particulares como consecuencia de su elevada complejidad
(1), segtin se verd, y mds alld de estas cautelas se adoptan otras,
ya que sus efectos pueden incidir en terceros. Este factor re-
lativo a la seguridad de la técnica es, para algunos, el tnico
determinante para admitirla o no (2). En relacion al andlisis de
otros factores, se tiene en cuenta no solo el componente econd-
mico mds inmediato o evidente, sino también las consecuencias
mds generales y a mds largo plazo que su implantacién puede
acarrear.

La terapia génica estd regulada en el marco de la UE como
medicamento de terapia avanzada: “a. incluye un principio activo
que contiene un dcido nucleico recombinante, o estd constituido
por él, utilizado en seres humanos, o administrado a los mismos,
con objeto de regular, reparar, sustituir, afiadir o eliminar una
secuencia génica; b. su efecto terapéutico, profildctico o diag-
néstico depende directamente de la secuencia del dcido nucleico
recombinante que contenga, o del producto de la expresion ge-
nética de dicha secuencia”. Reglamento (CE) n.° 1394/2007 del
Parlamento Europeo y del Consejo de 13 de noviembre de 2007
sobre medicamentos de terapia avanzada (capitulo 1, articulo 2) y
Directiva 2001/83/CE del Parlamento Europeo y del Consejo de
6 de noviembre de 2001 por la que se establece un cédigo comu-
nitario sobre medicamentos para uso humano (anexo I, parte IV,
segun su dltima modificacién).

El uso experimental de estos medicamentos presenta algunas
particularidades tanto en la posibilidad de solicitar autorizacién
para su fabricacion no industrial (Real Decreto 477/2014, de 13 de
junio, por el que se regula la autorizacién de medicamentos
de terapia avanzada de fabricacién no industrial) como en la eva-
luacién y autorizacién de los ensayos clinicos, que prevé la in-
tervencion del Comité de Terapias Avanzadas y procedimientos
centralizados en el nivel europeo. En la pagina web de la Agencia

Espaiiola de Medicamentos y Productos Sanitarios estd dispo-
nible toda la informacion relativa a esta cuestion, incluyendo lo
previsto en el Real Decreto Legislativo 1/2015, de 24 de julio, por
el que se aprueba el texto refundido de la Ley de garantias y uso
racional de los medicamentos y productos sanitarios y en el Real
Decreto 1090/2015, de 4 de diciembre, por el que se regulan los
ensayos clinicos con medicamentos, los Comités de Etica de la
Investigacién con Medicamentos y el Registro Espafiol de Estu-
dios Clinicos.

La terapia génica a través de otros procedimientos no inclui-
dos en la anterior definicién estard sujeta a lo previsto en el Titulo
II de Ley 14/2007 de Investigacién Biomédica que establece las
reglas generales para las investigaciones que implican procedi-
mientos invasivos en seres humanos. El procedimiento invasivo
estd definido como “toda intervencién realizada con fines de in-
vestigacion que implique un riesgo fisico o psiquico para el sujeto
afectado”.

Cuando los efectos de la terapia se limitan a un cambio en las
instrucciones de funcionamiento de los mecanismos biolégicos
del paciente, la evaluacion de los riesgos se focaliza en él. Si el
cambio se produce en otro nivel y afecta a la linea genética germi-
nal, la situacidn es cualitativamente diferente y las implicaciones
son radicalmente distintas en el plano ético y juridico. El procedi-
miento en este caso puede tener consecuencias irreversibles mas
alld de un individuo.

Junto con las implicaciones y dificultades de la evaluacion
de riesgos, otra de las cuestiones que se ha discutido con profu-
sion, en relacion con la alteracion del ADN en linea germinal,
es la relativa al objetivo de la modificacion, que marca también
diferencias para su aceptacion: el propdsito “terapéutico” es mas
aceptado que el propésito “de mejora” (enhancement, que algu-
nos, como Savulescu, también defienden) (3).

Recientemente, el Comité de Bioética de Espafia ha publica-
do un “Declaracion sobre la edicion genémica a propdsito de la
modificacién genética embrionaria”, llevada a cabo por el inves-
tigador He Jiankui empleando la técnica del CRISPR/Cas9 con
el objetivo de conseguir la inmunidad al virus del VIH mediante
la edicién del gen CCR)5 en los siguientes términos: “El estado
actual de tales técnicas, mds alld de las dudas éticas que plantean,
no ha superado el nivel de seguridad necesario para su uso clinico
en humanos, por la posibilidad, entre otras, de alterar secuencias
similares en el genoma fuera de los objetivos marcados. Si bien el
empleo de dichas técnicas en el &mbito estrictamente curativo no
estd exento de problemas éticos, su uso con fines directos o indi-
rectos de mejoramiento (la mera biologia o ingenieria perfectiva),
como ha ocurrido en el caso de las dos nifias nacidas en China, es
absolutamente rechazable e inadmisible” (4).

64



Ponencias

Intereses y derechos afectados

La identificacion de los intereses y de los derechos implica-
dos en la manipulacién genética ha sido un asunto al que se ha
prestado mucha atencioén desde el plano filoséfico y juridico. La
discusion sobre la presencia de unos u otros, su entidad, limites
o preeminencia ha conducido a tomar posturas sobre la aceptabi-
lidad de estas técnicas y sobre la extension de su licitud o de su
prohibicién.

En Espaiia, en el plano juridico, la discusion se ha desarrolla-
do sobre todo a la hora de analizar el bien juridico protegido en
el delito de manipulacién genética, que recogié el Cédigo Penal
de 1995, como se verd (5). En el plano filos6fico se han publicado
recientemente dos completas revisiones de las diferentes corrien-
tes y posturas, a la vista de las posibilidades que ofrecen las mas
novedosas técnicas de edicion genética (del Nuffield Council of
Bioethics [6] y del Comité de Etica de Alemania [7]).

Segun diferentes autores, los intereses y derechos que podrian
verse afectados por la aplicacion de estas técnicas son, de forma
resumida y esquematica, los siguientes:

Intereses y derechos reproductivos:

- Libertad reproductiva, que supone que las personas pue-
den decidir sobre las caracteristicas de su descendencia.

- Proteccion de la salud reproductiva, que supone que las
personas tienen derecho a una atencién médica con el
objetivo de evitar enfermedades en su descendencia.

Intereses de la descendencia y/o de las generaciones futuras:

- Intimidad de los sujetos con ADN manipulado, cuya in-
formacién genética se conocera.

- Libertad del sujeto con ADN manipulado, que estd de-
terminado genéticamente por el cardcter seleccionado
intencionadamente.

- Salud/bienestar del futuro individuo y/o grupos de indi-
viduos, lo que potencialmente supone la afectacién a la
salud/bienestar de la especie humana (en un doble sen-
tido: posible perjuicio por los efectos nocivos de la ma-
nipulacién o posible beneficio por los efectos positivos).

- Integridad genética del futuro individuo y/o grupos de
individuos, lo que potencialmente supone la afectacion a
la integridad genética de la especie humana.

- Diversidad genética, que podria verse limitada.

- No discriminacidén para quienes no se hayan sometido a
una manipulacién genética.

- No discriminacién para quienes no dispongan de medios
para acceder a terapias innovadoras.

En general, como base fundamental para tomar decisiones en
relacién a las nuevas tecnologias y a su aplicacién en la salud
humana, es imprescindible el respeto al principio de precaucion
(8), recogido en la Ley 14/2007 de Investigacion Biomédica (arti-
culo 2 f). “Puede invocarse el principio de precaucién cuando un
fenémeno, un producto o un proceso puede tener efectos poten-
cialmente peligrosos identificados por una evaluacidn cientifica y
objetiva, si dicha evaluacién no permite determinar el riesgo con
suficiente certeza”. En virtud de este principio, “las autoridades

encargadas de la gestién del riesgo pueden decidir actuar o de no
actuar en funcién del nivel de riesgo. Si el riesgo es elevado, se
pueden adoptar varias categorias de medidas. Se puede tratar de
actos juridicos proporcionados, de la financiacién de programas
de investigacion, de medidas de informacién al piblico, etc.” (9).

La normativa internacional

En los afios noventa del siglo pasado comienza a plasmarse
en normas de distinta naturaleza la preocupacion sobre las impli-
caciones de la terapia génica. Destaca, como uno de los primeros
documentos que abordan este tema, la Declaracion Universal de
la Unesco sobre el Genoma Humano y los Derechos Humanos
del afio 1997, cuyo articulo 24 prevé: “El Comité Internacional
de Bioética de la Unesco [...] presentard, de conformidad con los
procedimientos reglamentarios de la Unesco, recomendaciones a
la Conferencia General y prestard asesoramiento en lo referente
al seguimiento de la presente Declaracién, en particular por lo
que se refiere a la identificacion de practicas que pueden ir en
contra de la dignidad humana, como las intervenciones en linea
germinal”.

Ese mismo afio, en el marco del Consejo de Europa, se adoptd
el “Convenio para la proteccion de los derechos humanos y la dig-
nidad del ser humano con respecto a las aplicaciones de la biolo-
gia y la medicina” (convenio relativo a los derechos humanos y la
biomedicina), que entré en vigor en Espafia el 1 de enero del afio
2000. Su articulo 13 establece que “lGnicamente podrd efectuarse
una intervencion que tenga por objeto modificar el genoma hu-
mano por razones preventivas, diagndsticas o terapéuticas y solo
cuando no tenga por finalidad la introduccién de una modifica-
cién en el genoma de la descendencia”.

El informe explicativo al convenio justifica esta prohibicién
como respuesta a “los temores” que suscita la intervencién en el
genoma en relacion a los peligros que puede suponer no solo para
el individuo, sino para la especia humana. El mayor “miedo”,
sefiala el informe, “es la modificacién intencionada del genoma
para producir individuos o grupos con ciertas caracteristicas o
cualidades seleccionadas” (10). Se alude asf a los dos argumen-
tos mds recurrentes en el debate: el peligro para los sujetos y la
seleccion de caracteres (este segundo menos evidente en cuanto
a su valoracion).

Por otra parte, el informe advierte que no quedan prohibidas
las intervenciones somdticas que puedan tener efectos secunda-
rios no deseados en linea germinal, como, por ejemplo, un trata-
miento de cdncer por quimioterapia que pueda afectar al sistema
reproductor del paciente. La prohibicién de la manipulacién en
linea germinal se limita, entonces, a procedimientos que la provo-
quen directamente, sin perjuicio de que sus efectos deban valorar-
se en el andlisis de riesgos que se lleva a cabo con cardcter general
en cualquier procedimiento experimental o clinico.

Desde entonces se han sucedido numerosos pronunciamien-
tos de distintas instituciones en relacion a esta materia (comités
de ética, asociaciones profesionales, etc.), que, en su gran ma-
yoria, han seguido este mismo criterio. Menos homogénea se ha
mostrado la doctrina cientifica, que ha mantenido diferentes argu-
mentos y posturas en la discusion.
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En paralelo, y como consecuencia de esta postura, la patente
de procedimientos de modificacién de la identidad genética ger-
minal del ser humano quedé prohibida en la UE en el afio 1998
(Directiva 98/44/CE, relativa a la proteccion juridica de las inven-
ciones biotecnoldgicas). Posteriormente, el Reglamento 536/2014
sobre ensayos clinicos de medicamentos de uso humano estableci6
que “no podrdn realizarse ensayos de terapia génica que produz-
can modificaciones en la identidad genética germinal del sujeto”.

Sin embargo, parece que recientemente estd abriéndose la
puerta a un debate sobre nuevos enfoques también en el plano
institucional, aunque de manera muy incipiente.

La Recomendacién 2115 del afio 2017 de la Asamblea Parla-
mentaria del Consejo de Europa sobre el uso de nuevas tecnolo-
gias en el ser humano (Recommendation 2115 (2017) concerning
the use of new genetic technologies in human beings) sefiala lo
siguiente en relacion a la prohibicién del articulo 13 del Conve-
nio de Derechos Humanos y Biomedicina: “The convention does,
however, also establish a specific procedure for its amendment
(Article 32), which should be read in conjunction with Article 28,
which imposes on States parties to ensure that the fundamental
questions raised by the developments of biology and medicine are
the subject of appropriate public discussion in the light, in parti-
cular, of relevant medical, social, economic, ethical and legal im-
plications, and that their possible application is made the subject
of appropriate consultation”.

En este mismo sentido, el Grupo Europeo sobre Etica, Cien-
cia y Nuevas Tecnologias (European Group on Ethics in Scien-
ce and New Technologies) ha publicado el Statement on Gene
Editing, en el que se reconoce la existencia de diferentes postu-
ras y la necesidad de promover el debate: “As is the case in the
scientific community at large, diverse views are represented in the
group. We call for a broad public debate on these issues and are
convinced that the EGE will make a useful contribution to these
deliberations” (11).

Normativa en Espaiia (regulacion nacional)

Espaiia es uno de los 40 paises que, en su legislacion nacio-
nal, ha regulado la manipulacién genética. En la mayoria de es-
tos paises se ha seguido un criterio restrictivo dependiendo, con
frecuencia, de que el propdsito sea la terapia o “la mejora” (12).

La primera vez que en nuestro ordenamiento juridico se plan-
ted la prohibicién fue en la Ley 35/1988 sobre técnicas de re-
produccién asistida (el articulo 15 permitia la investigacién en
preembriones in vitro viables si, entre otras condiciones, no se
modificaba el patrimonio genético no patoldgico. Este criterio se
mantiene en el articulo 13 de la actual Ley 14/2006 sobre técnicas
de reproduccién humana asistida).

Por otra parte, el Cédigo Penal del afio 1995 introdujo el deli-
to de manipulacién genética en los siguientes términos:

1. Serdn castigados con la pena de prisién de dos a seis afios
e inhabilitacion especial para empleo o cargo publico, pro-
fesion u oficio de siete a diez afios los que, con finalidad
distinta a la eliminacién o disminucién de taras o enferme-
dades graves, manipulen genes humanos de manera que se
altere el genotipo.

2. Si la alteracién del genotipo fuere realizada por impruden-
cia grave, la pena serd de multa de seis a quince meses e
inhabilitacion especial para empleo o cargo publico, profe-
sién u oficio de uno a tres afios (articulo 159).

Como acaba de verse, este articulo castiga como delito la ma-
nipulacién genética no terapéutica, sea somdtica o germinal. No
obstante, la manipulacién genética germinal, aunque se lleve a
cabo con un propdsito terapéutico, es una conducta prohibida en
nuestro ordenamiento por el Convenio de Biomedicina y por la
Ley 14/2007, de Investigacién Biomédica, que la recoge como
infraccién muy grave: “La realizacion de cualquier intervencion
dirigida a la introduccién de una modificacién en el genoma de la
descendencia” (articulo 74.2 C.a).

Conclusiones

La discusion sobre los intereses y derechos implicados en la
manipulacion genética se ha abordado desde un plano filoséfico y
juridico, y se enfrenta a cuestiones conceptuales muy complejas,
como la nocién de salud o naturaleza de la especie humana.

Mis alld de la discusion doctrinal, las posturas institucionales
son practicamente undnimes en relacion a la prohibicién de la
manipulacion genética no terapéutica.

Recientemente se ha planteado abrir un debate sobre la per-
misibilidad de la manipulacién genética, incluso en linea germi-
nal, si el objetivo es terapéutico, si bien no deberfa perderse de
vista la relevancia que en este campo tiene la aplicacién del prin-
cipio de precaucion.

Este trabajo se ha realizado en el marco del proyecto
PMP15/00007 Functional and Clinical Impact of Genomic
Analysis in CLL, integrado en el Plan Estatal de I+D+1 y cofi-
nanciado por el ISCIII-Subdireccion General de Evaluacion y el
Fondo Europeo de Desarrollo Regional (FEDER-"Una manera
de Hacer Europa”)
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Plaquetas y metabolismo, tan lejos tan cerca

CoorbinaDORES:  Dr. Antonio Moscard6 Martinez. Hospital Universitari i Politécnic La Fe. Valencia
Dr. Juan Antonio Rosado Dionisio. Universidad de Extremadura. Caceres

Entre los diversos factores de riesgo que influyen en la aparicion y en el desarrollo de patologias cardiovasculares,
es evidente que los trastornos metabdlicos, como la diabetes, la obesidad o la hiperlipidemia, juegan un papel crucial.
Por otra parte, y en el marco de una poblacién cada vez mds envejecida, la edad, como factor de riesgo en la enfermedad
cardiovascular, cobra cada vez una mayor importancia. Sin embargo, nuestro conocimiento sobre los mecanismos
responsables del incremento del riesgo cardiovascular debido a estos factores esta lejos de ser completo. Adicionalmente,
y para complicar atin mas el escenario, los tratamientos antiagregantes mas frecuentemente empleados en los pacientes con
eventos isquémicos ven comprometida su eficacia al emplearse en pacientes diabéticos, obesos o envejecidos. Por tanto, los
objetivos de esta mesa van a ser, por una parte, conocer los dltimos y excitantes avances que relacionan desorden metabdlico
y envejecimiento con enfermedad cardiovascular y, por otra, entender como las patologias metabdlicas y el envejecimiento
condicionan el empleo de los tratamientos antiagregantes.

Aunque es bien conocido el papel central que juegan las plaquetas en la hemostasia y la trombosis (ademas de en
muchos otros aspectos de la fisiopatologia) y que su funcién se encuentra alterada en diversos trastornos metabdlicos y
varia con la edad, es sorprendentemente poco lo que sabemos sobre el metabolismo energético de las plaquetas. En este
sentido, el Dr. Abel nos presenta en su ponencia nuevos avances en la relacion entre el metabolismo de la glucosa y la
funcién plaquetaria, centrados en varios aspectos: 1) los trasportadores empleados por la glucosa para entrar en la plaqueta,
haciendo especial énfasis en el trasportador GLUT3: 2) como la glucosa emplea la plaqueta para sus diversas funciones;
3) la relacion entre el metabolismo de la glucosa y la vida media de las plaquetas, y 4) algunas respuestas bioquimicas a la
hiperfuncién plaquetaria presente en la diabetes mellitus.

El envejecimiento progresivo de nuestra poblacion lleva asociado una serie de problemas de salud que, evidentemente,
también incluyen complicaciones cardiovasculares. La Dra. Vilahur nos presenta en su ponencia nuevos avances en el campo
de la senescencia celular (acumulacién de células con una reducida capacidad de division y, por tanto, de regeneracion) y
su contribucién a la patologia cardiovascular. Veremos cémo este efecto tiene lugar a diversos niveles: 1) el envejecimiento
vascular, que va a relacionarse con la aterosclerosis a través de mecanismos, que incluyen la oxidacién o la inflamacién, y su
responsabilidad en el desarrollo de un perfil metabdlico adverso debido a la mala irrigacién de distintos érganos y tejidos; 2)
el desarrollo de insuficiencia cardiaca debido a la falta de recambio de cardiomiocitos; 3) la senescencia de células inmunes,
y 4) las alteraciones en los niveles plasmdticos de proteinas implicadas en la coagulacién o la fibrinolisis.

Un tema controvertido en los dltimos afios ha sido la variabilidad en la eficacia, en distintos grupos de pacientes, de los
diversos tratamientos antiplaquetarios (aspirina y bloqueantes del receptor P2Y 12 del ADP). El Dr. Ferreiro, en su ponencia,
nos mostrard evidencias de como la diabetes, la obesidad o la edad avanzada pueden condicionar el efecto protector de los
farmacos antiplaquetarios y algunos de los posibles mecanismos que pueden explicar esta variabilidad. Igualmente veremos
distintas aproximaciones para evitar este problema que incluyen desde el incremento de la dosis pasando por el empleo de
farmacos mds potentes o incluso variando la forma de administracién a dos veces al dia. Sin embargo, no podemos olvidar
que, en todos los casos, debe haber un equilibrio entre una mayor inhibicion de la funcién plaquetaria y la posibilidad
asociada de incrementar el riesgo hemorragico.
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Glucose metabolism and platelet activation

Fidler T.P, Abel E.D.
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Abstract

Upon activation, platelets increase glucose uptake, glucose
oxidation, glycogen utilization, and lactate release. Although
this increase in metabolism has been well characterized, the
mechanisms regulating glucose metabolism in platelets are
not well understood. Recent analyses of mice lacking glucose
transporters 1 & 3 have directly linked glucose metabolism to
platelet function in vitro and in vivo. These studies have also
demonstrated a multifaceted requirement of glucose metabolism
for platelet activation, and suggest that alterations in the
metabolic milieu can lead to changes in platelet function. These
data are particularly of interest because patients with diabetes
have increased platelet activation and thrombosis. Together these
new insights underscore the need to better understand how the
extracellular milieu can regulate glucose metabolism, and how
this may lead to dysfunctional platelets in disease states like
diabetes.

Introduction

In platelets, metabolism-derived cycling of ATP is highly
dynamic, occurring at a rate similar to neutrophils and
leukocytes and 150-times higher than that in erythrocytes (1).
In addition, platelet activation and clot formation lead to rapid
energy production and utilization, as demonstrated by increased
glucose uptake, glucose oxidation, glycogen utilization, lactate
acid production and mitochondrial respiration (2). Although a
correlation between glucose metabolism and platelet function
has been long recognized, few studies have investigated the
mechanisms by which glucose metabolism contributes to
platelet function (Fig. 1). Recent studies of mice lacking
glucose transporters specifically in platelets have demonstrated
that glucose metabolism can regulate calcium signaling,
degranulation, activation of the glycoprotein IIbllla (GPIIbllla)
complex, exposure of phosphatidylserine (PS) to the outer leaflet
of the plasma membrane, platelet circulating half-life, and in
vivo thrombosis (2,3). These studies establish that decreased
glucose metabolism impairs platelet function through multiple
mechanisms, and raise questions that are integral to understanding
platelet biology.

Platelet metabolism can be regulated by the extracellular
milieu; importantly insulin does not elicit metabolic activation
in platelets. In vivo and in vitro hyperglycemia increases
platelet glucose metabolism, activation, and thrombosis (4,5).
In vitro studies of platelets using inhibitors of glucose uptake

and metabolism have demonstrated that glucose utilization is
essential for platelet activation (2,6). In the absence of glucose
transport, platelets display marked metabolic plasticity, resulting
in increased utilization of alternative mitochondrial substrates
(2). This plasticity may be of particular importance in disease
states such as type 1 diabetes mellitus (T1IDM) and type 2
diabetes mellitus (T2DM) given the increased availability of
other substrates such as fatty acids or ketones. Diabetic patients
exhibit increased platelet activation and thrombosis (5,7), but
the consequence of alternate substrate utilization in diabetes is
incompletely understood.

Glucose transporters in platelets

Glucose transporter 1 (GLUT1) and glucose transporter
3 (GLUTS3) are the only class 1 glucose transporters present in
platelets (2,8). Studies of mice lacking GLUT1 and GLUT3
specifically in platelets demonstrate that these transporters
maintain redundant functions while also exhibiting unique
functions based on their localization (2,3). These studies also
demonstrated that GLUT1 and GLUT3 are the sole glucose-
transporting proteins in platelets.

GLUT! mediated glucose uptake may account for ~80%
of basal glucose uptake (2). In platelets lacking GLUT3, basal
glucose uptake decreased by 20%. Surprisingly, GLUTI-
deficient platelets display no alteration in glucose uptake,
presumably due to a post-translational compensatory increase in
GLUT3 activity. The specific contribution of GLUT1-mediated
metabolism to platelet function is unknown. Deletion of GLUT1
specifically from platelets does not alter the circulating platelets
concentrations. Future studies will be required to determine the
contribution of GLUT1-mediated glucose metabolism to platelet
function.

GLUT3 mRNA is highly expressed in humans and murine
platelets and ranks in the top 94th percentile of all transcripts
in human platelets (9,10). GLUT3 function is regulated by its
subcellular localization (3). Immunogold labeling of GLUT3 in
resting platelets indicates that 85% of GLUT3 is expressed in
a—granule membranes and roughly 15% is expressed in the plasma
membrane. Under basal conditions, GLUT3 was responsible for
at least 20% of glucose uptake into platelets. However, upon
stimulation, platelets degranulate and the o—granule membranes
fuse with the plasma membrane, leading to GLUT3 incorporation
into the plasma membrane (8). This incorporation of GLUT3 into
the plasma membrane leads to a 2-fold increase in glucose
uptake (3). In addition, GLUT3 can facilitate glucose uptake
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Figura 1. Schematic representation of multiple mechanisms by which glucose metabolism regulates platelet activation and survival.

into a—granules for intragranular glycolysis (3). Thus, GLUT3
function is regulated in part by its subcellular localization.
Studies of mice with a platelet-specific knockout of GLUT3
revealed that loss of GLUT3 leads to decreased platelet function in
vitro and in vivo. Deletion of GLUT3 impairs a—granule release.
This finding was surprising because the majority of GLUT3
is localized on o—granule membranes, and it was believed the
primary function of GLUT3 was import of glucose into the platelet
following translocation to the plasma membrane. Coupled to the
recent discoveries that platelets release their o—granules in a
biphasic manner we demonstrated that glycogenolysis is initially
responsible for release of a—granules, however as the first phase
of a-granules translocate to the plasma membrane, GLUT3
increases glucose import, resulting in increased glycolysis
which generates the energy required for degranulation of the
remaining o—granules (3). Our studies also raise the possibility
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that intragranular glycolysis may generate the ATP required
for o-granule degranulation. This compartmentalization of
glycolysis raises the intriguing possibility that platelets require
ATP in the lumen of a—granules to fuel ATP-dependent proteins
that are required for degranulation. For example, it is possible that
ATP derived from glycolysis is utilized by N-ethylmaleimide-
sensitive factor (NSF), an ATPase essential for a—granule release.
In addition to NSF, multiple ATP-dependent proteins have been
identified through o—granule proteomic analyses (11).

Glucose metabolic pathways in platelets

Once glucose enters the platelet, it can be utilized for multiple
functions. Platelets contain all of the enzymes required for
metabolizing glucose through glycolysis, the pentose phosphate
pathway, the polyol pathway, and the hexose biosynthetic pathway.
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Under normal conditions platelets rely on glucose metabolism,
predominantly glycolysis to maintain a highly dynamic cycling
of ATP (12-14), which might be important for priming platelets
for rapid activation. We recently showed that calcium signaling
was disrupted in platelets lacking glucose uptake, defining
an important role for glucose metabolism in calcium cycling,
possibly by supplying ATP to sarco/endoplasmic reticulum Ca2+-
ATPase (SERCA) and/or the plasma membrane Ca2+-ATPase
(PMCA) (2). In mice with genetic deletion of GLUT1 and
GLUT3 in platelets, energy metabolism is exclusively dependent
on mitochondrial metabolism of other substrates, demonstrating
metabolic flexibility (2). Despite this, platelets that lack GLUT1
and GLUTS3 still exhibit reduced activation in vivo and in vitro.

Platelets contain large quantities of glycogen, which are
easily visible by transmission electron microscopy at a density
similar to skeletal muscle (3). Indeed, in the presence of
glucose deprivation and mitochondrial inhibition with cyanide,
glycogen stores can maintain platelet ATP levels for up to 40
minutes (15). It is not clear whether platelet glycogen stores are
generated de novo once in the circulation or if megakaryocytes
package glycogen into nascent platelets prior to platelet budding.
Megakaryocytes contain large concentrations of glycogen that
fluctuate throughout development, with the largest concentration
present just prior to pro-platelet formation. Following platelet
formation, megakaryocyte glycogen is absent however, it is
unclear whether megakaryocytes consume the glycogen stores for
energy to generate platelets or if the glycogen is packaged into
the nascent platelets. Murine platelets lacking GLUT3 display
markedly reduced glycogen; however, megakaryocytes from
these mice appear to have normal glycogen content (3). This
finding indicates that impaired glucose uptake in the circulating
platelet may either increase glycogen utilization, or decreased
glycogen synthesis.

In addition to metabolism, glucose will fuel other metabolic
pathways such as the hexosamine biosynthetic and the polyol path-
ways, although the physiological significance of these pathways
are incompletely understood. Metabolomics analysis of
GLUT3-deficient platelets under basal conditions revealed a
marked reduction in the polyol pathway intermediates sorbitol
and fructose. Although under basal conditions GLUT3-KO
platelets have ~20% reduced glucose uptake, this decrease in
polyol pathway intermediates in GLUT3 platelets was not
accompanied by large changes in other glycolytic pathways.
Thus, GLUT3 may selectively facilitate polyol pathway flux;
however, the mechanism by which this relationship is facilitated
is unknown.

Glucose metabolism and platelet activation

Thrombin-stimulated platelets increase lactate release and
glucose oxidation by 2-fold (3). Following activation, there is a
rapid increase in glucose metabolism that is thought to fuel the
estimated 3-fold increase in ATP utilization, occurring within
the first 60 seconds of activation (1). Upon activation, platelets
increase actin polymerization, leading to dramatic cytoskeletal
rearrangement, protein synthesis, granule release, and integrin

n

complex activation, all of which require substantial amounts of
energy.

Platelets incubated in the absence of glucose or presence of
2-Deoxyglucose have greater than 50% decrease in aggregation
(16) and addition of the mitochondrial respiration inhibitor
antimycin completely prevents thrombin mediated activation
(17); however, antimycin A alone does not affect platelet
aggregation. This phenomenon underscores the metabolic
flexibility of platelets to utilize diverse substrates and metabolic
pathways to produce ATP. Mice lacking both GLUT1 and GLUT3
in platelets (DKO) have complete absence of glucose metabolism
platelets, but increase their utilization of alternative substrates
like pyruvate and glutamate to maintain the bioenergetic state (2).
However certain pathways that lead to platelet activation appear
to specifically require glucose.

DKO platelets fail to increase cytoplasmic calcium flux and
demonstrate impaired store-operated calcium entry (SOCE)
following stimulation in vitro. Agonist-mediated signal
transduction converges on increasing calcium concentrations in
the cytoplasm through the release of stored calcium and influx
of calcium from the extracellular environment. It is unclear how
decreased glucose metabolism leads to decreased SOCE. Ca2+
flux is impaired in DKO platelets that lack glucose metabolism,
and even when Ca2+ flux is rescued, using a Ca2+ ionophore,
a-granule release, and GPIIblIla activation remains impaired.
This impaired activation may be caused by decreased ATP
generation, which is required for cytoskeletal remodeling and
anchoring of the GPIIblIla complex to the cytoskeleton. In order
for GPIIbllla to move to its activated conformation, Arp2/3 is
required to polymerize actin in an ATP-dependent manner. It is
also possible that the decrease in GPIIblIla complex activation
is due to the loss of DAG-mediated PKC activation, which can
result in complex activation as well. Following administrating
of thrombin plus convulxin to induce phosphatidylserine (PS)
exposure to the outer leaflet of the plasma membrane, DKO
platelets demonstrated impaired PS exposure. However, when
Ca2+ flux was restored, PS exposure was restored, indicating
PS exposure does not require glucose metabolism downstream
of Ca2+ flux. Together these data demonstrate that glucose
metabolism is essential for multiple activation-dependent
functions of platelets.

Glucose metabolism for platelet functions following
activation

In addition to platelet activation, it is possible that glucose
uptake may contribute to post-activation platelet physiology.
Platelets are known to facilitate clot retraction (3,18) and
microparticle formation. Clot retraction is a platelet-dependent
mechanism, which occurs following activation. In vitro studies
indicate that in the absence of glucose, clot retraction does not
occur (18). GLUT3-KO platelets also exhibited decreased in
vitro clot retraction. It is not clear if there is an obligatory role
of glucose in clot retraction or if this effect is due to decreased
platelet bioenergetics. Following activation, mitochondrial
respiration initially increases, therefore if this were solely
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a consequence of decreased bioenergetics, it would be expected
that mitochondrial respiration could compensate. Therefore, it is
possible that glucose plays an obligatory role in clot retraction
though a non-bioenergetic pathway.

Following activation, platelets can produce microparticles
that lead to the systemic dissemination of proteins, RNA and
other signaling molecules (19). Platelet-derived microparticles
account for ~80% of microparticles in the circulation, however
a large fraction of these microparticles may be derived from
megakaryocytes (19). Platelet-derived microparticles can play
essential roles in rheumatoid arthritis disease progression as well
other immune responses (19,20). Additionally, microparticles
formation may require large amounts of energy for membrane-
cytoskeleton adhesion and membrane remodeling. This is
accentuated by the observation that in vitro stimulation of
platelets with collagen plus thrombin leads to mitochondrial
depolarization, which inhibits mitochondria-derived ATP
production, yet microparticles are subsequently formed. Because
this stimulus abolishes mitochondrial respiration, glucose
metabolism may act as the sole pathway for ATP production in
this system. Therefore, it is plausible that post-activation glucose
uptake aids in microparticle formation. However, we were
surprised to find that microparticle formation was unchanged
in GLUT3-KO platelets stimulated with agonists (3). Thus
basal glucose uptake via GLUT1 may maintain the bioenergetic
requirements of microparticle formation. Further investigation
of these mechanisms may advance the understanding of post-
activation platelet functions.

Glucose metabolism and platelet survival

DKO mice lacking GLUT1 and GLUT?3 in the megakaryocytes
and platelets displayed an ~30% reduction in -circulating
platelet counts. This decrease in platelet counts was attributed
to a reduction in platelet circulating half-life and impaired
megakaryocyte-mediated platelet production. The mechanisms
linking metabolism and platelet survival are incompletely
understood. However, it is known that platelet apoptosis
generates an “eat me” signal to phagocytic cells, which facilitates
clearance of platelets (21), additionally protein sialylation has
been demonstrated to regulate platelet clearance (22). In the
absence of glucose metabolism, platelets undergoes a necrosis
like cell death and clearance. This cell death is bioenergetically
linked because when substrates for mitochondrial metabolism are
present death is partially impaired, and addition of oligomycin, an
ATP synthase inhibitor, exacerbates this death in DKO platelets.
This cell death was demonstrated to be due to impaired SERCA
and PMCA activity, which results in increased cytoplasmic Ca2+
concentrations, resulting in calpain activation, proteolysis and PS
exposure to the outer leaflet of the plasma membrane (2). In vivo
even in the presence of mitochondrial substrates, which would be
found in the plasma, DKO platelets displayed a marked decreased
circulating half-life. The idea that metabolism can regulate life-
span is not new, however, these studies are the first ones to
demonstrate that a reduction in platelet glucose metabolism can
lead to decreased circulating half-life. Studies of human platelets,
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where platelet density was used to distinguish platelet age,
indicated that dense (young) platelets contained larger quantities
of glycogen, and had increased respiration and glycolysis rates
compared to light (old) platelets (23). These studies demonstrate
that metabolism may regulate platelet-circulating lifespan and if
relevant to disease states calpain inhibitors may be therapeutically
beneficial.

Platelet dysfunction in diabetes

Patients with TIDM and T2DM have increased thrombosis
and microvascular and macrovascular disease (24), the
pathophysiology of which is multi-faceted. Patients with TIDM
and T2DM (25,26) display increased urinary secretion of
11-dehydro-thromboxane B2, an in vivo marker of thromboxane
A2 production, which is a surrogate marker of platelet activation.
In addition, whole blood isolated from patients with TIDM
contains increased platelet-monocyte aggregates, indicative
of increased in vivo platelet activation and degranulation (26).
We recently reported in a mouse model of TIDM that diabetes
increased platelet glucose metabolism that correlated directly
with increased platelet activation. In DKO mice the diabetes
associated increase in platelet activation was completely
abrogated and an using a collagen phenylephrine model of
lethal pulmonary embolism, diabetic DKO mice exhibited a
significant increase in survival (5). Intriguingly, the defect in
platelet circulating half-life in DKO mice was ameliorated by
diabetes, likely on the basis of the availability of other metabolic
substrates such as fatty acids.

Conclusions

Many questions remain regarding the contribution of glucose
metabolism to platelet function. The extent to which diabetes
or metabolic syndrome alters glucose metabolism in human
platelets needs to be determined. Additionally, basic questions
remain as to why platelets increase glucose metabolism following
degranulation. Understanding these post-activation consequences
of metabolism may aid in our understanding of thrombus
clearance, wound healing, and other partially understood platelet
functions. In addition, the contribution of glucose metabolism
to platelet ROS formation and lipoxygenase activity could
represent interesting mechanisms by which the extracellular
milieu may regulate platelet function and thrombosis. Moreover,
understanding if o-granule glucose flux is altered in disease
states may be important for the generation of biomarkers.
Creation of GLUT1 and GLUT3-deficient platelets has allowed
these questions and others to be tested and will aid in a better
understanding of how the fundamental process of glucose
metabolism can lead to alterations in platelet function in vivo.
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Introduccion

Segtn la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), las
enfermedades cardiovasculares son responsables del 30% de las
muertes que ocurren en todo el mundo. Los factores de riesgo
para el desarrollo de ECV son la hipertensidn, el tabaquismo, la
dislipemia, la obesidad y la diabetes, pero también hay factores
de riesgo no modificables como el sexo, algunas condiciones
genéticas y el envejecimiento. De hecho, el envejecimiento es el
principal factor de riesgo no modificable asociado a la enfermedad
cardiovascular. El envejecimiento es per se un proceso fisioldgico
que, sin embargo, se asocia a varios aspectos indeseables y nos
predispone a enfermedades relacionadas con la edad, como son
cardiovasculares y el sindrome metabdlico. En las sociedades que
envejecen, la discrepancia entre la vida util total (incrementada
por los avances en los tratamientos) y la vida saludable estd
convirtiéndose en un serio problema. En los tltimos afios se ha
incrementado de manera notable la proporcién de poblacién
mayor de 65 afios de edad, de la mano de un incremento de las
enfermedades cardiovasculares, especificamente la enfermedad
coronaria (1). Prueba de ello es que la prevalencia de infarto agudo
de miocardio aumenta con la edad, y es 7 veces mayor entre los 65-
74 afios de edad (2), pero mds preocupante aun es que las Naciones
Unidas ha calculado que la proporcién de la poblaciéon mayor de 65
afios de edad en el mundo se duplicard para el afio 2050 (3).

El remodelado de la pared arterial debido a su constante
distension ciclica se considera un pilar clave para explicar el
envejecimiento cardiovascular. Esta alteracion estructural, sin
embargo, no descarta la ocurrencia en paralelo de otras alteraciones
en el aparato cardiovascular que contribuyan a su deterioro y
envejecimiento, como la senescencia. Cada vez existen mads
documentos que sostienen un papel primordial de la senescencia
celular que acompafia al envejecimiento en la patogenia y en la
progresion de la aterosclerosis o la insuficiencia cardiaca.

A continuacién nos centraremos en delinear el papel de la
senescencia en las enfermedades asociadas con el envejecimiento,
como los trastornos cardiovasculares y metabdlicos.

Papel de la senescencia celular
en el envejecimiento

El envejecimiento cronoldgico estd asociado al desarrollo de
enfermedades relacionadas con la edad, incluida la insuficiencia
cardiaca, la diabetes y la enfermedad aterosclerdtica, y diversos
estudios han demostrado que la acumulacién de células
senescentes (es decir, que han perdido su capacidad de dividirse)

se asocia con el envejecimiento y tiene un papel causal en la
patologia de estos trastornos relacionados con la edad. A pesar de
que atin no haya marcadores bioldgicos que reflejen directamente
senescencia celular, existen varios marcadores que permiten
detectarla indirectamente, entre los que cabria destacar la
actividad beta-galactosidasa asociada a la senescencia (SA-[3-gal)
y la proteina p53. Otros marcadores establecidos de senescencia
celular incluyen alta expresion de p16, p21, p38 proteina activada
por el mitégeno quinasa (p38MAPK) y YH2AX, que refleja el
dafio al ADN. La protefna p53 es un factor transcripcional con un
papel crucial en la senescencia celular al regular el ciclo celular y
la apoptosis. Ademas, varios estudios han indicado que la proteina
P53 contribuye a un amplio espectro de procesos bioldgicos, como
el metabolismo celular, la autofagia, las defensas antioxidantes y
la angiogénesis (4,5).

La senescencia celular no solo se expresa a través de un
arresto en el crecimiento de la cé€lula, sino que también, y
estrechamente vinculado a este, se manifiesta a través de cambios
funcionales que incluyen el acortamiento de los telémeros y la
senescencia prematura inducida por estrés. Los telomeros son
secuencias de nucledtidos repetitivas ubicadas en los terminales
de los cromosomas de los mamiferos que experimentan una
replicacién incompleta durante la division celular, lo que resulta
en el acortamiento de los telémeros. Debido a que los telémeros
son esenciales para la estabilidad cromosdmica y la replicaciéon
del ADN, cuando el acortamiento del telémero supera el rango
fisiolégico se desencadena la senescencia celular, principalmente
a través de las vias de sefalizacion p53 o pl6. Otro tipo de
senescencia celular llamada “prematura” es aquella que se
desencadena por estrés oxidativo o metabdlico y se asocia a un
dafio en el ADN y también estd mediada por pS3 o p16.

El envejecimiento vascular favorece el desarrollo
de aterosclerosis

Existe evidencia cientifica que refuerza que la senescencia
celular en la vasculatura, denominada ‘“‘senescencia vascular”,
estd involucrada de manera crucial en la patogénesis de los
trastornos cardiovasculares y metabdlicos. Se ha descrito que la
senescencia vascular promueve la aterosclerosis (6), la disfuncién
cardiaca sistdlica (7) y la disfuncion metabdlica sistémica
(8). Las células senescentes se acumulan en las arterias con el
envejecimiento, independientemente de si una persona tiene o
no trastornos vasculares relacionados con la edad. De hecho,
las arterias envejecidas se caracterizan por la acumulacion de
células endoteliales vasculares senescentes, células musculares
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lisas vasculares senescentes (CMVL) y células inflamatorias
senescentes. La senescencia de estas células promueve la
formacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) e induce un
estado de inflamacién estéril cronico, ya que las células senescentes
adquieren un fenotipo secretor que se caracteriza por la produccién
de citocinas proinflamatorias (interleucina-6, el factor de necrosis
tumoral alfa y la protefna-1 quimioatrayente de monocitos).
Ambos factores contribuyen a la progresion de la disfuncién
vascular relacionada con la edad y al desarrollo de aterosclerosis y
desordenes metabdlicos (9). Asi, diversos estudios han demostrado
que las células senescentes se acumulan en los vasos sanguineos
de pacientes con aterosclerosis y/o diabetes y se asocian con un
aumento de ROS, una mayor respuesta inflamatoria, expresion
de p53/p21, pl6 y SA-B-Gal, un mayor desgaste del telémero y
un nivel reducido en la disponibilidad de 6xido nitrico (ON) (10).
Curiosamente, la actividad de SA-f-gal aumenta en las arterias
coronarias de los pacientes con cardiopatia isquémica, pero no en las
arterias mamarias internas, y especialmente en las células ubicadas
en la superficie luminal (probablemente células endoteliales). En
general, el endotelio senescente se vuelve disfuncional, con el
consiguiente deterioro de la dilatacién dependiente del endotelio,
que es un marcador prondstico de futuros eventos cardiovasculares
(11). Es mas, las células endoteliales disfuncionales desarrollan
propiedades prooxidantes, vasoconstrictoras, protrombéticas y
proinflamatorias que agravan el desarrollo de una enfermedad
aterosclerdtica y predisponen a la aparicién de eventos trombdticos.

Diversos hallazgos indican que la senescencia de células
endoteliales juega un papel primordial en el mantenimiento de la
salud metabdlica sistémica (12). En este aspecto, la formacion de
redes capilares es de suma importancia para el mantenimiento
de la homeostasis celular/tisular, de modo que la disfuncién
vascular conlleva un mal funcionamiento de los érganos, con los
consiguientes trastornos metabdlicos sistémicos (13). De hecho,
cada vez hay mds evidencia que sostiene que el envejecimiento
puede desembocar en un perfil metabdlico adverso. En este
aspecto, condiciones metabdlicas como la obesidad, la diabetes
y la resistencia a la insulina se asocian con caracteristicas
prematuras de senescencia cardiovascular. Ese mds, estudios con
animales han evidenciado que tanto la diabetes (hiperglucemia)
como la obesidad inducen senescencia vascular (14). En
conjunto, estas observaciones refuerzan la existencia de una
interaccién dindmica entre el envejecimiento, las enfermedades
cardiovasculares y el metabolismo.

A nivel de las CMVL, el estrés oxidativo induce senescencia
celular, lo que acelera el desarrollo de la placa aterosclerdtica. De
hecho, los telémeros son mds cortos en las CMVL de la cubierta
fibrosa de las placas de ateroma en comparacién con las CMVL
de vasos sanos, y estas células también son positivas para la
tincion de SA-fB-gal y presentan una expresion elevada de p16 y
p21. Es mds, con el envejecimiento, las CMVL sufren cambios
funcionales, condicionados en gran parte por la desregulacion de
la via de sefalizacion del factor de crecimiento tisular (TGF)-£,
que inducen una transformacién de las CMVL de un fenotipo
“contractil” a uno “sintético”. De hecho, el engrosamiento intimal
que se desarrolla con el envejecimiento y es caracteristico de las
lesiones aterosclerdticas se debe, parcialmente, al incremento

en la produccién de coldgeno por parte de las CMVL y a la
disminucién correspondiente de la elastina (15).

El envejecimiento cardiaco predispone
a la insuficiencia cardiaca

En un corazén normal, cada dia mueren 3 millones de
cardiomiocitos por apoptosis y son reemplazados por células
madres cardiacas, que se duplican y se diferencian, lo que
permite el recambio celular; durante este proceso se presenta
progresivamente un acortamiento del telémero relacionado con
la edad. En el proceso de envejecimiento normal de un corazén
hay pérdida global de los cardiomiocitos por declinacion en
la habilidad de duplicacién de células madre, con un aumento
compensatorio en el volumen celular de los cardiomiocitos
restantes, disminucién de la capacidad contrictil cardiaca,
agrandamiento cardiaco e hiperplasia de fibroblastos y depdsito
de coldgeno en el intersticio. Esto conduce a la dilatacién de las
camaras cardiacas y, a pesar de una atrofia por la disminucién en
el nimero de las células, el corazén se torna morfolégicamente
hipertréfico. La insuficiencia cardiaca relacionada con la edad
se desarrolla en personas sin factores de riesgo establecidos
(por ejemplo, hipertension, obesidad, diabetes o enfermedades
aterosclerdticas) (16) y conlleva una disfuncién sistélica que
se clasifica como insuficiencia cardiaca con una fraccién de
eyeccion preservada (HFpEF). La HFpEF prevalece entre
los ancianos y ocurre en aproximadamente la mitad de todos los
pacientes con insuficiencia cardiaca. El mecanismo de la HFpEF
ain no se comprende completamente, aunque hay evidencia
reciente que sugiere que la senescencia de las células endoteliales
cardiacas asociadas al envejecimiento estd involucrada en su
inicio y progresién (17,18). De hecho, pacientes con insuficiencia
cardiaca terminal, cardiomiopatia hipertréfica o cardiomiopatia
dilatada expresan mayores niveles de p53 y apoptosis a nivel
cardfaco respecto a corazones sanos.

Envejecimiento en las células inmunes
y su contribucion a la enfermedad cardiovascular

Varios estudios han sugerido que la senescencia de los
leucocitos también estd involucrada en la progresién de las
lesiones aterosclerdticas. Por un lado, se ha evidenciado
que la senescencia celular promueve cambios fenotipicos
proinflamatorios en macréfagos, lo que fomenta el desarrollo de la
placa (19). Por otro lado, se ha descrito que las células espumosas
senescentes presentes en la intima se acumulan en las lesiones
aterosclerdticas y actian como los principales impulsores de la
formacién de ateromas. De hecho, la eliminacién especifica de
estas células mediante enfoques genéticos o farmacoldgicos ha
demostrado revertir la aterosclerosis en ratones (20).

Impacto del envejecimiento en la trombosis
y en la hemostasia

El envejecimiento también se asocia con cambios hemosta-
ticos y tromboticos. De hecho, niveles plasmadticos de proteinas
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de coagulacién tales como el fibrinégeno y los factores V, VII, VIII,
IX, XTIy XII se encuentran aumentados con la edad (21). Estudios
recientes en nuestro grupo han identificado proteinas que se expre-
san de manera diferencial en octogenarios sanos sin antecedentes
de ECV y que conservan el estado funcional y cognitivo respecto a
octogenarios con antecedentes de ECV y deterioro cognitivo. Entre
ellas, se ha detectado un incremento de dos protefnas antifibrinoli-
ticas (A2AP y FXIIIB) en octogenarios con antecedentes de ECV
y deterioro cognitivo, lo que se asocia como una menor actividad
fibrinolitica (22); es mds, en un estudio posterior llevado a cabo en
la misma cohorte de pacientes octogenarios hemos observado que
aquellos sujetos con antecedentes de ECV y deterioro cognitivo
muestran un incremento de diversas proteinas relacionadas con la
inflamacién y la coagulacién que, a su vez, se asocian a un mayor
riesgo de mortalidad cardiovascular a los 5 afios (20).

Cabe remarcar, ademds, que los ancianos se ven afectados
por enfermedades crénicas asociadas a la edad con alto riesgo
trombético, como la enfermedad pulmonar obstructiva, la
insuficiencia cardiaca, la diabetes o el cancer. Estas comorbilidades
contribuyen sustancialmente al riesgo de trombosis durante el
envejecimiento.

Conclusiones y perspectivas futuras

Los trastornos relacionados con el envejecimiento o la edad,
como la insuficiencia cardiaca, las enfermedades metabdlicas y la
aterosclerosis, se relacionan con una acumulacion de células, tanto
a nivel cardfaco como vascular, que experimentan senescencia
celular. Estudios experimentales han evidenciado que la supresion
de la senescencia de las células vasculares mejora las caracteristicas
fenotipicas del envejecimiento en varios modelos animales. En
este dltimo aspecto, ha ganado interés el concepto de la sendlisis,
que implica la eliminacién especifica de células senescentes o la
capacidad de revertir el fenotipo del envejecimiento. Sin embargo,
queda aun por investigar si el desarrollo de terapias dirigidas a la
supresion o eliminacidn de células senescentes serd capaz de inhibir
la progresion de aspectos indeseables del envejecimiento y, por
consiguiente, reducird el riesgo de sufrir enfermedad cardiovascular
y metabdlica o bien privard al ser humano de funciones basicas
como la reparacién y cicatrizacion.
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Introduccion

Las plaquetas juegan un papel esencial en el desarrollo de
la arteriosclerosis y en las complicaciones aterotrombdticas deri-
vadas, fundamentalmente en los eventos trombdticos agudos (1).
Por ello, el uso de farmacos antiagregantes plaquetarios es de una
importancia capital para el tratamiento y la prevencion de eventos
recurrentes isquémicos en distintos escenarios clinicos, como en
la cardiopatia isquémica, en la enfermedad arterial periférica o
en la patologia cerebrovascular. Actualmente existen 2 grupos
principales de farmacos antiagregantes orales cuyo uso se reco-
mienda en las guias de préctica clinica en pacientes con cardio-
patia isquémica: a) un inhibidor de la ciclooxigenasa (COX)-1, el
dcido acetilsalicilico (AAS); y b) antagonistas del receptor pla-
quetario P2Y12 de adenosin difosfato (ADP): ticlopidina, clopi-
dogrel, prasugrel y ticagrelor (2).

Es importante resaltar que, desde un punto de vista farmaco-
dindmico, no todos los pacientes presentan la misma respuesta a
una determinada dosis de un antiagregante oral. Esta variabilidad
de respuesta puede condicionar una asociacién entre la respues-
ta subdptima al farmaco y eventos cardiovasculares isquémicos
(ampliamente demostrado en el caso del clopidogrel), lo que
refleja la transcendencia de este fendmeno. Se han identificado
diferentes mecanismos que pueden influir en la variabilidad de
respuestas a los antiagregantes, que pueden agruparse en factores
genéticos, celulares y clinicos (3).

El objetivo del presente documento es repasar de manera so-
mera como se ve afectada la eficacia farmacoldgica y clinica de los
farmacos antiagregantes mds usados (AAS e inhibidores P2Y12)
por ciertas caracteristicas clinicas, como la presencia de diabetes
mellitus (DM), la obesidad o la edad avanzada. Ademads de repasar
la evidencia existente, se aportardn una serie de recomendaciones
eminentemente practicas para el manejo clinico del tratamiento
antiagregante en estos pacientes. Por motivos de extension, no se
comentardn otros fdrmacos orales con accién antiagregante como
los inhibidores de fosfodiesterasas, sin indicacién formal en car-
diopatia isquémica, o el vorapaxar, un inhibidor selectivo del re-
ceptor de trombina PAR-1 que no se usa en nuestro medio.

Antiagregantes plaquetarios orales y diabetes
mellitus

La DM se asocia a un aumento importante del riesgo de pade-
cer enfermedades cardiovasculares debido a una arteriosclerosis
acelerada. Ademads, en pacientes con enfermedad arteriosclerética
establecida, como es el caso de la cardiopatia isquémica, la pre-
sencia de DM es un factor prondstico importante. Es un predictor
independiente de eventos isquémicos recurrentes a corto y lar-
go plazo, incluyendo la mortalidad (4). Las plaquetas en la DM
(“la plaqueta diabética”) se caracterizan por ser hiperreactivas,
con una intensificacién de los procesos de adhesion, activacién y
agregacion. Multiples mecanismos —varios de ellos estrechamen-
te relacionados entre si— contribuyen a esta disfuncién plaquetar
caracteristica de los pacientes diabéticos y pueden ser agrupados
como debidos principalmente a una de las siguientes condiciones:
hiperglucemia, deficiencia de accién de la insulina, condiciones
metabdlicas asociadas y anomalias celulares (plaquetas y células
endoteliales) (4) (Fig. 1). En conjunto, las alteraciones metabdli-
cas y celulares caracteristicas de la DM conducen a un fenotipo
de hiperreactividad o hiperagregabilidad plaquetar y a una peor
respuesta a los fdrmacos antiagregantes orales, lo que contribuye
al impacto prondstico de la DM en los pacientes con enfermedad
cardiovascular arteriosclerética.

El AAS inhibe la formacion de tromboxano A2, un mediador
potente de la fase de activacion plaquetar, al bloquear de manera
irreversible la enzima COX-1 mediante la acetilacion selectiva de
un residuo de serina (2). AAS es todavia el farmaco mas usado en
prevencion secundaria de eventos isquémicos para cualquier es-
cenario de pacientes con enfermedad arteriosclerdtica, incluyen-
do a los sujetos con DM. Aunque el fendmeno de “resistencia”
o respuesta subdptima a AAS es infrecuente (< 5%), cuando se
usan pruebas de funcién plaquetar especificas para COX-1 si
se ha evidenciado en repetidas ocasiones que los pacientes con
DM presentan una peor respuesta al firmaco comparados con los
no diabéticos, fundamentalmente cuando se usan test no espe-
cificos para COX-1, lo que podria reflejar un impacto sobre los
efectos del AAS independientes de la via COX-1 (5). Los meca-
nismos que pueden contribuir de forma mds directa a una menor
respuesta a AAS en pacientes diabéticos son: disminucién de la
acetilacién mediada por AAS debido a hiperglucemia, aumento
de la sintesis de tromboxano A2 y un recambio plaquetar acele-
rado (4). Esto ultimo provocaria un aumento del nimero de pla-
quetas jovenes generadas diariamente sin haber sido inhibidas por
AAS (administrada una vez al dia). Este aspecto es la base para
la hipétesis de que la administracion de AAS cada 12 horas per-
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Hiperglucemia
* Mayor expresion P-selectina
* Efecto osmotico
« Activacion PKC

* Reduccion fluidez membrana
por glicacion de proteinas

Deficiencia insulina

* Menor respuesta a NOy PGl,

Factores dependientes IRS
- Aumento calcio intracelular

- Mayor degranulacion

“PLAQUETA
DIABETICA”

Anomalias celulares

* Plaqueta
- Mayor recambio plaquetar

- Regulacional alza
sefializacion P2Y;,

o Estrés oxidativo
- Aumento calcio intracelular

- Mayor expresion P-selectina
y glucoproteinas

« Disfuncién endotelial

Condiciones metabdlicas
¢ Obesidad

- Aumento produccién FT

- Menor produccién NO y PGl,

* Dislipemia

* Inflamacion

Figura 1. Mecanismos implicados en la hiperreactividad plaguetar en pacientes con diabetes mellitus (FT: factor tisular; IRS: sustrato del receptor de

insulina; NO: 6xido nitrico; PGI2: prostaciclina; PKC: proteina quinasa C).

mitirfa optimizar su eficacia en pacientes con DM. Esta estrategia
parece mas recomendable que aumentar la dosis de AAS, ya que
en cardiopatia isquémica se aconseja el uso de dosis bajas de AAS
(75-150 mg/dia), puesto que el empleo de dosis altas no parece
aumentar el beneficio y si el riesgo de sangrado (6). La adminis-
tracién cada 12 horas de AAS mejora la respuesta al fairmaco en
pacientes con DM (7), aunque esta estrategia, pese a ser atracti-
va conceptualmente, no se ha implementado en la prictica al no
haber estudios clinicos a gran escala que demuestren su eficacia.
A este respecto, en la actualidad estd en marcha el estudio AN-
DAMAN (NCT02520921), que evaluara en pacientes con DM y
un sindrome coronario agudo (SCA) el beneficio de administrar

Tabla .

AAS 100 mg / 12 h y que aportard una evidencia importante para
determinar la posible utilidad futura de esta estrategia.

La doble antiagregacion plaquetaria (DAP), que consiste en
la asociacion de AAS y un antagonista del receptor plaquetario
P2Y12, es el tratamiento antitrombdtico de eleccion tras un SCA
o un intervencionismo coronario percutdneo (ICP). Los inhibi-
dores del receptor P2Y 12 mas empleados en la actualidad son
clopidogrel, prasugrel y ticagrelor. Las caracteristicas farmaco-
l6gicas de estos agentes se resumen en la tabla [. Las tienopiridi-
nas (clopidogrel y prasugrel) requieren metabolizacién hepdtica
para convertirse en un metabolito activo, que es el que inhibe
de manera irreversible el receptor P2Y12, involucrado en la am-

Clopidogrel
Grupo farmacolégico Tienopiridina

DC: 300-600 mg

LosE DM: 75 mg/dia
Biodisponibilidad Proférmaco
Unién al receptor Irreversible
Inicio de accién tras la dosis de carga 2-6 horas
Duracion del efecto 3-10 dias

DC: dosis de carga; DM: dosis de mantenimiento,

Prasugrel Ticagrelor
Tienopiridina Ciclopentiltriazolopirimidina
DC: 60 mg DC: 180 mg

DM: 10 mg/dia* DM: 90 0 60 mg/ 12 ht

Profarmaco Accion directa
Irreversible Reversible
30 min —2 horas 30 min —2 horas

7-10 dias 3-5 dias

*La dosis de mantenimiento reducida de 5 mg/dia se utiliza en pacientes de bajo peso (60 kg) o edad avanzada (> 75 afios).
Seguin indicacion: se utiliza la dosis de 90 mg / 12 h tras un sindrome coronario agudo y la de 60 mg / 12 h para tratamiento ampliado (continuacion después del tratamiento inicial
de un afio con ticagrelor 90 mg u otro inhibidor P2Y12) en pacientes con antecedente de infarto de miocardio y alto riesgo de evento aterotrombético.
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plificacién de la agregacion plaquetar y en la estabilizacién del
agregado plaquetario (3). Clopidogrel tiene un inicio de accién
relativamente lento y una importante variabilidad interindividual
de respuesta, lo que condiciona un porcentaje importante de pa-
cientes con respuesta inadecuada al farmaco (10-40%, segtn el
test empleado). Desde el punto de vista farmacodindmico, prasu-
grel y ticagrelor presentan un inicio de accién mds rapido y son
farmacos mas potentes, con una menor variabilidad de respues-
ta, y cuentan ademds con la ventaja de tener un cese de accién
mds rdpido debido a su unidn reversible al receptor. Sin embargo,
clopidogrel es todavia el inhibidor P2Y12 mds usado en nues-
tro pafs: es empleado en mds indicaciones clinicas que los otros
miembros del grupo.

La presencia de DM es uno de los factores clinicos mas re-
levantes que influye negativamente en la respuesta farmacodind-
mica a clopidogrel. De hecho, numerosos estudios mecanisticos
han demostrado una disminucién de la respuesta a clopidogrel
en pacientes con DM respecto a individuos no diabéticos. En los
sujetos con DM, la respuesta a clopidogrel es peor que en los
que requieren insulina o en los que presentan un peor control
metabdlico (4). Cabe recordar que una respuesta inadecuada a
clopidogrel (usado en combinacién con AAS) se asocia con un
aumento de eventos isquémicos en el seguimiento. De hecho, en
los ensayos clinicos que han demostrado el beneficio de la DAP
en pacientes con SCA o ICP, el subgrupo de pacientes con DM,
ademds de un riesgo aumentado de eventos, tiene un beneficio
relativo de la DAP inferior (4). Los mecanismos relacionados con
la “plaqueta diabética” que pueden contribuir de forma mds espe-
cifica a una respuesta inadecuada a clopidogrel son: disminucién
de la respuesta plaquetar a la accion de la insulina, polimorfimos
genéticos (como el del IRS-1) que regulan vias de sefializacion
plaquetaria, desregulacién del metabolismo del calcio, regulacién
al alza de la sefializacion del receptor P2Y 12, aumento de la ex-
posicién al ADP y un recambio plaquetar acelerado (4).

Debido a las limitaciones del tratamiento con clopidogrel,
se han intentado diversas estrategias para conseguir una eficacia
farmacodindmica y clinica superior a la conseguida con la DAP
(AAS + clopidogrel), entre las que podemos destacar: el uso de
una dosis mds alta de clopidogrel o la utilizacién un antagonista
P2Y12 m4s potente. El aumento de la dosis de clopidogrel con-
sigue Ginicamente una mejoria muy discreta del efecto antiagre-
gante en pacientes diabéticos (4). Ademas, no se ha demostrado
beneficio al usar una dosis mas alta de clopidogrel (600 mg de
carga y 150 mg/dia de mantenimiento durante 1 semana) en pa-
cientes con SCA en los que se realizaba manejo invasivo (8).

La estrategia exitosa, en cambio, ha resultado ser el desarro-
1lo de nuevos farmacos bloqueadores del receptor P2Y 12 como
prasugrel y ticagrelor, que tienen en comun poseer una mas ra-
pida y mayor capacidad inhibitoria de la agregacion plaquetar y
con una menor variabilidad de respuesta que clopidogrel. Este
beneficio farmacodindmico se traduce en una mayor eficacia de
estos fadrmacos en cuanto a prevenciéon de eventos isquémicos
en el contexto del SCA a costa de un ligero aumento del riesgo
hemorragico (9,10). En los subgrupos de pacientes con DM de
estos ensayos se ha objetivado también un beneficio claro del
uso de los inhibidores P2Y 12 potentes comparados con clopido-

grel, por lo que puede concluirse que prasugrel y ticagrelor con-
siguen un beneficio clinico superior en los pacientes con SCA
y DM, aunque siempre se ha de considerar el equilibrio entre
beneficio y riesgo. No parece haber diferencias farmacodindmi-
cas relevantes entre ambos farmacos en pacientes con DM sin
tener estudios clinicos a gran escala que los hayan comparado
directamente. Sin embargo, en la préctica clinica se usa bastante
mads ticagrelor por poseer una indicacién mds amplia y no pre-
sentar la limitacién de tener que conocer la anatomia coronaria
para ser administrado (11).

Antiagregantes plaquetarios orales y obesidad

La epidemia global de obesidad es un problema importante
de salud; en concreto, empeora claramente el perfil de riesgo car-
diovascular de los pacientes, en parte también por las comorbili-
dades asociadas (hipertension, DM, etc.) (12). La obesidad se ha
asociado con una peor respuesta a los antiagregantes, con varios
mecanismos (algunos compartidos con la DM) implicados, como
puede ser la resistencia a la accién de la insulina, la reduccién
de la biodisponibilidad de los farmacos o un recambio plaquetar
acelerado (3). En lo que se refiere al AAS, la obesidad se asocia
con una reduccién de la inhibicién de COX-1 cuando se usan las
dosis bajas habituales de AAS (13). En este sentido, un andlisis
reciente de ensayos aleatorizados de AAS en prevencién prima-
ria ha proporcionado datos muy interesantes, y ha mostrado que
dosis bajas de AAS (70-100 mg) podrian no tener beneficio en
pacientes con peso superior a 70 kg, mientras que dosis altas (325
mg) si resultarian beneficiosas en pacientes de mds peso, aunque
con la contrapartida de aumentar el riesgo de sangrado. Estos da-
tos parecen sugerir que una aproximacion del uso de AAS mas
individualizada segin el peso podria ser de utilidad, valorando
nuevamente la posibilidad de una administracién 2 veces al dia
de AAS en pacientes obesos. Sin embargo, se necesitan estudios
clinicos especialmente disefiados para evaluar estas hipdtesis an-
tes de cambiar nuestra practica habitual (dosis baja de AAS en
prevencién secundaria).

En cuanto a los inhibidores P2Y 12, numerosos estudios han
demostrado una menor inhibicién plaquetaria mediada por clopi-
dogrel en pacientes con peso o indice de masa corporal elevados
y, en algtin caso, se ha observado que un IMC elevado era un pre-
dictor independiente de eventos en pacientes con DAP tras un ICP
(14). No existe evidencia suficiente para recomendar aumentar la
dosis o la frecuencia de administracién de clopidogrel en pacien-
tes obesos, por lo que es preferible utilizar un antagonista P2Y12
potente siempre que sea en una indicacién aceptada y cuando el
equilibrio entre beneficio y riesgo (hemorrdgico) asi lo aconseje.
Algunos estudios han mostrado una discreta reduccion de la in-
hibicién plaquetaria mediada por prasugrel en pacientes obesos,
aunque este aspecto no ha sido confirmado en otras investigacio-
nes y no se ha apreciado una reduccién de la eficacia del farmaco
en estudios clinicos. En cuanto a ticagrelor, no hay evidencia de
que el peso corporal modifique de manera relevante su efecto far-
macodindmico o clinico (15), a lo que puede contribuir que su
administracion sea cada 12 horas, lo que podria ser beneficioso
en este escenario.
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Antiagregantes plaquetarios orales y edad avanzada

El colectivo de pacientes de edad avanzada es de especial in-
terés por su dificil manejo, ya que presenta un elevado riesgo de
padecer tanto eventos isquémicos como hemorragicos (16). En
pacientes de edad avanzada, la eficacia antiagregante de AAS pa-
rece no verse comprometida (17). Sin embargo, si hay indicios
que apuntan a un aumento de los eventos hemorrdgicos en pacien-
tes > 75 afios que reciben AAS como prevencidn secundaria; estos
sangrados serian mayoritariamente de origen gastrointestinal, por
lo que seria aconsejable asociar un inhibidor de la bomba de pro-
tones en pacientes afiosos (18).

La eficacia farmacolégica de clopidogrel estd disminuida en
pacientes de edad avanzada (19), lo que puede contribuir al au-
mento de complicaciones isquémicas en estos pacientes, aunque
hay que tener en cuenta también la asociacién de comorbilida-
des y de un posible componente de fragilidad que empeoran el
pronéstico. Dado que también presentan un riesgo hemorragico
elevado, la utilizacién de antagonistas P2Y 12 potentes debe va-
lorarse cuidadosamente. De hecho, no se ha demostrado un be-
neficio neto con el uso de prasugrel a la dosis de mantenimiento
habitual (10 mg/dia) en pacientes de edad avanzada (> 75 afios)
con SCA (9). Pese a haberse postulado el uso de una dosis redu-
cida de prasugrel (5 mg/dia) en pacientes > 75 afios, basado en
resultados de estudios farmacodindmicos, esta estrategia no ha
sido validada en estudios clinicos (20). En cuanto a ticagrelor, no
se ha observado ninguna modificacién en la eficacia y en la segu-
ridad del farmaco causada por la edad (16). Por tanto, en caso de
querer usar un antagonista P2Y 12 potente en un paciente de edad
avanzada (2 75 afios), ticagrelor parece la opcién mds razonable,
aunque siempre tras una evaluacién concienzuda de los riesgos de
padecer eventos isquémicos y hemorrdgicos en cada sujeto.

Conclusiones

La presencia de DM, obesidad o edad avanzada puede dismi-
nuir la eficacia farmacodindmica y clinica de los farmacos antia-
gregantes orales. Una valoracién cuidadosa e individualizada de
las caracteristicas clinicas y de los riesgos de eventos isquémicos
y hemorragicos en cada paciente es absolutamente imprescindi-
ble para poder elegir y personalizar el tratamiento antiagregante
Optimo en cada caso.
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CS-012. La relacion neutrofilo/linfocito y mmp-12 como biomarcadores inflamatorios
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Introduccion

La aterosclerosis se caracteriza por una inflamacién crénica
vascular con participacién leucocitaria. Se ha demostrado que
una alteracién en la relacién de neutrdéfilos y linfocitos secundaria
a la inflamacién crénica se asocia con la presencia de enfermedad
aterosclerdtica. Asimismo, se ha detectado un papel central de la
MMP-12 en procesos inflamatorios agudos y crénicos. El objeti-
vo es evaluar ambos marcadores y su relacién con la enfermedad
aterotrombdtica.

Material y métodos

Estudio transversal en el que se incluyeron 240 pacientes;
edad media: 67 afios (rango 45-90 afios), 71,2% varones. En
todos ellos se recogieron pardmetros de riesgo cardiovascular
y eventos clinicos aterotrombdticos (infarto de miocardio, ictus
isquémico y enfermedad arterial periférica). Un 70,5% de los su-
jetos estaban asintomadticos y 29,5% de los sujetos tenian antece-
dentes de evento aterotrombdtico. En todos ellos se determinaron
los niveles circulantes de cociente neutrdfilo/linfocito y la PCR
mediante autoanalizadores, la MMP-12 mediante técnica ELISA
y la presencia de placas aterosclerdticas mediante ecograffa. El
estudio se realiz6 a través de muestras de Biobanco (Universidad
de Navarra) y cont6 con la aprobacion del comité ético. Se anali-

76 estadisticamente la asociacion de los diversos marcadores con
la presencia de placas y evento clinico.

Resultados

Se observaron diferencias en laratio neutréfilo/linfocito (NLR)
entre los pacientes con y sin eventos clinicos (2,58 frente a 2,
p = 0,016), asi como diferencias en la concentracion de MMP-12
entre ambos grupos (510 pg/ml frente a 387 pg/ml, p = 0,019).
Existe una correlacion positiva entre NLR y los niveles de MMP-
12 (r=0,34; p < 0,001). Aunque no se observaron diferencias del
NLR segtin el nimero de placas presentes, aquellos pacientes con
un espesor de IMT > 0,9 en carétida izquierda presentaban un
incremento en el NLR (2,36 frente a 2, p = 0,048), sin variaciones
en los niveles de MMP12 (459 pg/ml frente a 414 pg/ml). Asimis-
mo, se observé una correlacion positiva entre la PCR y la NLR
(r=0,3,p<0,001), asi como con la MMP-12 (r=0,23,r < 0,001).

Conclusiones

El cociente neutréfilos/linfocitos, asi como la concentracion
de MMP12 sérica,, pueden ser biomarcadores sencillos y utiles
para valorar la inflamacién crénica presente en pacientes con ate-
rotrombosis y con significado prondstico.

*Comunicacion oral seleccionada para simposio.
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Aspectos practicos del tratamiento antitrombético

Cooroinapores:  Dr. Jorge Cuesta Tovar. Complejo Hospitalario de Toledo. Toledo
Dr. Santiago Bonanad Boix. Hospital Universitari i Politécnic La Fe. Valencia

El tratamiento antitrombdtico es un proceso multidisciplinar con varias vias de trabajo en las que el hemat6logo estd
implicado; unas, inherentes al manejo diagndstico terapéutico, en el que es una referencia a la hora de decidir el tipo de
anticoagulante a elegir en funcion de la patologia tromboembdlica y del “factor paciente”, con determinadas caracteristicas
que hacen de la individualizacién un factor concluyente en el éxito del tratamiento antitrombdtico. Por otro lado, el hema-
télogo también tiene valor en el seguimiento del tratamiento especifico del paciente, unos con firmacos anti vitamina k con
controles frecuentes, en los que tiene un papel clave en la formacién de los pacientes, inicios, atencién a complicaciones y
situaciones especiales, y otros, los derivados del tratamiento con HBPM o ACOD, con formacion, controles y complicacio-
nes que precisan ajustes.

En este simposio se abordan preguntas habituales del hematdlogo en la consulta. En primer lugar, se valorard la evi-
dencia cientifica del protocolo periprocedimiento consensuado por la SEHH y la SETH con muchas sociedades cientificas,
clave para el manejo habitual del paciente anticoagulado.

Otra de las preguntas habituales en consulta es la duracién del tratamiento y su intensidad. Para eso es necesario conocer
el riesgo de recurrencia del evento tromboembdlico en cada paciente, en cada patologia y en cada situacién especial. Por
eso, conocer la epidemiologia, los metaandlisis y, en general, la evidencia, es clave para tomar esas decisiones que conllevan
riesgos y beneficios en los pacientes.

El proceso del tratamiento antitrombético ha ido cambiando en los dltimos afios, con nuevos tratamientos implicados
—como los ACOD-, un uso mds extenso de la profilaxis antitrombética en la mujer y en el embarazo y un aumento de pa-
cientes anticoagulados por realizar profilaxis antitrombdtica en pacientes cada vez mds mayores y con mds complicaciones
médicas.

El papel del hemat6logo debe acoplarse a los cambios y prepararse para el futuro, como para la creacion de las unidades
de tratamiento antitrombdtico, que asuman decisiones clinicas, el manejo de situaciones especiales y se conviertan en la
referencia hospitalaria y del drea de salud. Para eso, el trabajo coordinado con otras especialidades médicas y quirdrgicas y
la coordinacién con atencién primaria son claves estratégicas en el manejo de los pacientes en tratamiento antitromboético.
El papel de los comités-comisiones de trombosis puede jugar un papel clave en esa coordinacion.

En ese manejo especial que comentdbamos previamente destacan los pacientes mayores, los fragiles, con aumento del
riesgo trombdético y hemorrdgico. Revisaremos la experiencia de uso de ACOD en cuanto efectividad y seguridad en fibri-
lacién auricular no valvular. Ha sido la comunicacién elegida para ser presentada este simposio. Caben destacar los datos
de seguridad del uso de ACOD vy la incidencia de complicaciones trombdticas solo en el subgrupo de pacientes con dosis
reducidas que en este estudio era el mayoritario, dadas las caracteristicas de los pacientes.
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Papel global del hematologo en el proceso del tratamiento antitrombético

Cuesta Tovar J, Rodriguez Alén A
Servicio Hematologia. Complejo Hospitalario de Toledo. Toledo

Introduccion

Dentro de las funciones del hematdélogo (laboratorio de he-
matologfa, patologia clinica y hemoterapia) existe actividad
transversal, como la derivada de la patologia trombdtica y, en es-
pecial, del tratamiento antitrombético.
Siendo estrictos con la actividad del hematdélogo en relacién
al tratamiento antitrombdtico, en nuestro programa formativo de
la especialidad de hematologia y hemoterapia (elaborado por la
Comision Nacional de la Especialidad y publicado en el Boletin
Oficial del Estado, orden SCO/3254/2006, de 2 de octubre) fi-
guran actividades asistenciales y contenidos especificos. Desde
el afio 2006 se han observado cambios y avances que deben ser
incorporados a la formacion del hematdlogo.
Con los cambios sucedidos en los tltimos afios parece que
dentro de las actividades asistenciales y de los contenidos de-
berian afadirse los derivados del uso de nuevos anticoagulantes
de accion directa (ACOD) (1), con nuevos test de laboratorio y
nuevas indicaciones de anticoagulacién y combinacién con an-
tiagregantes. Asimismo, han ido incorpordndose nuevos modelos
de gestion del tratamiento anticoagulante oral, saliendo de los
grandes centros hospitalarios y acercdndose al paciente a través
de la atencidn primaria (2). Hay que tener en cuenta nuevos test
globales de coagulacién, nuevas técnicas gendmicas: Next Ge-
neration Sequencing (NGS) en la tipificaciéon de trombopatias y
trombopenias hereditarias, el estudio de la enfermedad de Von
Willebrand y en hemofilia.
El hemat6logo desempefia en nuestro pais funciones transver-
sales relacionadas con el tratamiento antitrombdtico:
En el nivel hospitalario
e Laboratorio de coagulacion con la valoracién de estudios
basales. Coordinacion de pruebas especiales, filtrado de in-
dicacién de estudios de trombofilia, anticoagulante lipico
o dosificacién factorial.

e Consulta externa de anticoagulacion:

Dosificacion de controles de anticoagulantes
intravenosos u orales

La situacion actual en Espaiia del manejo de los pacientes
anticoagulados es variada segun las areas de salud, desde un pun-
to de vista histérico y segin comunidades auténomas. Se han
adoptado diversas formas de descentralizacién del control del
tratamiento anticoagulante oral con antivitaminas K (AVK) desde
los centros hospitalarios a atencién primaria, coexistiendo en este
momento diversos tipos (Tabla I).

Tabla I.

1. Control digital en atencion primaria y dosificacién por atencién
primaria

2. Control digital en atencion primaria con dosificacién por atencion
primaria y por atencion especializada dependiendo del perfil
tromboético y hemorragico del paciente

3. Control digital en atencion primaria y dosificacion por
especializada

4. Control venoso en atencion especializada por determinadas
caracteristicas del paciente (pacientes anticoagulados con
sindrome antifosfolipido [SAF], trombopenia) con dosificacion en
especializada

5. Control digital por el propio paciente con dosificacion por atencion
primaria o especializada (autoanalisis)

6. Control digital y dosificacion por el propio paciente con supervision
periodica por especializada (tras un periodo de formacion) con
posibilidad de comunicacion bidireccional (autocontrol)

Asi, se estima que, en Espaia, atencion Primaria controla un
75% de las dosificaciones de anticoagulacién de los 800000 pa-
cientes anticoagulados (3,4). Los estudios de calidad de anticoa-
gulacién realizados en pacientes con fibrilacién auricular reflejan
pacientes anticoagulados con AVK con un tiempo en rango tera-
péutico (TRT) en torno al 55-65% (5,6). Los estudios de calidad
varfan segun el pais de realizacién o, incluso dentro de Espaifia,
segun las dreas, los hospitales o los centros de salud.

Valoracion de inicios de anticoagulacion,
complicaciones hemorragicas y trombéticas

e Consulta externa clinica: valoracién de pacientes con trom-
boembolismo pulmonar (TEP) y trombosis venosa profun-
da (TVP) para diagnéstico, tipo y duracion de tratamiento.

* Asistencia clinica hospitalaria: valoraciéon de pacientes
ingresados con problemdtica hemorrdgica, trombética, de
diagndstico o de manejo terapéutico.

En el nivel de atencién primaria
 Derivacién de pacientes a la consulta externa.
* Derivacién de controles de anticoagulacion.
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* Coordinacién de protocolos: de manejo clinico de pacien-
tes con TEP o TVP, de anticoagulacién y antiagregacion
(incluyendo perioperatorio o periprocedimiento y situacio-
nes especiales) y protocolos con servicios clinicos especifi-
cos como Digestivo, Ginecologia y Obstetricia, etc.

Habitualmente en esa vordgine de trabajo falta tiempo para
poder valorar la efectividad del trabajo realizado:

 En la actividad derivada de los controles de anticoagulacién
con AVK (niimero de pacientes con controles en rango te-
rapéutico, nimero y tipo de complicaciones hemorragicas
o trombdticas).

* En los resultados clinicos de las decisiones tomadas en el
manejo diagndstico terapéutico de pacientes.

* En la coordinacién de determinadas patologias o procesos
con otros servicios hospitalarios y con atencién primaria.

Muchos frentes de trabajo, que segun el tipo de servicio de
hematologia y del centro hospitalario, se han ido “liberando” a
otras especialidades, abandonando el papel de liderazgo del ma-
nejo de los pacientes con tratamiento anticoagulante o antiagre-
gante, el papel de control sobre el laboratorio de hemostasia y de
las pruebas correspondientes o el papel de seguimiento clinico
tanto diagndstico y terapéutico de pacientes con patologia trom-
bética.

La aparicién de nuevos tratamientos antitrombdéticos con
cambios en el paradigma de anticoagulacién cldsica con AVK ha
llevado a que las consultas de anticoagulacién de pacientes ten-
gan actualmente que jugar una nueva funcién como unidades de
tratamiento antitrombético (UTA). Ese cambio debe reforzarse en
todos los centros hospitalarios.

Situacion ideal del hematélogo respecto
al tratamiento antitrombaotico

Trabajo en unidades de tratamiento antitrombdtico

* Valoracién del paciente que precisa anticoagulacién. Segtin
indicacién propia o de otro facultativo, segin caracteris-
ticas especificas del paciente (situaciones de alto riesgo
trombético o hemorragico con aplicacion de escalas de
valoracion CHAD,S VASc en fibrilacién auricular (Tabla
1) o HAS-BLED (Tabla III]), insuficiencia renal, anemia,
episodios previos de sangrado o episodios previos trombod-
ticos, embarazo, cancer), segin los firmacos con los que
podria interaccionar (de los que el paciente estd o podria
estar bajo tratamiento).

* Valoracién del tipo de anticoagulante a recibir segin el per-
fil del paciente, patologia, complicaciones previas y ajus-
te de dosis necesario segun ficha técnica. La revisién de
los pacientes derivados de otros especialistas en el inicio
de tratamiento con ACOD (Tabla IV) es clave para que el
tratamiento se realice de forma adecuada por el paciente
y cuidadores, con adecuado cumplimiento y adherencia ,y
que se revise periddicamente al paciente, ya que las interac-
ciones medicamentosas, la funcién renal o hepdtica y los

Tabla Il.

CHA,DS,VASc Riesgo
Factor de riesgo Puntuacion | Puntuacion anual de
ACVA (%)
Insuficiencia cardiaca 1 0 0
HTA 1 1 13
Edad > 75 2 2 2,2
Diabetes 1 B 3.2
ACVA 2 4 4,0
Patologia vascular (IAM,
enfermedad vascular 1 5 6,7
periférica, placa aortica)
Edad 65-74 1 6 9,8
Sexo (mujer) 1 7 9,6
8 6,7
9 15,2

Lip GY, Nieuwlaat R, Pisters R, et al. Refining clinical risk stratification for predicting
stroke and thromboembolism in atrial fibrillation using a novel risk factor-based
approach: the Euro Heart Survey on atrial fibrillation. Chest 2010;137:263-72.

posibles efectos adversos de la medicacion anticoagulante
oral son claves para el correcto ajuste, el cumplimiento y el
éxito del tratamiento.

¢ Informacién y formacién del paciente y de sus cuidadores.
Implementacién de rol de enfermeria: tipo de anticoagulan-
te, posologia, monitorizacién si se precisa, procedimien-
tos invasivos, dieta, posibles complicaciones y efectos
adversos. Documentacion al paciente por escrito. Existen
recomendaciones claras por la European Heart Rate Asso-
ciation (EHRA) (7) y por la American Society of Hemato-
logy (ASH) (8) sobre el tipo de seguimiento del tratamiento
anticoagulante con ACOD con visitas regladas, con refuer-
zos sobre la adherencia, investigacion de posibles efectos
adversos y revision de la medicacién concomitante. Enfer-
meria es clave en la UTA y en atencién primaria y debe
“especializarse” en conocimientos sobre los diferentes tra-
tamientos, controles, interacciones, procedimientos invasi-
vos/cirugia y en la formacién del paciente.

* Control posterior al inicio de la anticoagulacién con valo-
racién por enfermeria o por el médico si se precisa de com-
plicaciones hemorrdgicas, interacciones y confirmacién de
adherencia.

 Coordinacién con atencion primaria para el control y la dosifi-
cacién de determinados pacientes con alto riesgo trombdtico
0 hemorragico (Tabla V). Los controles pueden ser directa-
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Tabla lll.

Hipertension (TAS > 160 mmHg) 1 punto
Anormal funcionamiento renal/hepético 1-2 puntos
ACVA (Stroke) 1 punto
Historia hemorragica (bleeding history) 1 punto
INR labil (Labil INR) 1 punto
Mayor de 65 afos (Elderly) 1 punto
Medicamentos (drugs): AAS, AINES, alcohol 1-2 puntos
4 N
Numero de puntos en la escala HASBLED
Nudmero de
ada 100 =0
pacientes/afio ml
m2
3
m4
m5
| | -
\ /

Pisters R, Lane DA, Nieuwlaat R, et al. A novel user-friendly score (HAS-BLED) to assess one-year risk of major bleeding in atrial fibrillation patients: the Euro Heart

Survey. Chest 2010;138(5):1093-100.

mente con el paciente o descentralizados con derivacion te-
lematica de resultados analiticos de andlisis capilar con datos
informativos de incidentes, medicacion o efectos adversos.

Tras los periodos en atencién en la UTA, el control debe

transferirse a atencion primaria en aquellos pacientes sin factores
de riesgo con instrucciones de manejo y control.

» Existe un amplio grupo de pacientes en los que la mejora
de la gestion de su anticoagulacion con AVK es claramente
mejorable y debe ser abordada con acciones especificas.
Formacion del personal que atiende al paciente y del propio
paciente, pautas de seguimiento, ajuste de la dosificacion,
revision de interacciones, implicacién de los cuidadores del
paciente o plantear el paso a ACOD. El hematdlogo no debe
asistir a controles inadecuados con el dnico objetivo de la
dosificacion puntual sin toma de decisiones sobre la correc-
ta anticoagulacion del paciente y valorar otras posibilida-
des de manejo terapéutico. Debe “capturar” a ese paciente
mal anticoagulado con AVK y revertir la situacién y/o va-
lorar paso a ACOD si lo precisa.

e Implantacién de autocontrol en la mayor parte de pa-
cientes posible en tratamiento con AVK, con lo que
supone de cursos de formacién, circuito de consultas y
posibilidad de autodosificacion. El patient self manage-
ment (PSM) en anticoagulacién se ha contemplado en
diferentes estudios como el manejo con mejor tiempo en
rango terapéutico (9-11) y el que menos complicaciones
hemorrdgicas y trombdticas ha presentado, aunque no
ha podido demostrarse aumento de la supervivencia en
comparativas con otros sistemas de gestion de la anticoa-
gulacion. Ademds, ha demostrado eficiencia, y desde el
punto de vista del paciente, mejora de su calidad de vida
y satisfaccion.

Es una apuesta de futuro en nuestro sistema nacional de salud
limitado por su financiacién, al que ha ido accediéndose de ma-
nera casi investigacional al principio, luego asistencial, a pequefia
escala en diferentes dreas y que, en la actualidad, se trata de un
problema que debe ser abordado de forma estratégica por las di-
ferentes comunidades auténomas.
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Tabla IV.

Situaciones en pacientes con fibrilacién auricular no valvular en las que los ACOD pueden considerarse una opcion terapéutica en el marco del
SNS
 Pacientes con hipersensibilidad conocida o con contraindicacion especifica al uso de acenocumarol o warfarina
* Pacientes con antecedentes de hemorragia intracraneal (HIC)
* Pacientes con ictus isquémico que presenten criterios clinicos y de neuroimagen de alto riesgo de HIC
* Pacientes en tratamiento con AVK que sufren episodios tromboembélicos arteriales graves a pesar de un buen control de INR
 Pacientes que han iniciado tratamiento con AVK en los que no es posible mantener un control de INR dentro de rango (2-3), a pesar de un
buen cumplimiento terapéutico. Se considerara que el control de INR es subdptimo cuando el porcentaje de tiempo en rango terapéutico
(TRT) sea inferior al 65%, calculado por el método de Rosendaal o el porcentaje de valores de INR dentro de rango terapéutico (TRT directo)
sea inferior al 60%.
¢ Imposibilidad de acceso al control de INR convencional

Criterios para el uso de anticoagulantes orales
1. Presencia de fibrilacion auricular no valvular con indicacion de tratamiento anticoagulante (ver seccion 3)
. Ausencia de contraindicaciones generales para anticoagulacion (ver seccion 4.3)
. Presencia de al menos una de las situaciones clinicas que se detallan en las secciones 4.2.1 0 4.2.2
. Ausencia de contraindicaciones especificas para los anticoagulantes orales directos (tabla |, referencias 4, 6,8 y 10)
. Capacidad para entender el riesgo-beneficio de la anticoagulacion y/o con atencion familiar/social que lo entienda
. Historia de buen cumplimiento terapéutico previo que permita prever de forma razonable la buena adaptacion a las instrucciones del nuevo
tratamiento (ver secciones 5.1y 5.2)
7. Posibilidad fiable de seguimiento periodico de los controles que sean necesarios (clinicos, seguimiento de la funcion renal; ver seccion 5.2)

oo BEWN

Informe de posicionamiento terapéutico UT ACOD/V5/21112016.

Criterios y recomendaciones generales para el uso de los anticoagulantes orales directos (ACOD) en la prevencion del ictus y la embolia sistémica en pacientes con fibrilacién auricular
no valvular. Fecha de publicacion: 21 de noviembre de 2016.

Fuente: Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMS).

IELIER'A

Inicio de pauta hasta estabilizacion y separacion/estabilidad de controles

Durante determinado tiempo debido a interacciones medicamentosas o periodos periprocedimiento o pericirugia complejos
Incapacidad de alcanzar controles en rango terapéutico

Procedimientos de cambio del tipo de anticoagulante oral

Valoracion y seguimiento del paciente “complejo”:
» Con patologias asociadas que dificulten la anticoagulacion por el aumento del riesgo hemorragico: insuficiencia renal, trombopenia,
hipertension portal, embarazo, combinacion de tratamiento antiagregante y anticoagulante, reinicio tras complicaciones hemorragicas.
* Con patologias de alto riesgo trombético: trombofilia, embarazo, cancer, patologia médica de alto riesgo como el SAF, trombosis de repeticion,
trombosis en lugares inusuales.

Tabla VI.

Organizacion de procesos: TVP, TEP
Estudio y propuesta hospitalaria de profilaxis antitrombética con auditoria del mismo

Protocolizacion de la anticoagulacion y antiagregacion del centro. Protocolizacion de la reversion urgente con determinados farmacos especificos
como el idarucizumab (reversion de dabigatran)

Protocolo perioperatorio o periprocedimiento en pacientes antiagregados o anticoagulados

Protocolos especificos de tratamiento antitrombético en poblaciones especiales como embarazo y puerperio, paciente con cancer, paciente con
alto riesgo hemorragico

Estudio de las indicaciones y uso de los estudios de trombofilia

Revision de la calidad de los controles de anticoagulacion en el centro y area de salud y consecuencias clinicas adversas tromboembadlicas y hemorragicas




Ponencias

Las principales barreras que presenta son:

 Suministro del aparataje necesario.

» Consumo de tiras reactivas, ya que el control se realiza de
forma habitual de forma semanal.

* Fase de formacién al inicio, con consumo de tiempo por

parte del enfermero y del facultativo.

Limitaciones informaticas y de seguridad de tratamiento de

datos personales.

El nimero total de pacientes subsidiarios de autocontrol es-
tarfa en torno al 25-30% de los pacientes anticoagulados (12). Es
una gran oportunidad para el “rol del paciente”, donde la impli-
cacion del paciente recién diagnosticado y propuesto para anti-
coagular es bdsica para obtener buenos resultados, reforzado con
la necesaria formacidén y seguimiento de enfermeria, la informa-
cion escrita, las vias de acceso telefonico o presencial a personal
especializado (UTA). Hay que implicar al paciente en su propia
enfermedad y en la adherencia al método de proteccion de even-
tos trombdticos, como la anticoagulacion, y en el sistema de man-
tenimiento de buenos resultados con INR en rango terapéutico.

En Espafia el grado de implantacién de pacientes en autocon-
trol es todavia muy bajo. Se estima que el nimero de pacientes
sea de unos 5000-6000, muy por debajo de otros paises de nuestro
entorno.

Otra posibilidad que facilita la vida a los pacientes es el
autoandlisis (patient self testing, PST), en el que el paciente se
realiza la medicién del INR capilar en su domicilio y deriva el
resultado a atencién primaria o especializada via telemdtica y
posteriormente recibe la pauta anticoagulante via informdtica o
telefénica. La aplicacion de las nuevas tecnologias facilitard en el
futuro esta variedad de control.

 Evaluacién de la eficacia de los tratamientos realizados:

- Control de calidad de los controles de anticoagulacion:
> derivados desde atencién primaria,
> aquellos realizados en el drea de salud,
> los realizados en la consulta de anticoagulacion o en el

centro hospitalario.

- Valoracién del nimero y del tipo de pacientes derivados
desde atencién primaria por no cumplir correctamente
el tratamiento anticoagulante o porque sus tiempos en
rango terapéutico sean de baja calidad, lo que posibilita
la aparicién de efectos adversos tromboembdlicos/ he-
morragicos.

Trabajo en la consulta externa de hematologia-
coagulacioén

La atenciodn al paciente con enfermedad tromboembdlica pue-
de protocolizarse desde su atencidn en el servicio de urgencias o
desde el ingreso hospitalario. Se valoraran:

e Historia clinica, familiar y personal de trombosis.

* Pruebas realizadas.

 Diagndstico.

* Factores trombofilicos hereditarios y los adquiridos si pro-
cede. Medicaciones concomitantes.

* Programacion de pruebas a realizar, el tipo de anticoagula-
cion y su duracion.

Son de especial interés para el seguimiento por el hemat6-

logo:

* Pacientes jévenes con ETV sin desencadenante.

 Pacientes con trombofilia familiar conocida.

e Pacientes con trombofilia adquirida de alta incidencia
trombdtica como es el SAF y las relacionadas con el em-
barazo.

* Pacientes con cdncer. Suponen un especial manejo tera-
péutico por las interacciones medicamentosas, la intole-
rancia oral, los efectos hepaticos de la enfermedad en si
o del tratamiento y la posible toxicidad en forma de trom-
bopenia.

- Pacientes con trombosis de repeticién o trombosis en lu-
gares inusuales

En caso de ser una ETV secundaria a un factor conocido o
con escaso riesgo trombotico puede protocolizarse otro circuito
del paciente con intervencion de otros especialistas.

Trabajo en el laboratorio de hemostasia

La gestion del laboratorio, junto a la valiosa y necesaria inter-
pretacion de resultados para el resto de médicos solicitantes, si-
gue ofreciendo al hematélogo un campo de trabajo que no puede
ser derivado o liberado.

 Eleccion de técnicas, reactivos, valoracion de controles de

calidad internos y externos y recomendaciones o amplia-
cion de pruebas sobre estudios basales alterados. Asimis-
mo, en las pruebas especiales de coagulacién existird un
informe valorativo de las mismas en base a criterios de la
ISTH, sus subcomités o de la SETH. EI valor de la inter-
pretacion de las pruebas en funcién de la edad, el sexo, la
patologia, el momento de realizacién del test y la medi-
cacién concomitante son fundamentales para un correcto
diagnoéstico, no realizar pruebas no indicadas, evitar repe-
ticién innecesaria de test e interpretacion por el resto de
facultativos solicitantes.

e Controles de anticoagulacién oral con AVK o de medica-

cion intravenosa o subcutdnea con heparina.

Trabajo en la asistencia de pacientes ingresados

e Atencién al paciente con enfermedad tromboembdlica
compleja (alto riesgo trombético, alto riesgo hemorrdgico).
Inicios de tratamiento anticoagulante intravenoso, subcu-
taneo u oral.

 Valoracién de complicaciones hemorragicas o trombdticas.

» Pacientes con patologia trombdtica con caracteristicas es-
peciales, como insuficiencia renal o hepdtica, trombopenia
0 anemia, pacientes con cdncer, pacientes con medicacién
concomitante con alto riesgo de interacciones, mujeres em-
barazadas o puérperas.
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Trabajo en la coordinacidon del tratamiento
antitrombético

* En el centro hospitalario debe participar o dirigir el comi-
té de trombosis. Debe constituirse desde la direccion del
centro con la participacién de varios servicios implicados
donde pueden trabajarse protocolos de manejo de patologia
tromboembdlica (Tabla VI):

* Valoracion del circuito de los controles de anticoagulacion
del centro. Es un proceso que afecta a la enfermeria de hos-
pitalizacidn, al laboratorio de hematologia, a los técnicos
de laboratorio, al programa informatico de anticoagulacién
y al hematélogo.

» Establecimiento de circuitos de pacientes con patologia
tromboembdlica con otros servicios hospitalarios desde el
diagndstico hasta su revision en consulta externa y poste-
rior seguimiento tras haber sido manejados por diferentes
servicios del centro.

* Debe colaborarse de forma periddica con atencién primaria
para la valoracion del tiempo en rango terapéutico de los
pacientes anticoagulados con AVK, tanto los realizados por
el servicio de hematologia como los controles del drea, las
complicaciones hemorragicas y las complicaciones trom-
béticas (13).

Otras actividades del hemat6logo en el proceso
tratamiento antitrombético

e Formacién de residentes, tanto de futuros hemat6logos
como de residentes de otros servicios:

- Proceso de laboratorio. Gestién de pruebas y controles.

- Organizacién de circuitos de atencién al paciente y los
controles de anticoagulacion.

- Proceso clinico de diagndstico, manejo terapéutico, do-
sificacién de controles de anticoagulacion oral, decision
de la duracién del tratamiento anticoagulante o de las in-
teracciones de la anticoagulacién con la antiagregacion.

Conclusiones

El hematdlogo es el médico mds indicado para liderar el pro-
ceso del tratamiento antitrombético desde la UTA (1), estudiar
desde el punto de vista del laboratorio al paciente, tratarlo segiin
diagnostico y alteraciones, informar y formar al paciente sobre el
tratamiento y las posibles complicaciones, coordinar a los dife-
rentes intervinientes en el proceso y controlar resultados clinicos
sobre la dosificacién y sobre la propia enfermedad.

Es clave la coordinacion con enfermeria, tanto hospitalaria
como de atencidn primaria, para la formacion del paciente, la
protocolizacién de actuaciones ante diferentes eventos clinicos y
con el médico de atencién primaria para la derivacion de deter-
minados perfiles de pacientes y situaciones clinicas para atencién
en la UTA.

La coordinacién de actuaciones a nivel hospitalario debe rea-
lizarse de forma transversal, interservicios mediante un comité/
comision de trombosis.
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CS-016. Practica clinica de hematogeriatria en el ambito de la anticoagulacion: efectividad
y seguridad de los anticoagulantes orales directos en pacientes fragiles y mayores

de 80 anos con fibrilacion auricular*

Olivera Sumie P, Campoy Castafio D, Ruiz de Gracia S, Bastidas Mora G, Subira Caselles M, Salinas Argente R, Ene GS
Unidad de Hematologia Clinica del Banc de Sang i Teixits. Hospital Universitari Sagrat Cor. Barcelona

Introduccion

La fragilidad en pacientes mayores de 80 afios con fibrilacién
auricular (FA) es un escenario complejo en el que confluyen tanto
el riego trombdtico como el hemorrdgico, ademds de diferentes
comorbilidades, como la enfermedad renal crénica (ERC), la car-
diopatia isquémica, la demencia, la anemia, etc. Hay datos limita-
dos en los principales ensayos clinicos, lo que dificulta tomar las
decisiones mds acertadas respecto a la terapia anticoagulante oral
en este grupo de pacientes.

Objetivos

Evaluar la efectividad y la seguridad de los anticoagulantes
orales inhibidores directos (ACOD) comparados con el acenocu-
marol en pacientes fragiles y mayores de 80 afios con FA.

Métodos

Entre 2016 y 2018 se incluyeron 820 pacientes, mayores de
80 afios, con FA, a los que se administraron ACOD (n = 556) o
acenocumarol (n = 264) para la prevencion del ictus y la embolia
sistémica. El seguimiento minimo fue de 6 meses y se analizaron
los eventos tromboembdlicos (ETE), eventos hemorrdgicos ma-
yores (EHM) y muerte por todas las causas. Los factores clinicos
fueron comparados entre ambas cohortes. Para medir la fragilidad
se utilizo la Clinical Frailty Scale (CFS) y se incluyeron pacientes
con una puntuacién CFS de < 7.

Resultados

En el grupo de ACOD (edad: 87,4 + 5,2 afios; mujeres:
57,2%; puntuacion: CHA,DS -VASc 5,0 + 1,8; HASBLED: 5,0 +
2,3 y ERC [grado III-IV] 93,5%) se incluyeron 81 pacientes con
dabigatran, 103 rivaroxaban, 158 apixaban y 214 edoxaban. E1 75
% de los pacientes con ACOD recibi6 una dosis reducida y el gru-
po de apixaban fue el que presenté mds pacientes con dosis plenas
(64,5%; n = 102). Con una mediana de seguimiento de 14 + 8,9
meses, se evidenciaron 21 ETE (ACOD: 6; AVK: 15) y 29 EHM
(ACOD: 9; AVK: 20). En la cohorte de ACOD, todos los ETE
ocurrieron en pacientes con dosis reducidas. Los pacientes con
ACOD mostraron un riesgo menor de ETE (1,72 frente a 2,91 por
cada 100 personas-afio; HR: 0,174; intervalo de confianza [IC]
del 95%, 0,051-0,573, p = 0,002), sangrado mayor (1,34 frente a
3,92 por 100 personas-aiio; HR: 0,110; IC 95%: 0,068 a 0,563, p
=0,001) y muerte por todas las causas (2,37 frente a 3,60 por 100
personas-aiio; HR: 0,29; IC 95%: 0,10 a 0,029, p = 0,030). La he-
morragia digestiva fue el tipo de EHM mas frecuente para ambas
cohortes (25 eventos) y comtin para los pacientes con acenocuma-
rol (11 eventos) rivaroxabdn (4 eventos) y edoxabdn (4 eventos).

Conclusiones

En pacientes fragiles y mayores de 80 afios con FA, los ACOD
podrian estar asociados con un menor riesgo de ETE, sangrado
grave y muerte por todas las causas que el acenocumarol. Es ne-

cesario estudios prospectivos y aleatorizados para esta poblacién.

*Comunicacion oral seleccionada para simposio.
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Necesidades y cambios en el laboratorio de hemostasia

Cooroinapores:  Dr. Angel Bernardo Gutiérrez. Hospital Universitario Central de Asturias. Oviedo
Dr. Ihosvany Fernandez Bello. Hospital Universitario La Paz. Madrid

Los laboratorios de hemostasia constituyen el eje vertebrador sobre el que se articulan aproximadamente el 70-80%
de nuestras decisiones clinicas con los pacientes. Al mismo tiempo que la terapéutica hemostdtica, los laboratorios de
hemostasia estdn sufriendo una auténtica revolucién para adaptarse a las nuevas necesidades y cambios que estd sufriendo
la hemostasia en los tltimos afios. Estdn implementandose técnicas cada vez mds sofisticadas, precisas y fiables, pero que
conllevan un mayor grado de complejidad a la hora de su interpretacion, asi como de su manejo.

Resulta, por tanto, fundamental una formacion y actualizacién adecuadas en este dmbito, que van a ser determinantes para
poder realizar un diagndstico, abordaje, tratamiento y monitorizacién de los pacientes con coagulopatias tanto congénitas
como adquiridas. Ademds, la importancia del laboratorio de hemostasia radica en su gran impacto en la asistencia, no
solo en el 4mbito de la hemostasia, sino en casi todas las especialidades médicas y quirtrgicas, desde atencién primaria a
especializada. De todo lo anterior se deduce que los especialistas en hematologia deben tener un conocimiento y un dominio
de esta area de diagndstico que se antoja fundamental para poder desarrollar una eficiente actividad clinica en cualquiera de
los dmbitos en los que se vean abocados a ejercer su actividad.

La incorporacién de nuevas moléculas al arsenal terapéutico para el tratamiento de la hemofilia va a implicar profundos
cambios en el laboratorio de hemostasia. La Dra. Inmaculada Soto Ortega nos aporta en la primera ponencia una valiosa
revisién de las metodologias actuales de laboratorio y de los cambios requeridos para realizar una correcta valoracién
de la actividad de los factores de vida media extendida en funcién de sus modificaciones. En el campo de las terapias
no sustitutivas, también nos brinda un resumen exhaustivo de las propiedades bioldgicas del emicizumab (Hemlibra®,
Hoffmann-La Roche), del fitusirdn (Alnylam®, Pharmaceuticals) y el concizumab (Novo Nordisk®), haciendo hincapié en
elementos claves para la monitorizacién de estas moléculas en el laboratorio. La terapia génica para el tratamiento de la
hemofilia se vislumbra como uno de los éxitos mds rotundos de la ciencia moderna. Sin embargo, los factores VIII o FIX
secretados por las células transducidas podrian presentar estructuras modificadas que obligarfan a realizar cambios en las
técnicas actuales de laboratorio para su correcta determinacion. Esta problemdtica también se aborda en esta ponencia.

El desarrollo de inhibidores adquiridos de la coagulacion es habitual en los laboratorios de hemostasia, pero solo
aquellos con riesgo hemorrdgico o trombético confirmado pueden presentar una morbimortalidad significativa. Por este
motivo, su rdpida deteccion es de suma importancia. Los Dres. Nino Haya Guaita y Andrés Moret Peir6 nos brindan en
la segunda ponencia una revision sobre la clasificacién y las caracteristicas clinicas de los inhibidores adquiridos de la
coagulacidn, haciendo referencia a las técnicas de laboratorio mds utilizadas para el diagndstico de inhibidores dirigidos
contra FVIII, FvW, FI, FII, Flla, FV, FX, FXI, FVII y FXIII. También profundizan en la piedra angular del laboratorio
en este campo, el test de mezclas de gran utilidad para orientar el diagndstico en situaciones de urgencia que pueden
presentarse en cualquier laboratorio de respuesta rapida. El inhibidor inespecifico o de interferencia mds comun en la
préctica clinica, el anticoagulante lipico, también se aborda en profundidad.

Asimismo, se exponen de forma clara y precisa los puntos claves a tener en cuenta en el momento de la cuantificacion de
los inhibidores mediante pruebas funcionales (Bethesda y Nijmegen-Bethesda), especificando el significado y la fiabilidad
de los resultados obtenidos por estas técnicas. Finalmente se describe la clasificacién de inhibidores de tipo 1 y 2, asi como
la técnica ELISA para la cuantificacion no funcional de los inhibidores.

El 4mbito materno-infantil comporta condiciones especiales que trasladan dificultades adicionales al laboratorio de
hemostasia. En estas situaciones, los rangos de referencia son distintos y la interpretacion, asi como su trascendencia
clinica, no puede traducirse siguiendo las mismas lineas interpretativas que en un paciente adulto de referencia.

El Dr. Rubén Berrueco Moreno expone en la tercera ponencia las caracteristicas especiales de la hemostasia del
recién nacido, y brinda pautas claras para la correcta interpretacion de los resultados del laboratorio. También presenta la
problematica del laboratorio en el caso del prematuro y nos brinda gufas para facilitar su abordaje. Otras situaciones de
especial manejo en la infancia —como el valor de la vitamina K, los tiempos de obturacién usados en funcién plaquetaria
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o los métodos coagulométricos mecénicos, el valor del dimero D y el manejo del anticoagulante ldpico en estas edades
infantiles— también se tratan en profundidad. Por ultimo, aborda las diferentes peculiaridades que acontecen en el
embarazo, como la hipercoagulabilidad por el incremento de estrégenos, la trombopenia gestacional del dltimo trimestre, la
disminucion de la proteina S, que origina resistencia a la proteina C en mds de la mitad de las embarazadas, el consumo de
plaquetas y factores de la coagulacién durante el parto o el incremento después de los niveles de dimero D por un aumento
de la funcién fibrinolitica.

En conclusidn, este simposio pretende abordar temas de diagnéstico de hemostasia que estdn sufriendo una auténtica
revolucion y contribuir a la actualizacién formativa de nuestros compafieros en este campo de conocimiento que en muchas
ocasiones es poco conocido, pero que tiene una importancia trascendental para poder manejar de forma eficaz, segura y
dptima a nuestros pacientes.
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Nuevas terapias en hemofilia y su impacto en el laboratorio de hemostasia

Soto Ortega I.
Seccion de Hemostasia y Trombosis. Hospital Universitario Central de Asturias. Oviedo

Introduccion

El papel del laboratorio clinico en el paciente hemofilico es
crucial no solo para el diagndstico y la clasificacion de la grave-
dad de la enfermedad mediante la medida del factor deficiente,
sino también para la monitorizacién del tratamiento mediante la
medida de la recuperacion alcanzada por el factor sustituido tras
su infusién.

Hasta hace poco, los laboratorios clinicos han monitorizado
el tratamiento de la hemofilia midiendo los factores de coagula-
cién antes/después de la infusién de los correspondientes con-
centrados de factores de coagulacién (CFC) de origen humano o
recombinante; sin embargo, la incorporacién de los nuevos trata-
mientos que han sido o estdn siendo desarrollados en la actuali-
dad va a implicar cambios sustanciales en la practica habitual del
laboratorio de hemostasia (1).

En la tabla I se describen los CF EHL, asi como los agentes
no sustitutivos.

Tabla I.

Monitorizacion del tratamiento
Concentrados de FVIII/FIX de vida media extendida

La monitorizacién del concentrado de factor infundido es
crucial tanto en la profilaxis para conocer el comportamiento far-
macocinético del factor infundido como durante la cirugfa, en la
que puede surgir una hemorragia de distinta gravedad en caso de
que el CF infundido no alcance las concentraciones eficaces para
lograr la hemostasia (1).

La medida de la actividad del FVIII o del FIX se realiza por
lo general mediante dos tipos de ensayos funcionales: coagulo-
métrico y cromogénico. El primero es el mds ampliamente utili-
zado y mide la capacidad del plasma del paciente para acortar el
tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPA) de un plasma
deficiente en FVIII o en FIX (1,2). El método cromogénico, a su
vez, se basa en el uso de sustratos cromogénicos que mimetizan
el sustrato natural de las enzimas de la coagulacién y que tienen

Factores de coagulacion de vida media extendida

No modificados
(promedio de vida media)

Modificacion

Conjugacion con polietinelglicol o fraccion Fc

Conjugacion con albamina, polietinelglicol o

Promedio de vida media tras modificacion

Aproximadamente 2 dias

Aproximadamente 5 dias

Nuevos farmacos no basados en factores de coagulacion

FVIII (8-12 h) de la 1gG
R fraccion Fc de la IgG
Producto

Emicizumab Anticuerpo monoclonal biespecifico que
mimetiza la accion del FVIII

Fitusiran RNA de interferencia de la sintesis de
antitrombina

Concizumab

Caracteristicas

Anticuerpo monoclonal frente al TFPI

Mecanismo de accion

Unién del FIXa al FX, conduciendo
a la activacion del FX

Reduccion de la expresion de antitrombina,
incrementando asi la generacion de trombina

Antagoniza el TFPI, incrementando asi
la generacion de trombina

Modificado de: Tripodi A, Chantarangkul \, Novembrino C, et al. Advances in the Treatment of Hemophilia: Implications for Laboratory Testing. Clinical Chemistry 2019;65(2):254-62.
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fijado un marcador cromégeno. El FXa se encuentra anclado al
substrato cromogénico. Por la accién enzimatica inespecifica de
aquellas enzimas, se libera la sustancia cromdgena, cuya intensi-
dad puede ser medida por un espectofotometro. La intensidad de
color es proporcional a la cantidad de FXa generado, a su vez pro-
porcional a la cantidad de FVII/IX de la muestra. Asf, el resultado
final de la técnica coagulométrica es la formacion de un codgulo,
mientras que el de la cromogénica es el cambio de color en un
sustrato cromogénico (3-5). Pros y contras de ambos métodos se
resumen en la tabla IT (1).

La variable mds importante en la técnica coagulométrica es
la composicién de los reactivos del TTPA, que pueden diferir en
términos de los activadores de los factores de contacto (cuatro
clases: silica, acido eldgico, caolin y 4cido polifenélico, con va-
riaciones a su vez entre los reactivos que contienen silica y dcido
eldgico) o de los fosfolipidos. Otra fuente de variabilidad es el
plasma deficiente. La técnica cromogénica es menos variable, no
requiere plasma deficiente y es poco sensible a interferencias por
la presencia de anticoagulante lipico. Existen distintos tipos de
ensayos cromogénicos, con proteinas humanas y con protefnas
bovinas, por lo que podria haber diferencias entre ellos en la me-
dida del CF infundido. El coste por prueba es superior al de la
técnica coagulométrica, pero puede reducirse realizando andlisis
por lotes y alicuotando y congelando los reactivos tras su recons-
titucioén (1,5).

Histéricamente ambos ensayos se han realizado satisfactoria-
mente tanto con FVIII/IX nativo de origen plasmético o como
recombinante; no obstante, los CF recombinantes de vida me-
dia extendida (EHL) recientemente introducidos plantean retos
en la monitorizacién de laboratorio de los niveles posinfusion,
pues contienen modificaciones moleculares como deleccion

Tabla Il.

del dominio B (BDD), truncamiento, fusién con el fragmento Fc
de la IgG o con albimina y unién a polietinelglicol (PEG), con
el objetivo de alargar su vida media y reducir asf la frecuencia de
infusiones. Muchos de ellos muestran una notable discrepancia
en su determinacion entre los dos tipos de técnicas de medida, asi
como también entre distintos ensayos coagulométricos, probable-
mente relacionado con el tipo de activador del TTPA utilizado, as{
como por un reconocimiento diferente de las moléculas de FVIII
y/o IX modificadas (2,3,5). La transcendencia de esta variabili-
dad estriba en que los pacientes pueden recibir un tratamiento
excesivo o insuficiente dependiendo del ensayo utilizado para su
monitorizacion.

Para la técnica coagulométrica, los datos mds significativos
para los CFVIII/IX EHL se detallan en las tablas Il y IV. En el
caso del rFVIII-SC, aunque la FDA permite una multiplicacién
del factor para compensar el resultado, esta estrategia no se reco-
mienda de forma general (5,8,9). BAY-94 y N8-GP han presenta-
do problemas con algunos reactivos, pero no con otros. rFVIIIFc
y rFVIII-PEG no parecen comportar serios problemas de medida
(5,6).

En cuanto a la técnica cromogeénica, se aprecia mucha menor
variabilidad y mayor precisién, aunque, especialmente en el caso
del FIX, los datos disponibles son limitados; no obstante, N9-GP
puede ser determinado con los dos ensayos cromogénicos comer-
cializados disponibles, mientras que para el rFIX-Fc debe usarse
el de Biophen. No hay datos para el rFIX FP (5). En las tablas V
y VI se detallan las recomendaciones para determinados CFIX
EHL (8).

Considerando las numerosas variables que afectan al método
coagulomérico, el cromogénico parece de eleccion y los laborato-
rios que prefieran el uso de ensayos coagulométricos deben saber

Pros

Contras

Técnica coagulométrica

Ampliamente disponible

Relativamente barata

Adecuada para uso en situaciones de emergencia
Estabilidad de los reactivos reconstituidos
Experiencia clinica

Familiaridad

Necesita plasma deficiente
Reproductibilidad relativamente pobre

Relativamente amplia variabilidad entre reactivos

Técnica cromogénica

Relativamente simple de realizar

Facil de configurar en coagulometros ordinarios
Adecuada para uso en situaciones de emergencia
Reproductibilidad aceptable

No precisa plasma deficiente

Relativamente insensible a interferencias por anticoagulante lGpico

Falta de familiaridad
Falta de estabilidad de los reactivos reconstituidos
Coste elevado

Experiencia clinica relativamente escasa

Modificada de: Tripodi A, Chantarangkul V, Novembrino C, et ak. Advances in the Treatment of Hemophilia: Implications for Laboratory Testing. Clinical Chemistry 2019;65(2):254-62.
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Tabla lll.

Reactivo

Silica

SynthaSIL
STA-PTT Automate
PTT-SP
Pathrombin SL
Triniclot Auto
Triniclot HS

Acido elagico
Actin FS
Actin FSL
Synthafax

DG Synth

Caolin
CK Prest

Acido polifenélico
Cephascreen

rFVIIl Fe

Correcto
Correcto
Desconocido
Correcto
Correcto
Correcto

Correcto
Correcto
Desconocido
Desconocido

Correcto

Correcto

rFVIII-PEG

Correcto
Correcto
Desconocido
Correcto
Correcto
Correcto

Correcto
Correcto
Correcto
Desconocido

Correcto

Correcto

rFVIII-SC

Infraestimado
Infraestimado
Infraestimado
Infraestimado
Infraestimado
Infraestimado

Infraestimado
Infraestimado
Infraestimado
Desconocido

Infraestimado

Infraestimado

N8-GP

Correcto
Infraestimado
Infraestimado
Correcto
Desconocido
Desconocido

Correcto
Correcto
Descendido
Correcto

Correcto

Correcto

BAY-94

Correcto
Infraestimado
Infraestimado
Correcto
Desconocido
Desconocido

Correcto
Correcto
Correcto
Desconocido

Desconocido

Correcto

Modificado de: Young GA, Perry DJ, for the International Prophylaxis Study Group (IPSG). Laboratory assay measurement of modified clotting factor concentrates: a review of the literature
and recommendations for practice. J Thromb Heamost 2019;17:567-73.

IELIERLA

Reactivo

Silica

SynthaSIL
STA-PTT Automate
PTT-SP
Pathrombin SL
Triniclot Auto
Triniclot HS

Acido elagico
Actin FS
Actin FSL

Synthafax
DG Synth

Caolin
CK Prest

Acido polifendlico
Cephascreen

Correcto

Desconocido
Desconocido

Correcto
Correcto
Correcto

rFIX Fc

rFIX FP

Correcto
Correcto
Desconocido
Correcto
Desconocido
Correcto

Correcto a niveles normales, pero demasiado alto a niveles de FIX de 5-20% Infraestimado

Correcto
Correcto
Correcto

Infraestimado

Correcto

Desconocido
Desconocido
Desconocido

Infraestimado

Desconocido

N9-GP

Infraestimado

Sobreestimado
Sobreestimado
Sobreestimado
Sobreestimado
Sobreestimado

Infraestimado

Infraestimado
Correcto
Correcto

Infraestimado

Correcto

Modificado de: Young GA, Perry DJ, for the International Prophylaxis Study Group (IPSG). Laboratory assay measurement of modified clotting factor concentrates: a review of the literature
and recommendations for practice. J Thromb Heamost 2019;17:567-73.
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N8 GP Bay 94-9027 rFVilIFe
Cromogénicos Si Si Si
Coagulométricos

STA-PTT A No No Si
STA-C.K. Prest Si 7 Si
Actin FS Si 7 Si
Actin FSL Si i? Si
Pathtombin SL 7 i? Si
SynthASil i? 7 Si
SynthAFax No Si 7
DG Synth Si 7 7
Cephascreen Si Si Si
APTT Sp No No 7

Modificado de: Kitchen S, Tiefenbacher S, Gosselin R. Factor Activity Assays for Monitoring Extended Half-Life FVIIl and Factor IX Replacement Therapies. Semin Thromb Hemost
2017;43:331-7.

LELIER/

N8 GP Bay 94-9027 rFVIlIFe
Cromogénicos Si Si i?
Coagulométricos

STA-PTTA No Si Si
STA-C.K. Prest No No No
Actin No o7 o7
Actin FS No Si No
Actin FSL No Si i?
Pathtombin SL No Si Si
SynthASil No Si Si
SynthAFax Si o7 o7
DG Synth Si i? i?
Cephascreen Si Si i?
APTT Sp No i ¢?
Auto APTT i? Si i?
Platelin L i? Si 7
DAPTIN Si i? i?

Modificado de: Kitchen S, Tiefenbacher S, Gosselin R. Factor Activity Assays for Monitoring Extended Half-Life FVIII and Factor IX Replacement Therapies. Semin Thromb Hemost
2017;43:331-7.
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que la recuperacion de CF infundido puede ser diferente de la
esperada por la potencia etiquetada (1). Asi, con independencia
del tipo de CF, cada laboratorio debe seleccionar un ensayo que
ofrezca resultados similares a los del usado para asignar la po-
tencia al producto en cuestion, como recomienda la Haemophilia
Centers Doctors’ Organization britdnica (6-8).

Agentes sorteadores o baipas

Otro problema a considerar es la monitorizacién de pacientes
con alto titulo de inhibidor frente al FVIII o FIX y que precisan
de agentes baipds (concentrados de complejo protrombinico ac-
tivado (CCPa) o factor VII activado recombinante [FVIlar]) para
control o prevencion de los sangrados. En estos casos, los test
globales de coagulacion (test de generacion de trombina [TGT]
y/o tromboelastografia [TEG]) han demostrado su utilidad en la
valoracion de la respuesta hemostdtica al tratamiento aplicado
y, de hecho, pueden considerarse complementarios, ya que cada
uno estudia diferentes marcadores de la hemostasia. No obstante,
la experiencia en este dmbito es muy escasa y ni el TGT ni la
TEG han sido aprobados por las agencias reguladoras con este
fin (1,10).

Terapia no sustitutiva

En los ultimos afios, para la profilaxis de pacientes hemofi-
licos, estdn introduciéndose productos que no requieren infusién
de CFC (Tabla II). Actualmente se desconoce si estos farmacos
deben ser monitorizados durante el tratamiento, pero es posible
que ocasionalmente se requiera algtn tipo de evaluacién de la-
boratorio. Su impacto sobre las pruebas de coagulacién es poco
conocido (1).

LELIERYI

Emicizumab (Hoffmann-La Roche)

Es un anticuerpo monoclonal humanizado biespecifico que
realiza la funcién del FVIIIa uniendo simultineamente a la enzima
(FIXa) y al sustrato (FX), lo que permite la activacién del FX sin
la contribucién del cofactor FVIII (1,11,12). Emicizumab, admi-
nistrado a una dosis fija con inyecciones semanales, bisemanales o
mensuales subcutdneas, mostré eficacia en los ensayos clinicos en
fase III de pacientes con hemofilia con y sin inhibidor. Emicizumab
ha sido aprobado por las agencias estadounidense y europea FDA y
EMA (12).

La capacidad de los ensayos clinicos actuales para cuantificar la
potencia hemostdtica de emicizumab en un sujeto en profilaxis es li-
mitada. Basandose en estudios en monos cynomolgus, se ha sugerido
un factor de conversién para emicizumab (ug/ml) a su “equivalente”
FVIII:C de 0,3, de forma que una concentracién de 33 ug/ml corres-
ponderfa a un FVIII:C de aproximadamente un 10% (11).

Emicizumab interacciona con todas las pruebas de coagulacién
basadas en la via intrinseca (en la tabla VII se detallan las pruebas
afectadas y no afectadas por emicizumab) (11,12). Las caracteristi-
cas de su unién hacen que incluso bajas concentraciones normalicen
el TTPA, aboliendo asf la tipica relacién entre la actividad del FVIII
y el TTPA usado para monitorizar su efecto hemostético. Al no re-
querir activacién por trombina, emicizumab origina un acortamiento
suprafisioldgico del tiempo de coagulacion y, por lo tanto, la técnica
coagulométrica realizada en su presencia sobreestimard el nivel de
FVIIL:C (11). Cuando se mide la “actividad similar” al FVIII me-
diante la técnica cromogénica con reactivos de origen humano, esta
se relaciona de manera lineal y dependiente de la dosis con las con-
centraciones de emicizumab, mientras que los reactivos de origen
bovino son totalmente insensibles y, por lo tanto, pueden ser utiliza-
dos para monitorizar la actividad del FVIII endégeno o del CFVIIL

Resultados afectados por emicizumab*

Tiempo de tromboplastina parcial activado (TTPA) (falso acortamiento)
Pruebas coagulométricas (basadas en TTPA) (falso aumento)
Pruebas cromogénicas (reactivos humanos)

Pruebas Bethesda o Nijmegen-Bethesda (basadas en TTPA) (falsos negativos)

Tiempo de coagulacion activado (TCA)

Prueba para la resistencia a la proteina C activada (R-PCA) basada en TTPA

Resultados no afectados por emicizumab

Tiempo de trombina (TT)

Prueba de factor simple basada en el tiempo de protrombina (TP) de una etapa

Test cromogénicos de un solo factor distinto del FVIII

Test inmunolagicos (por ejemplo, ELISA, métodos turbidométricos)

Test de Bethesda (cromogénico bovino) para titulos de inhibidor del FVIII
Pruebas genéticas de factores de la coagulacion

*Estos efectos pueden persistir hasta 6 meses después de la Gltima dosis de emicizumab.
Modificado de:

11. Al-Samkari H, Croteau SE. Shifting landscape of hemophilia therapy: Implications for current clinical laboratory coagulation assays. Am J Hematol 2018;93:1082-1082.
12.https://www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/hemlibra-epar-product-information_es.pdf
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infundido en las situaciones que eventualmente lo precisen (sangra-
dos intercurrentes, cirugias, etc.), asi como para titular a los inhibi-
dores del FVIII (1,2,11). Cuando se administran simultaneamente
emicizumab y CFVIII, la hemostasia a corto plazo probablemente
sea conducida por el CFVIIL pues a altas concentraciones compite
con emicizumab por la unién al FIXa para el que tiene una afini-
dad muy superior (11). No se dispone de informacion acerca de si la
“actividad similar” al FVIII o la concentracién del formaco medida
después de la inyeccién de emicizumab estd o no correlacionada con
su eficacia hemostatica (1).

Una alternativa para la monitorizacién del efecto del emicizu-
mab son los test globales de hemostasia: TGT y TEG. El tratamiento
con emicizumab produce una correccion completa del TEG al mes
y alos 2 meses de su administracién, resultados comparables a los
de los voluntarios sanos. E1 TGT muestra una marcada mejorfa y se
parece al de los pacientes diagnosticados de hemofilia leve, aunque
el pico de trombina es de un tercio respecto al de los voluntarios sa-
nos. También se ha descrito una notable mejoria del ETP (pardmetro
que describe la cantidad total de trombina que puede generar una
muestra) que resulta similar al de un hemofilico leve, (11,13). La uti-
lidad clinica de estas pruebas es variable debido en parte a la escasa
estandarizacion y a la dependencia individual en la realizacién del
test. Las agencias reguladoras atin no han autorizado ninguna de las
pruebas anteriores para este efecto (1).

Con el objetivo ultimo de alcanzar hemostasia, se ha desarro-
1lado un enfoque alternativo con la elaboracién de productos que
interfieren con los anticoagulantes naturales, como la antitrombi-
na (AT) y el inhibidor de la via del factor tisular (TFPI).

Fitusiran (Alnylam Pharmaceutical)

Pequefia molécula ARN de interferencia que se une al ARNm
de la AT en el higado y bloquea la traduccién de AT. En adminis-
traciéon mensual subcutdnea, fitusirdn condujo a una mejor ge-
neracién de trombina y a una reduccién de la tasa anualizada de
sangrado. Su monitorizacién se realiz6 mediante determinacién
de los niveles de AT con test cromogénico y de la generacién de
trombina mediante un trombograma automatizado (2).

Concizumab (Novo Nordisk)

Es un anticuerpo anti-TFPI monoclonal humanizado que per-
sigue la modulacién del complejo FVIla-factor tisular y, en con-
secuencia, aumenta la generaciéon de trombina en pacientes con
hemofilia. Los experimentos preliminares en individuos sanos
que recibieron inyeccion subcutdnea de concizumab y los experi-
mentos in vitro en plasma de hemofilicos mostraron un aumento
en la generacion de trombina dependiente de la dosis (2).

Fitusiran y concizumab atn no han completado los ensayos
clinicos de fase III y, por lo tanto, atin no estan aprobados por las
agencias reguladoras. Todavia se desconoce si los pacientes en
tratamiento requerirdn eventualmente monitorizacién de labora-
torio. Se sabe muy poco sobre coémo monitorizar estos firmacos,
pero puede especularse que la medida de las concentraciones de
antitrombina o TFPI (respectivamente) podria ser util. Ademas,
debe tenerse en cuenta que el fitusirdn podria complicar el trata-

miento y la monitorizacién de los pacientes que desarrollan trom-
bosis intercurrente y precisan anticoagulacion podria afectar, por
ejemplo, a los ensayos anti-factor Xa de heparina que dependen
de forma variable de la AT del paciente (1).

Terapia génica

Durante la ultima década se ha logrado un gran progreso en la
terapia génica para la hemofilia. Usando FVIII o FIX de tipo salvaje
o modificado en vectores de virus adenoasociados para lograr expre-
sion estable de FIX o FVIII, se han obtenido buenos resultados en
ensayos clinicos de fase III con pacientes que alcanzaron concen-
traciones del factor deficitario suficientes para mejorar su fenotipo
hemorragico. Sin embargo, la terapia génica puede plantear retos en
la monitorizacién de laboratorio, ya que las discrepancias observa-
das hasta el momento entre los test en la posinfusién de CFC con-
vencionales o modificados descritos previamente probablemente se
apliquen también al factor o a los factores derivados de la terapia
génica, pues los factores de coagulacion (tanto FIX como FVIII) que
se segregan en respuesta a la misma pueden tener una estructura/
caracteristicas variables y ser asi reconocidas de forma distinta por
los diferentes ensayos de laboratorio (1).

Conclusiones

1. La aparicién de nuevos y modificados CFC ha permitido
a los pacientes continuar recibiendo tratamientos altamen-
te efectivos y seguros a la vez que alcanzar niveles valle
superiores, asi como reducir el intervalo entre dosis y me-
jorar su calidad de vida. Sin embargo, al mismo tiempo
surge el problema de medir el nivel “real” del CFC infun-
dido, particularmente con los CFC EHL.

. Se han observado diferencias en los niveles posinfusién de
los CFC EHL con los distintos tipos de test (coagulométri-
cos o cromogénicos). Como posibles soluciones estarian:
cambiar del método coagulométrico a cromogénico, usar
estandares especificos del CF para calcular y expresar re-
sultados o emplear el mismo método que se haya emplea-
do para su etiquetado.

. En este complejo escenario, organizaciones como el Sub-
comité Cientifico y de Estandarizaciéon de la Sociedad
Internacional de Trombosis y Hemostasia (ISTH) deben
desarrollar alguna forma de estandarizacion.

. Las terapias no sustitutivas suponen nuevos retos para el
laboratorio y hacen necesarias nuevas estrategias que de-
terminen la capacidad hemostatica en el contexto del mi-
croambiente vascular e incorporen la complejidad de las
interacciones entre células endoteliales, plaquetas y facto-
res de coagulacion.

. En los préximos afios se prevén cambios sustanciales en el
laboratorio de hemostasia.
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Diagnéstico y monitorizacion de los inhibidores adquiridos de la coagulacion
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Introduccion

Los inhibidores adquiridos de la coagulacién son alteraciones
infrecuentes. Podemos clasificarlos en dos grandes grupos: inhi-
bidores no especificos o de interferencia —el mas tipico es el anti-
coagulante lipico—y los inhibidores especificos frente a un factor
de la coagulacién. Dentro de los dltimos podemos considerar dos
subtipos: a) los que se dan en individuos con déficit congénito del
factor frente al que va dirigido el inhibidor —los mas tipicos son
los inhibidores frente al factor VIII (FVIII)-, que se producen en
los hemofilicos A graves tras la exposicion a los concentrados de
FVIII: estos son aloanticuerpos, y; b) los que se desarrollan en
un individuo que previamente tiene una hemostasia normal y no
tiene ningtn déficit de factor de la coagulacién: estos son autoan-
ticuerpos. Dentro de lo infrecuente de estos ultimos, los mas fre-
cuentes son los que van dirigidos al FVIII, aunque estan descritos
frente a todos los factores de la coagulacién. Es muy importante
diferenciar entre uno y otro tipo de inhibidor (el comportamiento
clinico puede ser incluso antagénico). Un correcto diagndstico es
fundamental para poder aplicar los tratamientos adecuados.

En los laboratorios ordinarios se detectardn con mas frecuen-
cia los inhibidores de la poblacion general. En estos, el estudio
de los inhibidores se realizard bien porque un paciente tiene cli-
nica hemorrdgica que previamente no presentaba o bien porque
se detecte una alteracion en las pruebas de coagulacion. Lo mds
frecuente es que esté el tiempo de tromboplastina parcial activado
(TTPa) prolongado y se llegue al diagndstico de un anticoagulan-
te ldpico (AL).

Los inhibidores especificos frente a un factor en pacientes
hemofilicos se detectardn habitualmente en laboratorios de cen-
tros de tratamiento de hemofilia; en este caso, se detectardn tras
realizar busquedas periddicas rutinarias en estos pacientes o por
una deteccién dirigida al apreciar una falta de respuesta a los tra-
tamientos aplicados.

Los laboratorios deben tener la capacidad de poder discrimi-
nar entre deficiencia de factor, la presencia de un inhibidor es-
pecifico, inhibidores inespecificos como AL y anticoagulantes
como la heparina, que puede simular el efecto de los inhibidores
en algunas pruebas de laboratorio (1).

Inhibidores inespecificos o de interferencia

Los inhibidores inespecificos o de interferencia son anticuer-
pos u otras sustancias que por diversos mecanismos “interfieren”
en el proceso de la coagulacién in vitro. Pueden afectar a la de-
terminacién de la actividad coagulante de los factores implicados

en la via alterada (1). Ejercen su efecto en una o varias etapas de
coagulacion y se asocian a diferentes situaciones clinicas. Pueden
detectarse en individuos asintométicos y dar manifestaciones he-
morrdgicas o ser factor de riesgo de trombosis y/o complicacio-
nes obstétricas.

Inhibidores especificos

Son inmunoglobulinas dirigidas contra epitopes funcionales
de un factor de la coagulacién en particular. Se los denomina
anticuerpos neutralizantes. Hay, ademas, anticuerpos no neutra-
lizantes.

Anticuerpos neutralizantes

Actdan de modo especifico sobre la actividad coagulante de
un factor al bloquear sus sitios funcionales y se manifiestan alte-
rando las pruebas de coagulacion correspondientes. Pueden desa-
rrollarse en pacientes deficitarios, de modo secundario a la terapia
de reemplazo; como ejemplo, se citan el desarrollo de inhibidores
anti-factor VIII (a-FVIII) o anti-factor IX (a-FIX) en pacientes
hemofilicos (aloanticuerpos o isoanticuerpos) (2). Asimismo,
pueden presentarse en individuos con un mecanismo hemosta-
tico previo normal (autoanticuerpos), asociados a enfermedades
autoinmunes, neoplasias, ingesta de drogas, cirugia, posparto e
idiopéticos (3). Los inhibidores mas frecuentes son los que van
dirigidos al FVIII, aunque hay descritos contra los diferentes fac-
tores de la coagulacion, incluido el factor Von Willebrand (FVW)
(4). Las pruebas de laboratorio para detectar los inhibidores neu-
tralizantes estdn basadas en test de mezclas con plasma normal.
Se aprecia un descenso de un factor determinado y el test de mez-
cla especifico no produce correccién. Puede estimarse el titulo de
inhibidor con un ensayo Bethesda.

Inhibidores al fibrinogeno. Se sospechan cuando el TTPa,
el tiempo de protrombina (TP), el tiempo de trombina (TT) y el
tiempo de reptilasa estdn alargados, la medicion del fibrindgeno
de Clauss estd reducida y los estudios de mezclas con el TT mues-
tran un alargamiento del tiempo de coagulacion.

Inhibidores al protrombina y trombina. Se espera que un an-
ticuerpo contra la protrombina cause alargamiento del TTPa y del
TP y un TT normal. Un anticuerpo contra la trombina darfa un TT
muy prolongado y un tiempo de reptilasa normal. Los anticuerpos
antiprotrombina suelen estar asociados con el sindrome antifosfo-
lipidico y esto deberia estudiarse apropiadamente (5). Un ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) para anticuerpos anti-
protrombina podria ser util.
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Inhibidores al FV y FX. El TTPa y TP estan alargados. El TT
y el fibrindgeno serdn normales. El tiempo de veneno de vibora de
Russell diluido (dRVVT) puede estar prolongado, pero, a diferencia
del AL, no se observa correccién al afiadir fosfolipidos en exceso.
La contaminacién de la muestra con 4cido etilendiaminotetraacético
(EDTA) mimetiza los resultados de un inhibidor del FV.

El principal diagnéstico diferencial serd la deficiencia de FX
asociada a una absorcién aumentada por amiloidosis sistémica.
En esta situacion, el TP y el TTPa se corrigen con el test de mez-
clas al tratarse de un déficit, no se evidencia un inhibidor. En la
amiloidosis otros factores como el FVII, FIX, FV y FVW tam-
bién pueden estar reducidos (6).

Los inhibidores al FVII con TP prolongado.

Los inhibidores al FXI con TTPa muy prolongado a menu-
do son asintomadticos y se detectan al estudiar la coagulacién por
otras razones.

Inhibidores al FXIII. Los test de coagulacién generales, como
TTPa, TP, TT y fibrinégeno, suelen ser normales. Los ensayos de
actividad del FXIII normalmente dan resultados < 3%. Los anti-
cuerpos neutralizantes pueden detectarse con el test de mezclas
(midiendo el FXIII), pero para detectar anticuerpos no neutrali-
zantes se requieren ensayos de unién. Los ensayos inmunolégicos
pueden dar resultados variables (7).

Anticuerpos no neutralizantes

Reconocen especificamente epitopes no funcionales, por lo que
no inhiben la actividad del factor ni las pruebas de coagulacién
globales correspondientes (3). Su presencia puede implicar dis-
minucién de la concentracion por formacién de complejos antige-
no-anticuerpo que pudiesen modificar el aclaramiento del factor,
disminuyendo su vida media y provocando un déficit mediado por
anticuerpos. La expresion clinica de estos anticuerpos es variable.
En la mayorfa de los individuos no se observa alteracion de la coa-
gulacidn, a pesar de que el anticuerpo pueda modificar la vida me-
dia del factor. En otros casos los pacientes tienen disminucion de la
actividad del factor y pueden presentar manifestaciones hemorragi-
cas. La hipoprotrombinemia mediada por anticuerpos anti-factor II
(a-FII), asociada a la presencia de inhibidor ldpico, es un ejemplo
de anticuerpos no neutralizantes (8). Hay descritos otros que re-
conocen FVIII(9), EXIII o VWE(1), con diferente efecto clinico.

Test de mezclas

El test de mezclas suele ser el primer paso que se realiza en
el laboratorio tras un tiempo de coagulacién alargado y una sos-
pecha de presencia de un inhibidor de la coagulacién. Permite
discriminar entre una deficiencia de factor y un inhibidor de la
coagulacion.

En el test mezclas tipico se mezcla plasma del paciente y
plasma normal a razén de 1:1 y se incuba 2 horas a 37 °C (mezcla
problema). Los plasmas también se incuban por separado el mis-
mo tiempo y se realiza una segunda mezcla justo antes de recal-
cificar la muestra (mezcla control). Tras la incubacion se realiza
un TTPA de la mezcla control y la mezcla problema. Los posibles
resultados son:

Las dos mezclas corrigen el tiempo de coagulacion del pacien-
te, indicativo de déficit de factor. El plasma normal aporta el factor
deficitario en el paciente, corrigiendo los tiempos de coagulacién.

La mezcla control corrige el tiempo de coagulacion, pero la
mezcla problema, no. Indicativo de inhibidor de factor de la coagu-
lacion. En la mezcla control, el plasma normal aporta el factor que el
paciente tiene inhibido. Como estdn poco tiempo juntos, no es sufi-
ciente para que el inhibidor actie y neutralice el factor (esto sucede
fundamentalmente con el FVIII). En la mezcla problema, durante la
incubacidn, el inhibidor presente en el plasma del paciente neutraliza
el plasma normal y el tiempo vuelve a salir alargado.

Ninguna mezcla corrige el tiempo de coagulacion. Indicativo de
AL o inhibidores de factor de accién rapida. Los inhibidores rapidos,
como suelen ser los ldpicos y en ocasiones también de factores, son
capaces de neutralizar el plasma normal en un tiempo muy breve y la
mezcla control aparece ya alargada. Hay que tener en cuenta que si
se utiliza un activador que no es sensible a AL, el tiempo se corregird,
a pesar de la presencia de inhibidores ltpicos.

El test de mezclas puede realizarse para pacientes con un
TTPA o un TP alargado. Un TTPA alargado que no se corrige con
el test de mezclas es indicativo de inhibidores del FVIII, FIX, FXI
o FXII, también del FVW o AL. Mientras que un TP alargado que
no se corrige con el test de mezclas denota inhibidores del FVII.
Si tanto el TTPA como el TP estan alargados y no se corrigen, es
indicativo de inhibidores del FII, FV o FX.

Aparte de los inhibidores de accién rapida, otro de los pro-
blemas que tiene el test de mezclas es la falta de consenso para
determinar cudndo se considera que un TTPA o un TP se ha co-
rregido. En este sentido, existe el indice de Rosner, o indice de an-
ticoagulante circulante (ICA), definido con la siguiente férmula:

(TTPA mezcla — TTPA plasma normal)

ICA = %100

(TTPA plasma paciente)

Generalmente se considera que valores inferiores a 12% in-
dican una no correccion, valores superiores al 15% se consideran
correccion y un valor entre 12 'y 15% se define como intervalo de
incertidumbre. Es recomendable que cada laboratorio establezca
su valor de corte. Estos pueden variar segun el test que se realice.

Otro indice propuesto por Chang y cols. (10) es el porcentaje
de correccién (PC):

(TTPA plasma paciente — TTPA mezcla)
x100

- (TTPA plasma paciente — TTPA plasma normal)

En este caso, establecieron que valores de correccion tras
2 horas a 37 °C superiores a 70% sugieren la deficiencia de un
factor, menores a 58% sugieren la presencia de un anticoagulan-
te circulante y un valor entre 58% y 70% es el intervalo de in-
certidumbre. También establecen sus valores de corte para el TP
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que difieren del TTPA: mayores del 75% indican deficiencia de
factor; menores de 70%, un anticoagulante circulante y entre 70 y
75%, un intervalo de incertidumbre.

La interpretacién de los resultados de los test de mezclas pue-
de ser especialmente problemadtica con inhibidores débiles y TTPA
solo ligeramente alargados. Para potenciar la sensibilidad del test,
se ha propuesto realizar mezclas 4:1 de plasma del paciente con
plasma normal, respectivamente (11), realizando el resto del test de
la misma manera. También hay voces en contra de esta proporcion
de mezcla que alegan que la correccién de los tiempos puede ser
inefectiva, lo que da lugar a una clasificacién errénea del paciente
(12) En la mezcla 4:1, Chang propone calcular el PC de la misma
forma que la ya explicada, pero estableciendo el punto de corte en
50%, y obtiene una buena sensibilidad y especificidad a la hora de
discriminar anticoagulantes y deficiencias de factor.

Aunque en ocasiones el test de mezclas orienta a inhibidores
Idpicos, es necesario realizar un test de deteccion especifico de
AL, normalmente un dRVVT y ensayos con bajas concentracio-
nes de fosfolipidos, con posteriores test confirmatorios.

En una serie de trabajos, Kumano y cols. (13) explican la uti-
lidad del ICA para discriminar anticoagulante ldpico, déficit de
factor, heparina e inhibidores al FVIII. Con un ICA inmediato
permite diferenciar AL, de accidn rdpida, del resto, y con la dife-
rencia entre un ICA inmediato y un ICA incubado 2 horas, discri-
mina los inhibidores del FVIII de accidn lenta del resto.

La heparina puede alargar los tiempos de las pruebas genera-
les de coagulacion, especialmente el TTPA. Aunque muchos reac-
tivos de TP y del FVIII cromogénico llevan algtin bloqueador de
la heparina, concentraciones de heparina mayores de 1 U/ml pue-
den dar tiempos alargados (14). Para discriminar la presencia de
heparina se realiza un TT, que saldra alargado, y un tiempo
de reptilasa, que no se ve afectado. Sino se dispone de un tiempo de
reptilasa, puede medirse la actividad de anti-Xa, que serd positiva
en presencia de heparina.

La presencia de AL puede dar lugar a falsos valores bajos
de los factores de via intrinseca. Para soslayar esta interferencia,
pueden realizarse diluciones crecientes del plasma del paciente
con tampén. Después, cuando se mide el factor, hay que multi-
plicar por el factor de dilucidn; si hay AL con las diluciones, se
aprecia un incremento o normalizacién del factor de coagulacion
medido y, si hay déficit, no se aprecia este incremento.

Cuantificacion
Ensayo Bethesda

Una vez se detecta un inhibidor de la coagulacién, puede con-
firmarse y cuantificarse mediante el ensayo Bethesda. Tomando
como ejemplos inhibidores del FVIII, en el ensayo Bethesda el
plasma del paciente se diluye en serie con tamp6n imidazol. Cada
dilucién se mezcla con plasma normal en proporcién 1:1 y se
incuba 2 horas a 37 °C. Como control se diluye el plasma normal
con tampén imidazol en proporcién 1:1 y se incuba el mismo
tiempo. Tras la incubaciodn, se realiza una determinacién de FVIII
de las muestras y del control. De cada muestra se calcula la acti-
vidad residual (AR) respecto al control:

FVIII:C muestra
FVIII:C control

%100

Posteriormente se calcula la potencia del inhibidor en unida-
des Bethesda (UB/ml) siguiendo la férmula:

2-log, AR
UB = ﬂ X factor de dilucién

log,2

Se define como 1 UB/ml la cantidad de inhibidor que, tras una
incubacion de 2 horas a 37 °C, da un AR del 50%.

Para AR inferiores a 25% o superiores a 75%, esta estimacién
deja de ser precisa y es necesario testar una dilucién mayor o infe-
rior, respectivamente. Para los resultados con AR entre 25y 75%,
el valor que se considera mds preciso es aquel con una AR mas
cercana a 50%. Por definicion, el limite para un inhibidor positivo
es de 0,4 UB/ml, que es igual a una AR del 75%. Sin embargo, la
comunidad internacional ha consensuado el umbral para un inhi-
bidor de 0,6 UB/mL para reducir el nimero de falsos positivos.

El ensayo Bethesda puede aplicarse con pocas modificaciones
a otros factores realizando un test funcional especifico del factor es-
tudiado. En estos casos, puede disminuirse el tiempo de incubacién,
pero no existe un consenso, y en la literatura podemos encontrar
tiempos de incubacién de una hora, 30 minutos o incluso 15 minutos.
En el caso del FVW, al tener diversas funciones, puede ser necesario
realizar un ensayo Bethesda para cada funcion.

Nijmegen-Bethesda

En algunos casos se han observado falsos positivos débiles
en el rango de 0,4-1,0 UB/ml. Para solucionar esto, se desarrollé
la modificacién Nijmegen al ensayo Bethesda, que introduce dos
cambios respecto al Bethesda original: tampona el plasma normal
y sustituye el tampén de dilucién por plasma deficiente en FVIII
(15). Con esto se consigue, por una parte, evitar un incremento
de pH en las muestras durante la incubacion, que puede llegar a
producir inactivacion del FVIIL, y, por otra parte, asemejar entre
si la concentracion proteica total en todas las muestras. Posterior-
mente, se comprob6 que sustituir el plasma deficiente por albu-
mina bovina diluida al 4% en tampdn imidazol daba los mismos
resultados abaratando el test (16). Con el Nijmegen-Bethesda, no
solo se consigue evitar falsos positivos, sino también mejorar la
variabilidad interlaboratorio (uno de los mayores problemas del
ensayo Bethesda, aunque sigue lejos de ser satisfactoria).

Tratamiento previo por calor
Otra modificacién que puede reducir la variabilidad consiste

en calentar las muestras de plasma de paciente a 56 °C durante
1 hora antes de realizar las diluciones. Este tratamiento degrada
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el factor endégeno residual sin afectar a los inhibidores. De otro
modo, en muestras con niveles de FVIII > 5 UI/dL puede infraes-
timarse la cantidad de inhibidor presente, y es necesario tenerlo
en cuenta a la hora de calcular los resultados.

Otros factores a tener en cuenta

La variabilidad de los ensayos Bethesda también estd influen-
ciada por el origen del plasma deficiente utilizado. Si bien pueden
utilizarse tanto plasmas congénito deficientes, inmunodeplecio-
nados o deplecionados, es esencial que el plasma sea realmente
deficiente en el factor (< 1 UI/dL). No deberia haber anticuerpos
inhibidores en el plasma, y el contenido de FVW debe ser nor-
mal. Otro elemento influyente puede ser el contenido de FVIII
del plasma normal, que debe ser tan cercano como sea posible a
100 Ul7dl de FVIIL.

Para la determinacién del FVIII, puede utilizarse tanto el en-
sayo coagulante en un tiempo como el ensayo cromogénico. Sin
embargo, se han descrito discrepancias en el rango de titulos de
inhibidor bajos (17,18).

El método cromogénico es menos sensible al AL y a anticoa-
gulantes orales directos. Sin embargo, como el método coagula-
tivo se basa en el TTPA y es el mds utilizado en los laboratorios,
este es, generalmente, el método de preferencia.

El método de eleccion tiene especial relevancia en los pa-
cientes tratados con emicizumab. El emicizumab es un anticuer-
po recombinante biespecifico de FIXa y FX humanos. Poniendo
ambos factores en contacto, se simula la accién del FVIIIa. En
pacientes tratados con emicizumab, el ensayo Bethesda coagu-
lativo no obtiene valores deficientes del FVIII y no se detecta el
inhibidor. Sin embargo, en estos pacientes pueden utilizarse ensa-
yos cromogénicos que utilicen FIXa y FX bovinos, ya que el emi-
cizumab estd dirigido especificamente contra factores humanos.

Inhibidores tipo 1y tipo 2

En los inhibidores de tipo 1 hay una unién irreversible del
anticuerpo con el factor, no coexiste inhibidor y factor circulante.
En los inhibidores tipo 2 la unién es reversible. Puede coexistir
inhibidor y factor. Esto hace que los resultados de la técnica sean
mas dificiles de interpretar. Los tipo 1 son tipicos de la hemofilia
congénita y los tipo 2, de la adquirida (19).

Interferencia de AL en ensayos Bethesda

La presencia de AL puede provocar una sobrestimacion del
titulo de inhibidor o un falso positivo. Para eliminar esta interfe-
rencia, puede utilizarse un TTPa con reactivos insensible al AL.
El cromogénico, menos sensible al AL, también puede ser qtil.

ELISA

También puede medirse la cantidad de inhibidores mediante
un inmunoensayo de tipo ELISA. Las ventajas de este método
sobre el Bethesda son que requiere un menor nimero de dilucio-
nes y tiene una mayor sensibilidad para detectar inhibidores de

bajo titulo (20). Sin embargo, esta sensibilidad estd en entredi-
cho porque puede dar lugar a falsos positivos que requieren una
confirmacién posterior por el ensayo Bethesda. Se ha visto que
la sensibilidad del ELISA puede variar dependiendo del FVIII
adherido al fondo del pocillo y de la presencia o no de FVW. El
método ELISA detecta solo inmunoglobulinas de tipo G. Aunque
la gran mayoria de los inhibidores de factor son de este tipo, la
accidn de otras inmunoglobulinas puede quedar sin detectar. Por
ultimo, cabe destacar que el ELISA detecta anticuerpos capaces
de unirse al factor estudiado, pero no determina si estos tienen
funcién inhibitoria o no (no neutralizantes). En el caso particular
del FVW, el ELISA se considera poco fiable por la alta tasa de
falsos positivos (1).

En la poblacién general los inhibidores mds frecuentes son
los inespecificos o de interferencia, como el AL; en los labora-
torios ordinarios es recomendable disponer de técnicas sensibles
para poder diagnosticarlos. La aparicién de inhibidores especifi-
cos frente a un factor de coagulacién es sumamente infrecuente,
aunque suelen ser de gran transcendencia clinica por la gravedad
de las manifestaciones hemorrdgicas. Es importante tener a punto
las diferentes técnicas, habitualmente basadas en test de mezclas,
para poder diferenciar entre los dos tipos de inhibidor y, de esta
forma, ofrecer un correcto tratamiento. En todos los casos, la cli-
nica del paciente nos ayudard a enfocar y mejorar el diagndstico.
En el caso de pacientes con coagulopatias congénitas, los labora-
torios suelen estar mas especializados para la deteccion y cuanti-
ficacion de los inhibidores especificos.
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El diagnostico de las alteraciones de la coagulacion en el ambito materno-infantil

Berrueco Moreno R.
Servicio de Hematologfa Pediétrica. Hospital Sant Joan de Déu. Barcelona

Introduccion

La correcta obtencién y el procesamiento de las pruebas ana-
liticas del laboratorio de hemostasia tienen una importancia cru-
cial para el manejo de los pacientes. Ademds, existen situaciones
fisioldgicas, tanto en la infancia como durante la gestacién, que
deben conocerse de cara a evitar confusiones diagndsticas y tra-
tamientos innecesarios.

El laboratorio de hemostasia en la infancia
La fase preanalitica

Al igual que en otras épocas de la vida, la fase preanalitica tiene
una gran importancia en la edad pedidtrica. La peculiaridad de pin-
char a niflos de corta edad obliga a que deba prestarse atencién a pe-
quefios detalles que favorezcan una puncion venosa limpia y eviten
situaciones de estrés que podrian afectar al resultado analitico: perso-
nal experimentado, un ambiente adecuado, la colaboracion activa de
los cuidadores o de los propios pacientes, sistemas de distraccion. ..
Por ejemplo, no es infrecuente que, especialmente en la época neo-
natal, se reciban muestras obtenidas de catéteres centrales (en los que
la contaminacién con heparina podrfa conllevar errores de interpreta-
cién). También debe evitarse la practica de ejercicio fisico intenso en
los dias previos a la realizacién de la analitica (1,2).

El lugar de la puncién depende de la experiencia del personal,
pero ante la sospecha clinica de una coagulopatia, deben evitarse
aquellos lugares de dificil compresion pospuncion. El tamafio mi-
nimo de la aguja es de 25 G y estd permitido el uso de palomitas
(siempre que se descarte la parte inicial para asegurar que no se
recoge ni el aire presente en el dispositivo ni el suero utilizado
para purgarlo) (1).

En cuanto a los tubos de recoleccion de la muestra, existen
tubos de menor tamafio (1-2 ml) dtiles para la realizacién de
pruebas de coagulacién. Su limitacién es que apenas se obtiene
plasma sobrante para ampliar el estudio en caso de ser necesario.
La proporcion de anticoagulante es similar a la del adulto, pero
debe adaptarse al hematocrito del paciente: < 25% - > 60%; situa-
ciones frecuentes en hospitales con grandes unidades neonatales
(anemia de la prematuridad, pseudopoliglobulia, poliglobulia se-
cundaria a cardiopatias cianosantes y otros) (3).

La fisiologia de la hemostasia en el recién nacido

La “hemostasia del desarrollo” explica el balance fisiolégico
que acontece a lo largo de la infancia entre protefnas procoagu-

lantes, los inhibidores naturales, la fibrin6lisis y las plaquetas (4).
Algunos de los puntos principales a tener en cuenta son (Fig. 1):

La cifra de plaquetas al nacimiento estd en un rango normal
o elevado.

* Los factores de la coagulacion no atraviesan la placenta, son

sintetizados por el feto a partir de la semana 10 de gestacion.
Los factores vitamina K dependientes (II, VII, IX y X), el
FXII, FXI, precalicreina y el cinindgeno de alto peso mole-
cular estdn disminuidos al nacimiento (aproximadamente al
50% de la normalidad), pero aumentan hasta normalizarse
a los 6 meses de edad. El FVIII, FV, fibrinégeno y FXIII
presentan valores normales al nacimiento.

e La deficiencia de los factores de la coagulacién conlleva
una menor capacidad de produccién de trombina que queda
compensada, a su vez, por una menor concentracién de los
mecanismos de inhibicidn natural: antitrombina (AT), pro-
tefna C (PC) y proteina S (PS).

e Para compensar la menor produccién de trombina, la ca-
pacidad fibrinolitica del recién nacido es menor que la del
adulto.

* Por tltimo, la menor produccidén de plasmina estd equilibra-
da por una menor inhibicién.

La comprension de estas diferencias es esencial para interpre-
tar correctamente los estudios analiticos realizados en este perio-
do. Por ejemplo, un recién nacido presenta un alargamiento del
TTPa fisioldgico a esta edad que, tan solo unos meses mds tarde,
puede estar poniendo en evidencia algun tipo de patologia subya-
cente. Otro ejemplo a recordar es que un nivel disminuido de FIX
en la época neonatal no necesariamente supone el diagnéstico de
una hemofilia B leve (incluso atin si hay antecedentes familiares);
deberd comprobarse mds adelante.

Durante afios se ha postulado que estos cambios se debian a
inmadurez hepadtica, pero el estudio de pacientes pedidtricos so-
metidos a un trasplante hepdtico de donante adulto puso de ma-
nifiesto que estos nifios presentaban un perfil hemostatico similar
a lo esperable para su edad, por lo que el higado no parece estar
involucrado en la regulaciéon de la hemostasia durante el desa-
rrollo (5). De hecho, se sabe que el sistema hemostatico estd in-
volucrado en la respuesta inmune, la respuesta inflamatoria, la
angiogénesis y la cicatrizacion. Asi, es probable que las diferen-
cias en la fisiologia se expliquen, en parte, por este motivo: por
ejemplo, dado que la antitrombina es un potente antiangiogénico,
unos valores bajos durante la época fetal favorecerian el correcto
desarrollo del feto (7).

La Sociedad Internacional de Trombosis y Hemostasia
(ISTH) recomienda que cada laboratorio defina sus propios ran-
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Figura 1. Esquema del balance hemostético del recién nacido.

gos de normalidad ajustados a la edad del paciente, utilizando sus
propias condiciones técnicas. La tabla I muestra los principales
valores de referencia para los estudios de coagulacién en la edad
pediatrica (4,6).

La fisiologia de la hemostasia en el prematuro

La evaluacién de las pruebas de coagulacion en el prematuro
conlleva dificultades afiadidas: la obtencidén de la muestra, que
debe ser extraida de catéteres venosos centrales y es posible que
se vea afectada por la presencia de heparina, la necesidad de una
cantidad elevada de sangre o la falta de valores de referencia que,
ademads, se complica todavia mds si se tiene en cuenta la dificultad
para establecer cuidndo un recién nacido pretérmino es “sano”.
La tabla II muestra los resultados de dos estudios realizados en
esta poblacién que podrian ser utilizados para orientarnos a este
respecto (8,9).

La correcta valoracién de las pruebas de coagulacién, ade-
mds, ha de basarse en la existencia de clinica, pues el riesgo po-
tencial de hemorragias graves en esta poblacién (en especial la
hemorragia intraventricular) favorece la tendencia, no justificada
en muchos casos, de administrar plasma tras la valoracién de un
estudio de rutina (8-10).

La vitamina K durante la infancia

La vitamina K es una vitamina liposoluble necesaria para la
sintesis de factores II, VII, IX, X e inhibidores de la coagula-

cién (proteina C y proteina S). Como ya se ha comentado, existe
una disminucidn fisioldgica de los valores de estas proteinas en
el periodo neonatal. Sin embargo, un déficit grave de vitamina K
genera una alteracién de la hemostasia con presencia de clinica
(desde hematomas hasta hemorragias graves). A nivel analitico, el
paciente presenta un alargamiento del TP aislado en el momento
inicial, que asociard un alargamiento del TTPa en los casos mds
graves (4). En el recién nacido, su déficit comprende tres formas
clinicas (Tabla III).

Durante el resto de la edad pedidtrica, las proteinas depen-
dientes de vitamina K estdn disminuidas hasta en un 20% de ma-
nera fisioldgica. Este hecho se prolonga hasta la adolescencia, por
lo que no es infrecuente el hallazgo de pequefios alargamientos
del TP en la practica clinica habitual. Este déficit puede exacer-
barse, ademas, tras la administracion de antibidticos, infecciones
gastrointestinales de repeticion, disfuncién hepdtica, por la falta
de aporte, administracion de tratamiento anticoagulante oral y la
ingesta accidental de raticidas, entre otros motivos.

El diagnéstico diferencial del déficit de vitamina K incluye el
déficit congénito de factor VII de la coagulacion y la hepatopatia,
entidad en la que la coagulopatia se explica por el papel del higa-
do en la sintesis de la mayoria de las proteinas implicadas en la
coagulacion. La ausencia de respuesta a la vitamina K, junto con
una deficiencia de factores no vitamina K dependientes (especial-
mente el factor V), apoyard este diagndstico.

En los casos leves (la gran mayoria), antes de ampliar el estu-
dio con estudios de mezclas o dosificacion de factores, la actitud
recomendada es la administracién de vitamina K (0,3 mg/kg cada
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Tablal.
Dia1 Dia3 1 mes - 1 aiio 1-5 afios 6-10 afios 11-16 afos
TTPa (seg) 38,7 36,3 39,3 37,7 37,3 39,5
(34,3-44,8) (29,5-42,2) (35,1-46,3) (33,6-43,8) (31,8-43,7) (33,9-46,3)
TP (seg) 15,6 14,9 13,1 13,3 13,4 13,8
(14,4-16,4) (13,5-16,4) (11,5-15,3) (12,1-14,5) (11,7-15,1) (12,7-16,1)
INR 1,26 1,20 1,00 1,03 1,04 1,08
(1,15-1,35) (1,05-1,35) (0,86-1,22) (0,92-1,14) (0,87-1,20) (0,97-1,30)
Fibrinageno (g/1) 2,80 3,30 2,42 2,82 3,04 3,15
(1,92-3,74) (2,83-4,01) (0,82-3,83) (1,62-4,01) (1,99-4,09) (2,12-4,33)
Fll (%) 54 (41-69) 62 (50-73) 90 (62-103) 89 (70-109) 89 (67-110) 90 (61-107)
FV (%) 81 (64-103) 122 (92-154) 113 (94-141) 97 (67-127) 99 (56-141) 89 (67-141)
FVII (%) 70 (52-88) 86 (67-107) 128 (83-160) 111 (72-150) 113 (70-156) 118 (69-200)
FVIII (%) 182 (105-329) 159 (83-274) 94 (54-144) 110 (36-185) 117 (52-182) 120 (50-200)
FIX (%) 48 (35-56) 72 (44-97) 71 (43-121) 85 (44-127) 96 (48-145) 111 (64-216)
FX (%) 55 (46-67) 60 (46-75) 95 (77-122) 98 (72-125) 97 (68-125) 91 (53-122)
FXI (%) 30 (7-41) 57 (24-79) 87 (62-125) 113 (65-162) 113 (65-162) 111 (65-139)
FXII (%) 58 (43-80) 53 (14-80) 79 (20-135) 85 (36-135) 81 (26-139) 75 (14-117)
AT (%) 76 (58-90) 74 (60-89) 109 (72-134) 116 (101-131) 114 (95-134) 111 (96-126)
PC (%) 36 (24-44) 44 (28-54) 71(31-112) 96 (65-127) 100 (71-129) 94 (66-118)
PS (%) 36 (28-47) 49 (33-67) 102 (29-162) 101 (67-136) 109 (64-154) 103 (65-140)
Tabla Il
Nearyy cols. (8) Christensen y cols. (9)
Sangre obtenida de catéter venoso no heparinizado Sangre obtenida de cordén umbilical
< 28 semanas 28-34 semanas
23-24 semanas 25-26 semanas (n=24) (n=144)
TP (seg) n=49 n=95 TP (seg)
Media + DE 22,63+7,0 20,96 + 0,42 Percentil 5 14,5 13,9
Mediana (rango) 22,25 (13,9-39) 22,3 (13,3-31,4) Percentil 95 20,9 20,6
TPPa (seg) n=45 n=91 TPPa (seg)
Media + DE 82,62 + 37,2 7159 +21,0 Percentil 5 27 30
Mediana (rango) 79,45 (34,9-191,6) 79,7 (40,2-131,3) Percentil 95 64 57
Fibrindgeno (g/1) n=25 n="55 Fibrindgeno (mg/dl)
Media + DE 1,99 + 1,37 1,79 1,02 Percentil 5 n 87
Mediana (rango) 1,3(0,5-4,8) 1,37 (0,7-4,8) Percentil 95 535 470
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Tabla lll.

2-7 dias vida

Lactancia materna exclusiva. Ingesta

No administracion de profilaxis

Precoz
Clinica Primeras 24 horas
Antecedente Madre en tratamiento con
anticomiciales, warfarina, pobre.
cefalosporinas, rifampicina, isoniacida
Profilaxis

parto*

Tratamiento Vitamina K ev 1 mg
En caso de hemorragia grave: complejo

protombinico 20-25 Ul/kg

Clasica Tardia

4-12 semanas

Malabsorcion intestinal, enfermedad
hepética subyacente, tratamiento
antibiético de amplio espectro

Vitamina K, 1 mg intramuscular tras el

*También existe pauta por via oral: 2 mg al nacimiento, repetir dosis a la semana y al mes de vida. Algunos autores apoyan la administracién subcutdnea ante la sospecha

de coagulopatfa.

dosis, con un maximo de 10 mg) por via intramuscular u oral (esta
tltima si no hay problema de absorcién). La respuesta se obtiene
en torno a las 12-24 horas. En los casos mds graves en los que el
paciente presenta clinica hemorragica grave o si precisa de una
cirugia urgente, puede administrarse plasma fresco (15 ml/kg),
aunque la recomendacion mds actual aboga por la administracién
de complejo protombinico (25-50 Ul/kg/dosis) (11).

La utilidad de los tiempos de obturacion
en la infancia

Los tiempos de obturacién se realizan mediante el PFA-100°
o el mds moderno PFA-200°. Estos instrumentos utilizan cartu-
chos que contienen una membrana revestida de colageno/ADP o
coldgeno/epinefrina, con una pequefia apertura central. La sangre
citratada es aspirada hasta membrana, monitorizando el flujo de
sangre a través de la apertura. Las plaquetas comienzan a adhe-
rirse y a agregarse hasta que se produce la oclusién total de la
apertura (entre 1 y 3 minutos desde que se inicia el test).

Surealizacion es relativamente simple, rapida y facil de apren-
der. Ademds, precisade un volumen de sangre muy inferior (1,6 ml)
al necesario para la realizacién de un estudio de agregacién pla-
quetaria (10-20 ml), por lo que algunos autores entienden que
puede ser til en el cribado en nifios con sospecha de enfermedad
de Von Willebrand o plaquetopatias. Sin embargo, no hay datos
concluyentes acerca de su utilidad en la edad pedidtrica (12).

En la edad neonatal, los tiempos de obturacién son mas cortos
que en otras edades (que parece correlacionar con el hematocrito
elevado y los valores mas altos de factor Von Willebrand). Duran-
te el resto de la infancia, los valores de normalidad son similares
a los del adulto, por lo que podrian utilizarse como cribado de la
enfermedad de Von Willebrand y algunos defectos plaquetarios
graves, como una trombastenia de Glanzmann o una enfermedad
de Bernard-Soulier. No obstante, este test no es til para descartar
la presencia de trombopatias leves o moderadas, asi como para al-
gunos pacientes afectos de enfermedad de Von Willebrand. Ade-

mads, en ningln caso seria diagndstico por si solo ni es especifico
de ninguna alteracién en concreto. Su uso correcto precisa de una
historia clinica completa y de un estudio analitico que incluya
un hemograma, el estudio de la enfermedad de Von Willebrand u
otros test de funcionalismo plaquetar (12,13).

El valor del dimero D en la edad pediatrica

El dimero D es un producto de la degradacién de la fibrina. Si
bien su utilidad para el diagnéstico del embolismo pulmonar en
la edad adulta esta bien establecida (14), esto no ocurre en la edad
pediatrica. De hecho, su interpretacion en nifios puede confundir
al clinico, pues puede encontrarse elevado en procesos viricos, in-
flamatorios, en la sepsis, picaduras y reacciones urticariales. Asi,
el dnico escenario en el que podria ser util, de acuerdo con varias
publicaciones recientes, seria el cribado de embolismo pulmonar
en adolescentes, si bien el punto de corte deberia establecerse en
750 ng/ml (14,15).

El anticoagulante lpico en la infancia

Los anticuerpos antifosfolipidos comprenden un grupo hete-
rogéneo de inmunoglobulinas dirigidas frente a diferentes com-
plejos fosfolipidicos que, ademads, se caracterizan por prolongar
los tiempos de las pruebas de coagulacién in vitro (aunque este
hallazgo es mds sensible con unos reactivos que con otros). Su
presencia se ha relacionado con trombosis venosa y arterial, pér-
didas fetales, trombocitopenia y anemia autoinmunes.

La relevancia de un resultado positivo para el anticoagulante
ldpico en nifios no estd clara, puesto que en la mayoria de casos
se trata de hallazgos incidentales, transitorios y sin repercusion
clinica (16).

En caso de sospechar un sindrome antifosfolipido, es impor-
tante solicitar un estudio completo que incluya: anticoagulante
ldpico, anticardiolipinas IgG e IgM y beta2-glicoproteinas IgG e
IgM. El manejo de estos pacientes se resume en la tabla I'V.

108



Ponencias

Tabla IV.

Situacion clinica

Paciente asintomatico
transitorio

Episodio trombético

Actitud

Seguimiento sin tratamiento. Repetir el estudio a las 6-12 semanas para demostrar que es un problema

Prolongar el tratamiento durante 6 meses con heparina de bajo peso molecular o antagonistas de la

vitamina K. Repetir el estudio a las 6-12 semanas para demostrar que no es un problema transitorio

Trombosis de repeticion

Tratamiento anticoagulante indefinido con antagonistas de la vitamina K. Repetir el estudio a las 6-12

semanas para demostrar que no es un problema transitorio

Trombopenia inmune

Tratamiento similar a los pacientes con anticoagulante lipico negativo. Repetir el estudio a las 6-12

semanas para demostrar que no es un problema transitorio

Anemia hemolitica inmune

Tratamiento similar a los pacientes con anticoagulante lipico negativo. Repetir el estudio a las 6-12

semanas para demostrar que no es un problema transitorio

El laboratorio de hemostasia durante el embarazo

La hemostasia durante el embarazo también sufre cambios
fisiolégicos que han de conocerse. En este caso, el aumento del
nivel de estrégenos conlleva una situacion de hipercoagulabilidad
orientada a prevenir el sangrado posparto (17,18).

Por lo general, una embarazada tendrd una cifra de plaquetas
entre 150-450 x 109/1. Un recuento de plaquetas inferior a 150 x
109/1 es relativamente frecuente durante el embarazo (7-12%).
Sin embargo, en la mayoria de las ocasiones esto no comportara
ningun tipo de patologia.

Por otra parte, los tiempos de coagulacion estan discretamen-
te acortados debido a un aumento de la mayoria de los factores de
la coagulacion. Los factores II, V y IX no se modifican durante el
embarazo, el factor XI tiende a disminuir, segin refieren algunos
autores, y el factor XIII aumenta durante el primer trimestre, aun-
que posteriormente disminuye hasta el 50%.

El factor Von Willebrand también aumenta a lo largo del em-
barazo, por lo que pacientes afectas de una enfermedad de Von
Willebrand (especialmente en el tipo 1) deben ser valoradas en
el tercer trimestre para establecer las recomendaciones de cara
al parto.

El aumento de los factores procoagulantes se acompafia de
una disminucién de la PS (no asi de la PC y la AT), de modo que
algo mds de la mitad de las embarazadas desarrollan una resisten-
cia a la proteina C activada.

Por ultimo, también se ha descrito una activacion mantenida de
la coagulaciéon que se acompafia de un incremento simultineo
de la fibrindlisis, aunque sin que esto produzca patologia.

Todos estos cambios aumentan conforme progresa el emba-
razo hasta el parto, momento en el que se produce un consumo
de plaquetas y de factores de la coagulacién. El incremento de
la fibrindlisis tras el nacimiento y la expulsién de la placenta
produce un aumento de los niveles de dimero D que no tendrdn
repercusion clinica. Todos estos cambios son autolimitados y se
normalizan entre 4 y 6 semanas tras el parto. Asi, no se reco-
mendaria evaluar la hemostasia hasta mds alld de los 3 meses
tras el parto.

Consideraciones finales

Conocer las peculiaridades marcadas por la hemostasia del
desarrollo es importante no solo a la hora de interpretar los resul-
tados, sino también a la hora de establecer nuestra conducta. Esto
nos ayudard a responder no solo a qué pacientes habremos de
tratar, sino también de qué manera, estableciendo como objetivos
del tratamiento aquellos que se adecuen a la situacidn fisioldgica
en cada momento de la vida.
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Ponencias

CS-017. Diferencias en la generacion de trombina en pacientes con anticoagulante lipico
sin antecedente trombético en funcion de su grado de positividad y de la presencia

o no de anticuerpos anti-beta2 glicoproteina*

Velasco Rodriguez D, Garcia Raso A, Vidal Laso R, Martin Herrero S, Jiménez Barral E, Alonso Dominguez JM, Blas Lopez C,
Lopez Romero L, de la Plaza Rodriguez R, Minguez Minguez D, Garcia Lopez A, Martinez Becerra MJ, Vegas Sanchez MC,

Guzman Lopez K, Téllez Pérez R, Llamas Sillero P
Hospital Universitario Fundacién Jiménez Diaz. Madrid
*Comunicacion oral seleccionada para simposio.

Introduccion

El anticoagulante lipico (AL) es la interferencia producida
in vitro por un grupo heterogéneo de autoanticuerpos que pro-
longan uno o varios tiempos de coagulacién dependientes de
fosfolipidos. A pesar de alargar dichos tiempos, no se asocian a
complicaciones hemorrdgicas. Al contrario, pueden asociarse de
forma significativa a eventos tromboembdlicos y/o complicacio-
nes gestacionales recurrentes. Estos anticuerpos se dirigen directa
y especificamente contra una variedad de proteinas de unién a
fosfolipidos o a sus cofactores; su principal diana es la 2-glico-
proteina I (B2GPI). Los AL con Ac anti-B2GPI tienen mayor ries-
go trombdtico que los AL sin anti-B2GPI. Se ha estudiado el test
de generacion de trombina en pacientes con sindrome antifosfo-
lipido, pero apenas hay datos en AL sin antecedente trombético.

Meétodos

Estudio caso-control, prospectivo, comparativo y transver-
sal de 109 individuos con anticoagulante lipico sin antecedente
trombético no anticoagulados ni antiagregados. Se incluyeron,
ademads, 25 controles sanos, sin AL, sin enfermedades cronicas
o inflamatorias, con estudio bdsico de coagulaciéon normal, sin
tratamiento antitrombético. En todos ellos se realizé un estudio
de trombofilia hereditaria, que fue negativo. El estudio de AL se
1levé a cabo mediante 2 test: ARVVT (cut-off 1,2) y Silica clotting
time (cut-off 1,3). En cuanto a la intensidad del AL, consideramos
la positividad débil, moderada o fuerte si el ratio de dRVVT y/o
Silica fue < 1,5, 1,5-1,9 o = 2, respectivamente. Se estudiaron
los Ac. Anti-B2GPI y anticardiolipina mediante quimiolumi-
niscencia. A todos ellos se les realizé un TGT en el analizador
STG-Genesiia (Stago), utilizando el reactivo ThromboScreen
sin trombomodulina (TM) y con TM. Pardmetros analizados:
lag time (tiempo que tardan en empezar a formarse las primeras

trazas de trombina); peak height (cantidad maxima de trombina
generada en un momento dado); time fo peak (tiempo en alcanzar
el pico mdximo); Vel.index (velocidad mdxima de produccion);
ETP (potencial endégeno de trombina, cantidad neta, drea bajo
la curva); start tail (tiempo en el que se acaba de inhibir toda la
trombina generada) y ETP%inh (porcentaje de inhibicién del
ETP al anadir TM). Las variables con distribucién normal se des-
criben con media y desviacion tipica y se comparan con la prueba
ANOVA de un factor. Las variables con distribucién no normal de
describen con mediana y rango intercuartil y se comparan con la
prueba de Kruskal-Wallis. La normalidad se ha contrastado con
la prueba de Kolomogorov-Smirnov. Se consideraron estadisti-
camente significativos valores de p < 0,05. El estudio estadistico
se llevé a cabo utilizando el programa SPSS version 19.0 para
Windows (SPSS, Chicago, IL, Estados Unidos).

Resultados

Las diferencias en parametros del TGT en funcién del grado
de positividad del AL se resumen en la tabla I. Las diferencias
en pardmetros del TGT en funcién de si el AL se asocia o no a la
presencia de anti-B2GPI se resumen en la tabla II.

Conclusiones

A medida que aumenta la intensidad del AL se observa un
tiempo de latencia significativamente mayor, se tarda mds en al-
canzar el pico maximo de trombina y hay un menor ETP%inh
(es decir, una mayor resistencia al sistema de la TM/proteina C
activada). Las mismas diferencias y en los mismos pardmetros se
han observado en pacientes con AL y anti-32GPI. El riesgo trom-
bético de los pacientes con AL no parece estar producido por una
mayor cantidad de trombina generada sino por un aumento de la
resistencia a la proteina C activada.

*Comunicacion oral seleccionada para simposio.
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SP 001 Predisposicion germinal en sindromes mie-
lodisplasicos en adulto joven sin disfuncion
organica previa: nuevo hallazgo de variantes
deletéreas en genes responsables de la ines-
tabilidad de microsatélites

Chen-Liang TH', Hurtado AM', Zurdo M', Such E? Palomo L3,
Jiménez-Lorenzo MJ*, del Orbe R’, Navarro B, Lopez-Cadenas

F, Salido E?, Benet C°, Muiiia B', Ofia R", de Haro N3, Ramos F?,
Hernandez F®, Ortuiio FJ', Senent L2 Vicente A% Diez-Campelo M7,
Hermosin L*, Bernal T*, Tormo M, Arrizabalaga B, Xicoy B, Solé
F, Sanz G Jerez A', en representacion del GESMD

"Hospital Morales Meseguer. IMIB Murcia. ?Hospital Universitari i Politecnic La Fe.
Valencia. *Josep Carreras Leukaemia- Research Institute. ICO-Hospital Germans Trias
i Pujol. Badalona, Barcelona. “Hospital Germans Trias i Pujol. Badalona, Barcelona.
Hospital Universitario Cruces. Barakaldo, Vizcaya. ®Hospital Clinico Universitario.
Instituto de Investigacion INCLIVA. Valencia. "Hospital Clinico Universitario de
Salamanca. Salamanca. ®Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca. Murcia.
*Hospital Universitari Arnau de Vilanova. Valencia. ®Hospital Rafael Méndez. Lorca,
Murcia. ""MD Anderson Cancer Center. Madrid. '*Hospital de Leon. Leén. Hospital
Virgen de las Nieves. Granada. "“Hospital Universitario de Jerez. Jerez de la Frontera,
Cadiz. "*Hospital Universitario Central de Asturias. Oviedo

Introduccién: La entidad definida por la OMS2017 como neo-
plasias mieloides con predisposicién germinal sin disfuncién orgd-
nica previa es particularmente interesante dentro de los sindromes
mielodisplasicos (SMD) por dos razones principales: i) en la enfer-
medad mieloide derivada de insuficiencias medulares congénitas,
algunas estrategias terapéuticas (tipo de régimen de acondiciona-
miento, por ejemplo) estdn definidas; no asf en el grupo de pacientes
jovenes con SMD portadores de variantes germinales que son, pre-
cisamente, candidatos a trasplante alogénico de progenitores hema-
topoyéticos, ii) es un grupo de pacientes relativamente importante en
ndmero, que supera a los casos secundarios a insuficiencia medular
congénita y en el que las implicaciones de consejo genético a pacien-
tes y familiares estdn por definir y no se han abordado en el momento
del diagnéstico del SMD.

Métodos: Se realizd exoma completo mediante Hi-
Seq4000-NovaSeq6000-Illumina en muestras pareadas tu-
mor-germinal de 102 pacientes de 15 centros del GESMD, con
diagnéstico de novo de SMD entre 16-60 afios, sin disfuncién
orgdnica previa (profundidad media 100x, 150 millones de lectu-
ras por muestra, calidad Q30a > 95%). El andlisis de las variantes
se llev6 a cabo mediante pipeline propio: eliminando intrénicas,
sinénimas y aquellas con frecuencia en la poblacién > 1%. Para
determinar patogenicidad se utilizaron 5 algoritmos (CADD,
SIFT, Polyphen2, GAVIN, FATHMM).

Resultados: En 102 pacientes, la edad mediana al diagndstico fue
de 49 afios (16-60) con los diagnésticos OMS2017: 10% SMD-dis-
plasia unilinea (DU), 9% SMD-sideroblastos en anillo (SA), 34,3%
SMD con displasia multilinea (DM), 29,8% SMD-exceso de blas-
tos (EB), 3% SMD-delecion aislada-5q, 1,3% SMD-inclasificable,
11,9% leucemia mielomonocitica crénica (LMMC). Para determi-
nar el cardcter deletéreo/patogénico de la variante adoptamos crite-
rios conservadores: ser considerada deletérea en la mayorfa de los
algoritmos y presentar un score CADD > 20. Encontramos variantes
germinales deletéreas/patogénicas en 42 de 102 pacientes. Las fre-

cuencias en genes no descritos como predisponentes de SMD fueron:
MSH6 (n = 4; 3,9%), ATR (n = 2;1,9%), PMS2 (n = 2; 1,9%),
MLHI (n =2; 1,9%), HCLSI1 (n =2; 1,9%), ITGB3 (n = 2; 1,9%),
LYST (n = 2; 1,9%). En genes ya descritos como predisponentes
de SMD las frecuencias fueron: ERCC6L2 (n = 3; 2,9%), SAMD9
(n=1; 0,9%), MPL (n = 1; 0,9%), DDX41 (n = 1; 0,9%), CTC1
(n = 1;0,9%) y 4 casos en genes relacionas con la anemia de Fan-
coni (FANCC, FANCD2, FANCG y FANCM). Nos centramos en
la caracterizacién de las variantes halladas en cuatro genes no des-
critos hasta la fecha como predisponentes en SMD: ATR, MSH6,
MLH1y PMS2, implicados en la inestabilidad de los microsatélites
y cuya alteracién determina inestabilidad gendémica. La frecuencia
de pacientes portadores de estas variantes (9,8%) es muy superior a
las variantes ya consideradas por la OMS en este tipo de pacientes:
DDX41 (0,9%). Ademads de las 4 mutaciones en MSH6 consideradas
deletéreas, encontramos otras 2 variantes que fueron descritas como
benignas. Los diez pacientes portadores de estas mutaciones se carac-
terizaban por una edad mediana de 45 (16-65) afios con los siguientes
diagnésticos, 30% SMD-DM, 30% SMD-EB y 40% LMMC, pre-
sentando hasta el 50% estudio medular de tipo hipocelular (Figs. 1.2).

REPARACION DE BASES

DESAPAREADAS (MMR]
Complejo de monocl(mlenu: K [[o “sommnt u::la Y::
de bases desapareadas = 150106 | plescorval | 51,9
MsH2 | MBO4 | MsH3 | e3soA | pThusys | 37,1
MLHL | MLH2 ﬂb €3031456 | pllel01val | 50,3

53,5

Maquinaria de reparacién

Mz |
=.mz_‘;“mm plys1sals | 432
[ €7136>C pArg238The | 72,1
€9166>A | pvalsosMet | 38,2
Enzimas de reparacién de ADN | | 7291856 2a316ly| 41,1

-Mﬁ.!,.d.mllml

alélica de la variante(VAF), Polyphen-2(Pp2),
(D), Patogénica(P), No Disponible(ND).

Abrsviaciones: N{nucledtido), AA(aminoscido),
Benigno(8), Tolerable(T), Deletéreol

Figura 1. En el panel de la izquierda aparece una representacion esquemati-
ca de los elementos que componen la via de reparacion de ADN Mismatch
(MMR). En verde se muestran los elementos en los que hemos encontrado las
variantes germinales deletéreas. En el panel de la derecha, resultados de los
distintos algoritmos de patogenicidad de las variantes encontradas en MMR.
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Figura 2. Representacion por paciente de las variantes germinales encon-
tradas en genes descritos como predisponentes a neoplasia mieloides (A)
y de las variantes germinales encontradas en genes no asociados a neo-
plasis mieloides (B).
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Conclusiones: Describimos, por primera vez, una elevada
frecuencia de variantes germinales en genes que dirigen la ines-
tabilidad gendmica mediante la modulacién del sistema de mi-
crosatélites, MSH6, ATR, MLH1 y PMS2, en SMD en adultos
jovenes sin disfuncién orgdnica previa. Su frecuencia y su ele-
vado indice de patogenicidad en los distintos algoritmos usados,
los hacen emerger como potenciales candidatos para ser incluidos
en la reciente categoria de la OMS de neoplasias mieloides sin
disfuncién orgédnica previa y a ser considerados en las estrategias
clinicas, terapéuticas y de consejo genético.

Financiacion: ~ PI16/01302 ISCIII, PI18/01472 ISCIII,
GVA/2018/004, CB16/12/00284 (CIBERONC), P117/0575 ISCIIL.

SP 002 El nicho mesenquimal de la médula dsea
regula el balance redox en células madre
de la leucemia mieloide aguda

Viiiado-Solanas AC'; Calvo-Arnedo I'; Cenzano-Armendariz I';
Rifon JJ% Prosper F% Saez B’

'Centro de Investigacion Médica Aplicada (CIMA). Pamplona. 2Clinica
Universidad de Navarra. Pamplona

A pesar de la creciente evidencia sobre la importancia del ni-
cho de las células madre hematopoyéticas (HSC) en el proceso de
transformacion neoplésica, la identidad celular del nicho y su con-
tribucion al desarrollo y progresion de la leucemia mieloide aguda
(LMA) sigue sin resolverse. Al igual que las HSC, las células ini-
ciadoras de leucemia (LICs residen en el nicho de la médula 6sea
(MO), que proporciona sefiales que controlan su mantenimiento y
localizacién. Una molécula de especial relevancia para el manteni-
miento de las HSC es Cxcl12. Cxcll2 es una quimioquina produ-
cida por multiples componentes del nicho de la MO, incluidas las
células endoteliales, células mesenquimales perivasculares y célu-
las del linaje 6seo. Si bien los niveles de Cxcl12 en la médula 6sea
de los pacientes con LMA no han sido evaluados formalmente, la
sobrexpresion de Cxcr4 (principal receptor de Cxcll12) en blastos
leucémicos se asocia con un prondstico desfavorable. Asimismo, la
inhibicién del eje CXCL12-CXCR4 contribuye a la sensibilizacion
de las células leucémicas a la quimioterapia, potencialmente me-
diante la prevencién del efecto protector de la interaccion de estas
células leucémicas con su estroma. Estas evidencias sugieren que
el eje CXCL12-CXCR4 es uno de los factores criticos en la inte-
raccion leucemia-estroma y, por consiguiente, su inhibicion puede
suponer un atractivo tratamiento en la LMA. Sin embargo, muchos
de los aspectos fundamentales de la interaccién LIC-estroma en la
MO a través del eje CXCL12-CXCR4, como son: 1) el mecanismo
celular y molecular por el cual CXCL12 ejerce su papel protector
en la LMA in vivo; 2) la fuente celular de CXCL12 enla MOy 3) si
CXCL12 producido por diferentes células del nicho de la MO ejer-
ce diferentes efectos en el mantenimiento de las LIC, permanecen
sin resolver. Mediante el uso de modelos de ratén de LMA y herra-
mientas para la deplecion especifica de Cxcl12 de poblaciones del
nicho de la MO in vivo, demostramos que Cxcl12 producido por
células mesenquimales, pero no por células del linaje 6seo, es fun-

damental para el mantenimiento de las LIC. En concreto, la deple-
cién de Cxcl12 de células mesenquimales resulta en una marcada
disminucidn de la infiltracién leucémica y de la frecuencia de LIC,
asi como en un cambio en la composicién del clon leucémico que
resulta en un aumento significativo de la supervivencia de los ani-
males. Ademds, estos cambios estdn asociados a distintos patrones
de expresion génica en las LIC, que demuestran un enriquecimien-
to en genes asociados a estrés oxidativo. En consonancia, las LIC
en animales deficientes en Cxcl12 demuestran niveles elevados de
especies reactivas de oxigeno y un aumento de la apoptosis, que
son revertidos mediante el tratamiento con antioxidantes como la
N-acetil cisteina (NAC). En conjunto, nuestros resultados demues-
tran que las células mesenquimales del nicho de la MO son esen-
ciales para el mantenimiento de las LICs, controlando el balance
redox a través del eje Cxcl12-Cxcr4. El presente estudio refuerza la
hipétesis de que la combinacion de estrategias terapéuticas que mo-
dulen la interaccién nicho-leucemia puede modificar la evolucién
de la enfermedad y la respuesta a terapias convencionales.

SP 003 Caracterizacion molecular, biologica
y clinica de variantes patogénicas
en el extremo C-terminal de la antitrombina

Bravo-Pérez C; de la Morena-Barrio B; Padilla J; Miiano A;
Vicente V; Corral J; de la Morena-Barrio ME

Servicio de Hematologia y Oncologia Médica. Hospital Universitario Morales
Meseguer. Centro Regional de Hemodonacién. Universidad de Murcia. IMIB-
Arrixaca. CIBERER. Murcia

Introduccién: La antitrombina (AT) es un potente anti-
coagulante endégeno que pertenece a la familia de las serpi-
nas. El estudio de casos de deficiencia de antitrombina (DAT)
ha permitido profundizar en su conocimiento bioldgico. El
extremo C-terminal de la proteina no constituye un domino
funcional, pero parece jugar un papel clave en su plegamiento,
secrecion y funcidn. Cabe destacar que se han descrito varias
mutaciones en el extremo C-terminal que, produciendo cam-
bio en la fase de lectura (frameshift+1), no generan codones
stop prematuros, de manera que sus tamafios son muy simila-
res a la AT silvestre.

Objetivos: Caracterizaciéon molecular, bioldgica y clinica
de variantes C-terminales de AT.

Métodos: Cohorte de 340 casos no relacionados con DAT
reclutados durante 22 afios (1998-2019). Se seleccionaron casos
con variantes localizadas en el exén 7 que codifica el extremo
C-terminal (p.Val432-Lys464). La AT plasmatica se caracterizd
mediante ensayos funcionales (sustratos cromdgenicos) y bio-
quimicos (western-blot). En casos seleccionados, se generd un
modelo recombinante (HEK-EBNA). Ademds, mediante muta-
génesis dirigida se generaron 9 variantes C-terminales diferen-
tes, todas con frameshift+1, pero diferente longitud del extremo
C-terminal aberrante (segun el codén a partir del cual se gene-
raba el frameshift).

Resultados: Se identificaron 9 variantes C-terminales
(5 missense y 4 pequeiias deleciones) en 14 casos no relaciona-
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Figura 1. (A) Revision de la cohorte de 340 casos no relacionados con deficiencia de antitrombina reclutados en nuestro centro (1998-2019). (B) Repre-
sentacion grafica de las variantes C-terminales identificadas segun su localizacion en la secuencia nativa de la antitrombina (AT-WT), asi como el tipo de
mutacion (missense/deleciones) y el tipo de deficiencia de antitrombina que originan (tipo | / tipo Il). AT: antitrombina; DAT: deficiencia de antitrombina;
WT: antitrombina nativa; RCL: centro reactivo (Ala416-Arg431); s1C, s4B, s5B: hojas beta; Stop: codon de parada. Secuencia verde: antitrombina nativa.
Rectangulos verdes: residuos del RCL. Flecha negra: extension del RCL. Flechas rojas: extension de las hojas beta. Formas azules: deficiencias tipo I.

Formas naranjas: deficiencias tipo Il

dos (14/340;4,1%) (Fig. 1). Dos mutaciones eran recurrentes:
p-Arg445Serfs*17 (n=5) y p.Pro439Thr (n = 2). Seis ocasiona-
ban DAT tipo I (anti-Xa:45,4 + 11,7%) con clinica trombdtica
grave o muy grave; mientras que 3, todas missense, generaban
DAT tipo II pleiotrépicas (anti-Xa:55,0 = 11,6%) con aumen-
to de forma latente, uno DAT transitoria y clinica moderada y
(p.Pro439Thr).

En modelo recombinante, las variantes frameshift+1 que
afectaban a la zona Val432-Phe440 causaban deficiencias cua-
litativas, con leve alteracion en la secrecion (50-100%), formas
no inhibitorias y aumento de los niveles de la AT latente; mien-
tras que las localizadas tras Phe440 causaban deficiencias cuan-
titativas, con marcada disminucion en la secrecion (< 30%),

y en algunos casos con formacién de complejos unidos por
puentes disulfuro y efecto dominante negativo (Fig. 2). Me-
diante mutagénesis dirigida, el cambio p.Leu441Pro rescaté la
secrecion de la variante p.Arg445Lysfs*19, sin evitar su trans-
formacidn a latente (Figs. 2.3).

Conclusiones: Las variantes de AT que afectan al extremo
C-terminal, relativamente frecuentes, generan una notable he-
terogeneidad bioldgica y clinica, que guarda a su vez una es-
trecha relacion con su localizacién en la secuencia y estructura
de la molécula. Variantes que generan un extremo C-terminal
aberrante pueden provocar DAT tipo II pleiotrépicas (con paso
a forma latente), cuando estdn localizadas entre los codones
Val432-Phe440, y tipo I (polimerizacién intracelular), tras
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Secuencia del extremo C-terminal Secrecion  Actividad  Conformacion
WT ASTAVV — FMGRVANPCVKStop 100 % 100 % Nativa
416 440
Serie de variantes recombinantes con marco de lectura +1
p.Serd17Lysfs*47 HBIKYRCCDCWPFAKPQQGDFQGQQAFPGFYKRSSSEHYYLHGQSSQPLC Stop 0% ND ND
p.Arg431Lysfs*33 HISITANN IAGRSENPNKGDFQGQQAFPGFYKRSSSEHYYLHGQSSQPLC Stop
p.Val432Glyfs*32 HISITANN IACRSENPNRICDFQGQQAFPGFYKRSSSEHYYLHGQSSQPLC Stop
p.Asn437GInfs*27  EISITANY IACRSENPNRVITEKAQQAFPGFYKRSSSEHYYLHGQSSQPLC Stop 50-100 % 0% Latente
p.Leu441Profs*23 NISITANY IACRSENPNRVITEKANRPEPGFYKRSSSEHYYLHGQSSQPLC Stop
p-Argddelysts19 IAGRSLNPNRVTFKANRPFPVE |
p.Leud41Pro ASTAVV KRSSSEHYYLHGQSSQPLC Stop 90 % 0% Latente
p.Arg445Lysfs*19  RSITAVY IAGRSENPNRVTEKANRPELOVEN KRSSSEHYYLHGQSSQPLC Stop
p-Val447Serfs*17 ~ KSTAVN IAGRSENPNRVITEKANRPEEVEIRESSS EHYYLHGQSSQPLC Stop
Nativa (CR)
p.Arg445Serfs*17  NSITANN IACRSENPNRVITEKANRPEEVENS SSEHYYLHGQSSQPLC Stop <30% 0% Complejos por
unién S-S (CNR)
pArg457Glyfs*g  KSTAVY IAGRSENPNRVITEKANRPELVEIREVPENTIIENMGGQSSQPLC Stop

Figura 2. Representacion grafica del estudio en modelo recombinante de las 9 variantes C-terminales de antitrombina frameshift+1 generadas mediante
mutagénesis dirigida (HEK-EBNA).Las variantes que afectaban a la zona Val432-Phe440 (triangulo negro) causaban deficiencia cualitativa, con leve
alteracion en la secrecion (50-100%), formas no inhibitorias y aumento de los niveles de la antitrombina latente; mientras que las localizadas tras Phe440
causaban deficiencia cuantitativa, con marcada disminucion en la secrecion (< 30%), y en algunos casos con formacion de complejos unidos por puentes
disulfuro y efecto dominante negativo. Mediante mutagénesis dirigida, el cambio p.Leu441Pro (en rojo) rescato la secrecion de la variante p.Arg445Lys-
fs*19, sin evitar su transformacion a latente. AT: antitrombina; DAT: deficiencia de antitrombina; ND: no determinado; CR: condiciones reductoras; CNR:
condiciones no reductoras; S-S: puentes disulfuro. Secuencia verde: secuencia nativa. Secuencia amarilla: secuencia aberrante frameshift+1. Triangulo

negro: Pro439_Phe440.Stop: coddn de parada.

Medio extracelular (SDS-CR)

p.Arg445Lysfs*19

p.Arg445Lysfs*19
p.Leu441Pro

p.Leud41Profs*23

Figura 3. Anélisis de la secrecion de antitrombina recombinante (western-blot)
de variantes C-terminales generados mediante mutagénesis dirigida (HEK-EB-
NA). Se objetiva que el cambio p.Leu441Pro rescato la secrecion de la variante
p.Argd45Lysfs*19, también con transformacion a latente (flecha roja), indican-
do que la Pro441 parece ser clave para el plegamiento y secrecion de las
variantes frameshift+1. AT: antitrombina; WT. antitrombina nativa; SDS-CR:
condiciones reductoras.

la Phe440. Estas variantes ademds tienen un potencial efecto
dominante negativo. Sin embargo, si las variantes con frames-
hift+1 se generan antes de Phe440, la prolina que aparece en
posicién 441 provoca una torsion estructural que permitiria el ple-
gamiento a conformacion latente, dando lugar a una variante no
inhibitoria que puede ser secretada al plasma. En todos los casos,
se objetiva la relevancia conformacional de la regién C-terminal
de la AT, aplicable posiblemente a otras serpinas.

Financiacion: PI18/00598 (ISCIIl y FEDER); 19873/GERM/
15 (Fundacion Séneca).

SP 004 La infusion de linfocitos efectores autologos
en combinacion con rituximah
de mantenimiento es segura y eficaz.
Resultados del ensayo clinico de fase Il LFNK

Pena Carbo E'; Garcia Muiioz R% Lépez Diez de Cerio A'; Panizo
A3, Feliu J% Giraldo P* Rodriguez Calvillo M®; Grande CS; Olave
T’; Andrade M?; Bandrés E; Niiiez J'°; Martinez Calle N''; Inogés
S'; Panizo C’

'Servicio de Hematologia. Clinica Universidad de Navarra. Pamplona. 2Hospital
San Pedro. Logrofio. *Servicio de Anatomia Patolégica. Complejo Hospitalario de
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Navarra. Pamplona. “Servicio de Hematologia. Instituto Aragonés de Ciencias de
la Salud. CIBERER. Zaragoza. *Servicio de Hematologia. Complejo Hospitalario
de Navarra. Pamplona. ®Servicio de Hematologia. Hospital 12 de Octubre.
Madrid. Servicio de Hematologia. Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa.
Zaragoza. ®Servicio de Hematologia. Hospital Miguel Servet. Zaragoza. °Servicio
de Hematologia. Complejo Hospitalario de Navarra. Pamplona. 10. Servicio

de apoyo a la investigacién UCEC. Clinica Universidad de Navarra. Pamplona.
""Hematology. Nottingham University. Hospitals NHS Trust. Nottingham,
Inglaterra

Introduccién: La combinacién de anticuerpos monoclona-
les anti CD20 con varios regimenes de quimioterapia se consi-
dera el tratamiento estdndar en pacientes con linfoma folicular
(LF). A pesar de los buenos resultados de este tratamiento, un
porcentaje importante de los pacientes no se beneficia de esta
terapia ensombreciendo de manera considerable su prondstico.
Nuestra hipétesis es que el tratamiento con una suspension de
linfocitos efectores autélogos expandidos ex vivo (células LAK)
podria potenciar el efecto biologico del tratamiento con ritu-
ximab (R) mediante el incremento de la actividad ADCC. In-
vestigamos la toxicidad y eficacia de dicho tratamiento con un
ensayo clinico fase II.

Métodos: Entre de 2010 y 2012 se reclutaron 20 pacientes
con LF en respuesta tras una primera linea de tratamiento con
R-CHOP.

Objetivo: El objetivo primario de este ensayo, multicéntri-
co, prospectivo y de un solo brazo fue evaluar la seguridad y
eficacia de la infusion de células LAK (administradas cuatri-
mestralmente en los ciclos pares de R) en combinacién con la
pauta estdndar de R de mantenimiento bimestral durante 2 afios.
La produccién de células LAK se realizé a partir de células de
sangre periférica extraidas en los ciclos impares de R para aislar
células mononucleadas y estimularlas y expandirlas en cultivo
con interleukina-2 durante 8 semanas. Uno de los objetivos se-
cundarios del ensayo fue la evaluacién de los fenotipos celulares
y de la potencia bioldgica de las células LAK midiendo su acti-
vidad citotdxica. Este ensayo estd registrado en ClinicalTrials.
gov con numero NCT01329354.

Resultados: Se registraron 29 eventos adversos (EA) re-
lacionados con la infusién de las células LAK. Las artralgias
y las infecciones fueron los EA mads frecuentes con un 24,1% y
un 20,6%, respectivamente (Tabla [). La mayoria de los EA
(89,6%) fueron de grado 1y 2. No se produjo ningiin EA grave
relacionado con la infusion de las células LAK y ningin paciente
fue discontinuado. Se registraron 3 EA grado 3 que sucedieron
en el mismo paciente. La calidad de vida, evaluada a través de
cuestionarios EORTC QLQ-C30, tendié a mejorar a lo largo
del estudio. Con una mediana de seguimiento de 59,4 (43,8-71)
meses, la supervivencia libre de progresién (SLP) fue del 85%
(Fig. 1). El estudio biolégico del producto celular administrado
demostré un aumento significativo de la actividad ADCC en to-
dos los ciclos (Fig. 2).

Conclusiones: La infusién de células LAK, en combinacién
con R de mantenimiento, en pacientes con LF es segura y eficaz
en términos de mejoria de la SLP respecto a lo publicado en la
literatura. El efecto bioldgico se consigue a través del incremen-
to de la actividad ADCC de las células infundidas.

AA

Todos
Grado 0
Grado 1
Grado 2
Grado 3
desconocido

AA relacionado, n (%)
Todos
Diarrea
Neutropenia
Infeccion
Artralgia
Astenia
Eritema
Ansiedad/depresion
Fiebre
Parestesias

Anorexia

AAG, n (%)

Relacionado, n (%)
Todos
Urosepsis

Prostatitis

Esterilizacion femenina

IAM

Prostatectomia

219(100)
141 (64,4)
46 (21,0)
25(11,4)

5(2,3)
2(0,9)

Todos

29 (100)
4(13,8)
3(10,3)
6 (20,6)
7(24,1)
4(13,8)
1(34)
1(34)
1(34)
1(34)
1(34)
8(37)

0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)

Si

Tablal.

Grado >3
3(100)
0(0)
3(100)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)
0(0)

No
8(100)
2(25,0)
3(37,5)
1(12,5)
1(12,5)
1(12,5)

SLP(%)

H—

0 5 10 1% 20 25 30 35 40 45 S0 55 60 65 70 7
meses

N° pacientes

202019191918171616151413 9 7 6 1
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Figura 1. Supervivencia libre de progresion.




XXXV Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Trombosis y Hemostasia

A B
K62 Daudi

P 13 “% 13 17 04 17 P 0 04 06 17 12 17
) = — — — — — W = — — — —
ot 0|
33

- 30| e

= &

EF E
Y
15 »
10 W
s
0 0

(‘ cia 34 3% MW M0 N2 D cC2 34 3% W M0 12
Ramos Ramos

P m® [ o 17 08 3 P <012<001 050 <001 <001 020
B— — — — — — By = o = —
16 »)
it
12 >

A F

E I 3
6
4
2
°c 1 34 3% ® M0 un2

mélulas basales células expandidas w sin RTX mcon 5 ug/mi RTX

Figura2. Actividad citotoxica basal y tras la expansion ex vivo con IL-2 en cada
uno de los 6 ciclos en los que se infudieron células LAK en varias lineas celula-
res: A. K562, B. Duadi, C. Ramos células CD20, D. Células expandidas con/sin R.

SP 005 Regulacion de la funcién plaquetaria
por miR-146a como nexo entre inmunidad
y trombosis

Arroyo Rodriguez AB"; Aguila S'; Fernandez-Pérez MP'; de los
Reyes-Garcia AM'; Garcia-Barbera N'; Garcia-Hernandez R';
Rivera J% Hernandez-Antolin R'; Vicente V% Gonzalez Conejero
R'; Martinez C'

'Servicio de Hematologia y Oncologia Médica. Hospital Universitario Morales
Meseguer. Centro Regional de Hemodonacién. Universidad de Murcia. IMIB-Arrixaca.
Murcia. “Servicio de Hematologia y Oncologia Médica, Hospital Universitario
Morales Meseguer. Centro Regional de Hemodonacion. Universidad de Murcia. IMIB-
Arrixaca. Murcia. CIBER enfermedades raras (CIBERER). Madrid

Introduccién: Las plaquetas, mas alld de su papel critico en la
hemostasia primaria, se consideran elementos inmunomoduladores
cruciales al vincular procesos inflamatorios y trombéticos. NF-kB es
un mediador central de inflamacién involucrado en los mecanismos
moleculares que conectan inflamacion y trombosis. Las vias de se-
flalizacién de NF-kB participan en la activacién plaquetaria inducida
por receptores cldsicos, como PAR4 y en otros circuitos de retro-
alimentacion secundaria. miR-146a, que se expresa principalmente
en células hematopoyéticas, actia como un importante freno de re-
acciones inflamatorias e inmunoldgicas, bloqueando la via NF-kB.
Nuestro grupo ha identificado previamente que miR-146a se asocia
con enfermedad trombo-inflamatoria (sepsis y aterosclerosis) regu-
lando la formacién de trampas extracelulares de neutréfilos (NET).

Objetivo: Evaluar el papel de miR-146a en la funcionalidad
plaquetaria y su implicacién en trombosis.

Material y métodos: El estudio se realizé en ratones silvestres
(WT) y miR-146a-/- (KO) en los que se evalud: 1) Sangrado de cola

(n=12/grupo); 2) Unidn de fibrindgeno (Fg) y expresion de selectina
P (SelP) mediante citometria de flujo en sangre total diluida, obteni-
da del seno retroorbital, que se activé con distintas dosis de agonistas
plaquetarios (PAR4, CRP, ADP+U46619 y PMA) (n = 7/grupo); 3)
Induccién de tromboembolismo pulmonar (TEP) por inyeccién re-
troorbital (60 pg/kg epinefrina + 0,4mg/kg coldgeno) y monitoriza-
cién del tiempo hasta la muerte (< 30 min) (n =27 WT y 30 KO). La
obstruccion del pulmén se evalud inyectando 500 ul de azul de Evans
1% en el ventriculo derecho. 4) Induccién de trombosis arterial (TA)
con FeCl3, y monitorizacién del tiempo de oclusién del flujo sangui-
neo carotideo (n = 17 WT y 24 KO). Se cuantificé la formacion de
NET (DNA e histona 3 citrulinada (H3cit)) en los trombos arteriales
por inmunofluorescencia (IF) (n = 10/grupo).

Resultados: Los ratones KO presentaron un tiempo y vo-
lumen de sangrado significativamente inferior que los WT (p =
0,02). La unién de Fg y la secrecién de SelP en plaquetas KO
activadas con distintas dosis de PAR4 y PMA fueron significati-
vamente mayores que en WT (p < 0,05). No se encontraron dife-
rencias en esas respuestas tras activar con CRP o ADP + U46619.
Los ratones KO sucumbieron antes que los WT tras la induccién
de TEP (p = 0,04). La obstruccién de la circulaciéon pulmonar,
evaluada mediante la exclusién de azul de Evans, fue significa-
tivamente mayor en ratones KO (p = 0,01). Finalmente, en el
modelo de trombosis con FeCl3, el tiempo de oclusién del flujo
carotideo fue inferior en ratones KO vs WT (p < 0,05). Ademds,
los trombos extraidos de ratones KO presentaron significativa-
mente mds células DNA-H3cit positivas que los WT (p < 0,01).

Conclusiones: Nuestros resultados in vitro e in vivo sugie-
ren una hiperreactividad plaquetaria en ratones deficientes en
miR-146a. Esta alteracién condiciona un fenotipo protrombdtico
reflejado en los modelos de TEP y TA en estos ratones. La reacti-
vidad plaquetaria incrementada en los ratones KO podria contri-
buir a una mayor formacién de NET, apoyando la participacién
de miR-146a en inmunotrombosis. Desentrafiar los mecanismos de
accion de miR-146a, podria ayudar al mejor manejo de eventos
trombdticos en distintos escenarios clinicos.

Financiacion: P117/0051, PFIS18/0045, CD18/00044 (ISCI-
Il y FEDER), 19873/GERM/15 (Fundacion Séneca), Sociedad
Espaiiola de Trombosis y Hemostasia (SETH), Premio Lopez-Bo-
rrasca (SETH).

SP 006 Estudio de la relevancia clinicay del
perfil genomico de la enfermedad minima
residual del mieloma multiple en pacientes
con riesgo estandar y con alto riesgo
citogenético

Goicoechea I'; Puig N% Cedena MT?; Cordon L% Vidriales MBS;
Burgos L"; Flores-Montero J% Gutiérrez NC; Calasanz MJ";
Martin-Ramos ML?; Lara-Astiaso D'; Botta C’; Garcia-Sanz R5;
Martinez-Lopez J3; Oriol A3, Rios R%; Martin J'°; Martinez R"';
Orfao A%, Rosiiiol L', Mateos MV?; Lahuerta JJ'%; Bladé J'; San-
Miguel JF'S; Paiva B’

'Centro de Investigacion Médica Aplicada. Pamplona. ?Departamento de
Hematologia. Hospital Universitario de Salamanca. Salamanca. *Hospital
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Universitario 12 de Octubre. Madrid. “Hospital Universitari i Politecnic La Fe.
Valencia. *Hospital Universitario de Salamanca. Salamanca. ®Cancer Research
Center (IBMCC, USAL-CSIC). Madrid. “Universita Magna Graecia

di Catanzaro. Catanzaro, Italia. *Hospital Universitario de Salamanca.
Salamanca. ®Hospital Germans Trias i Pujol. Badalona, Barcelona. *Hospital
Universitario Virgen de las Nieves. Granada. ""Hospital Universitario Virgen
del Rocio. Sevilla. ""Hospital Clinico San Carlos. Madrid. ?Hospital Clinic.
Barcelona. *Departamento de Hematologia. Hospital Universitario 12 de
Octubre. Madrid. *Servei d'Hematologia. Hospital Clinic. Barcelona.

Clinica Universidad de Navarra. Pamplona

Introduccién: Hoy en dia continda siendo limitado el cono-
cimiento del impacto de la enfermedad minima residual (EMR)
en pacientes con citogenética de alto riesgo (HR) y riesgo estdn-
dar (SR) tratados con terapias modernas y monitorizados median-
te técnicas de ultima generacion. Tampoco tenemos datos de los
mecanismos de resistencia in vivo en pacientes de HR y SR. Por
lo tanto, estudiar el perfil de las células de EMR podria ayudar-
nos a encontrar cuales son los mecanismos de resistencia en los
pacientes de SR y HR.

Meétodos: Este estudio se realiz6 en un total de 390 pacientes
provenientes del ensayo clinico PETHEMA/GEM2012 (6 ciclos de
induccién con VRD seguidos de trasplante autélogo y 2 ciclos
de consolidaciéon con VRD) en los que se analiz6 la EMR por
citometria de nueva generacién (NGF). En 40 pacientes (26 con
SR y 14 con citogenética HR ej., t[4;14], t[14;16] y/o del[17p]),
se sortearon por FACS las células plasmaticas patolégicas al diag-
ndstico y tras la induccién con VRD. Se analiz6 el transcriptoma
de las células sorteadas mediante MARSeq y, ademds, en 14 de
esos pacientes (7 con SR y 7 con HR) se analiz6 su exoma me-
diante CHROMIUM Exome Solution.

Resultados: Los ratios de EMR fueron superiores (p <
0,01) en los pacientes con del(17P (29/38, 76%) en compara-
cion con los pacientes con t(4;14) (24/42, 57%) y pacientes con
SR (148/300, 49%). También observamos niveles superiores de

EMR (p < 0,01) en pacientes con del(17p) (0,02%) en compa-
raciéon con pacientes SR (0,004%) y con t(4;14) (0,004%). A
pesar de ello, los pacientes con del(17p) y EMR negativa pre-
sentaron una supervivencia libre de progresiéon (SLP) a 3 afios
similar a la de pacientes con t(4;14) e incluso a la de pacien-
tes SR. Por el contrario, en pacientes con EMR positiva, la
SLP decrecié progresivamente desde pacientes SR a pacientes
con t(4;14) y pacientes con del(17p) (59%, 46% y 24%, res-
pectivamente), siendo las diferencias significativas entre el
primer y ultimo grupo (p < 0,001). Posteriormente, estudiamos
el perfil transcripcional de las células de EMR tras la induccién
con VRD y se comparé con muestras pareadas al diagndstico
(n = 40). Identificamos 763 genes significativamente alterados
(Padj < 0,05) entre los que se encontraban genes relacionados con
el proteasoma. Al estudiar las vias responsables de la resistencia
de la EMR en pacientes con citogenética HR mediante GSEA,
encontramos la via de ROS significativamente alterada (FDR <
0,01). Estudios in vitro confirmaron este hallazgo, encontrando
niveles basales de ROS significativamente inferiores en células
resistentes a bortezomib en comparacién con células parentales.
Por dltimo, se estudi6 el perfil genémico de las células de EMR (n
= 14) y el de sus correspondientes diagnésticos. En general se en-
contraron perfiles similares, siendo los pacientes con SR los que
mostraron mayores diferencias entre las muestras al diagndstico y
la EMR, resultados que fueron corroborados por NGF.

Conclusiones: Este es uno de los mayores estudios que in-
tegran citogenética y EMR. Nuestros resultados indican que la
adquisicién de la EMR negativa contrarresta el mal prondstico
de la citogenética, mientras que la EMR positiva reduce la SLP,
sobre todo en los pacientes con del(17p). Los estudios gendmicos
demostraron mds cambios en la EMR de pacientes con SR, tanto
a nivel transcripcional como genético, mientras que en pacientes
con HR la citogenética per se, junto con la via de ROS parecen
tener un papel en la resistencia frente a VRD.
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conceptos béSiCOS en trombOSiS Seguidamente, repetimos el TGT en estas condiciones afiadien-
do 4U DNasa (TURBO DNA-free, Ambion) para degradar y

revertir el efecto del DNA, y afiadiendo 400 pg/ml popcorn inhi-

bitor (PCI), un inhibidor del FXIla, para bloquear el efecto del

C0-139 EI DNA plasmatico estimula la generacion DNA. Como referencia realizamos el TGT en el pool de plasmas
de trombina in vitro incluso en ausenciade  con 4pPMFT.

factor tisular extrinseco' y puede revertirse Resultados: En ausencia de FT, el DNA aumenta progre-

con DNasa sivamente la generacién de trombina (GT) (Fig. 1), llegando a

superar la del control (pool+4 pM FT) (aumento ETP 3% y au-

Fernandez-Pardo A'; Oto J'; Solmoirago MJ'; Plana E Hervas mento pico 7% con DNA4), aunque la reaccion tarda mds en
D% Herranz R"; Enrique T"; Yelo M"; Navarro S'; Espaiia F'; iniciarse (Fig. 1). Al afiadir FT 0,1 o 0,5 pM, la reaccion se es-
Medina P! tabiliza y el DNA induce una mayor GT (Fig. 1) (FT 0,5 pM:
'Grupo de Investigacién en Hemostasia, Trombosis, Arteriosclerosis y Biologia alcanza un aumento méximo del ETP del 36% y un aumento
Vascular. Instituto de Investigacién Sanitaria La Fe. Valencia. Grupo de mdximo del pico 45%), llegando a superar la GT del control que
Investigacioén en Hemostasia, Trombosis, Arteriosclerosis y Biologia Vascular. contiene 8 veces mds FT (aumento ETP 25% y aumento pico
Instituto de Investigacin Sanitaria La Fe. Servicio de Angiologfa y Cirugfa 32%). La DNasa inhibe completamente la GT a concentraciones
Vascular. Hospital Universitari i Politecnic La Fe. Valencia. bajas de DNA (Fig. 2) y reduce drdsticamente la GT a cualquier
“Unidad de Bioestadistica. Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe. Valencia concentracion de DNA al compararla con el ensayo en ausencia

de DNasa (Fig. 1 vs. Fig. 2). El PCI no inhibe con tanta fuerza el

Introduccién: El DNA libre circulante en plasma estd au-  efecto del DNA (Fig. 2) y desaparece su efecto a concentraciones
mentado en pacientes con patologias como la trombosis venosa ~ mas altas de DNA.
o arterial, y se asocia con un aumento del riesgo trombdtico. Las Conclusiones: Con este estudio in vitro hemos demostrado
cargas negativas del DNA podrfan activar la via intrinseca de la  que el DNA aumenta muy notablemente la GT, posiblemente por
coagulacién, concretamente al factor XII, y con ello aumentar el ~ la via intrinseca, llegando a suplir el efecto del FT en la reac-
riesgo trombdtico. cién y a superar la GT en condiciones habituales de FT (4pM).

Objetivo: Evaluar la capacidad del DNA de generar trombi-  La DNasa puede inhibir totalmente la GT en ausencia de DNA
na in vitro y analizar la capacidad de la DNasa de neutralizar su ~ exdgeno o a bajas concentraciones y la reduce extremadamente a
efecto protrombdtico. concentraciones mds altas de DNA. El PCI solo inhibe el efecto

Métodos: Realizamos el test de generacién de trombina  procoagulante del DNA a concentraciones bajas. Nuestros resul-
(TGT) automatizado (CAT, Thrombinoscope) en un pool de  tados revelan que el DNA del plasma puede afectar los resultados
plasmas de 19 individuos sanos al que afiadimos concentracio-  del TGT y apoyarian el uso terapéutico de la DNasa en estados
nes crecientes de DNA (0 ng/ml, DNAO; 1123 ng/ml, DNAI;  protromb6ticos.
3369 ng/ml, DNA2; 5617 ng/ml, DNA3; 7864 ng/ml, DNA4). Financiacion: ISCIII-FEDER (PI14/00079, PI14/00512,
Realizamos el TGT en ausencia de factor tisular (FT) para eva-  FI14/00269, CPI115/00002, P117/00495), Generalitat Valencia-
luar el efecto procoagulante del DNA y en presenciade 0,1y 0,5  na (ACIF/2017/138) y Sociedad Espafiola de Trombosis y He-
pM FT para favorecer minimamente el inicio de la coagulacion.  mostasia.
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Figura 1. Parametros del TGT en un pool de plasmas en presencia de concentraciones crecientes de DNA y en presencia de 0, 0,1 0 0,5 pM de factor
tisular (FT).
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Figura 2. Parametros del TGT en un pool de plasmas en presencia de concentraciones crecientes de DNA, en presencia de 0,0,1 0 0,5 pM de factor tisular

(FT)y en presencia de DNasa o popcorn inhibitor (PCI).

C0-140 Secuencias repetitivas en el genoma y su
papel en la deficiencia de antitrombina

De la Morena-Barrio B'; de la Morena-Barrio ME'; Martinez
E% Sanchis-Juan A%, Garcia-Hernandez JL* Padilla J'; Abad-
Navarro F% Miiiano A'; Bernabé-Diaz JA% Bravo C'; Esteban-
Gil A5, Fernandez-Breis JT% Velasco F5, Rodriguez-Alen A’;
Ouwenhand WH3; Vidal F%; Hernandez-Rivas JM*; Vicente V';
Corral J'

'Servicio de Hematologia y Oncologia Médica. Hospital General Universitario
Morales Meseguer. Centro Regional de Hemodonacién. Universidad de Murcia.
IMIB-Arrixaca. Murcia. “Departamento de Informética y Sistemas. Universidad
de Murcia. IMIB-Arrixaca. Murcia. *Department of Haematology. University

of Cambridge. NIHR BioResource. Cambridge University Hospitals NHS
Foundation Trust. Cambridge Biomedical Campus. NHS Blood and Transplant
Centre. Cambridge, Reino Unido. “Instituto de Biologia Molecular y Celular del
Cancer. Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC). Universidad de
Salamanca. Salamanca. *Biomedical Informatic and Bioinformatics Platform.
IMIB-Arrixaca. Murcia. ®Hospital Universitario Reina Sofia. Cérdoba. "Hospital
Virgen de la Salud. Toledo. ®Banc de Sang i Teixits. Barcelona. Vall d'Hebron
Research Institute. Universitat Autonoma de Barcelona (VHIR-UAB). Barcelona

Introduccion: Las secuencias repetitivas no codificantes,
LINE, SINE y HERV constituyen el 40% del genoma humano.
Se trata de elementos méviles del ADN que pueden ser trans-
posonicos (no activos) o retrotransposonicos (activos). Su mo-
vilidad y homologia hace que estos elementos puedan mediar
reordenamientos genéticos patoldgicos, como se ha visto en la
enfermedad de Duchenne, talasemia, o cancer (Haig H. Mobile
DNA in Health and Disease. NEJM 2017; 377:361-70). La alta
proporcién de secuencias LINE y SINE entorno, y dentro del gen
SERPINCI1 que codifica la antitrombina (AT), y el hecho que
hasta un 5% de los casos con deficiencia de AT se deben a gran-
des alteraciones, hace pensar que los reordenamientos de estas
secuencias podrian estar implicados en las alteraciones estructu-
rales de SERPINCI.

Objetivo: Caracterizar la extension y secuencia del punto de
corte de las alteraciones estructurales de SERPINCI para deter-
minar el papel de secuencias repetitivas en estas alteraciones.

Métodos: El estudio se realiz6 en 16 pacientes con deficien-
cia de AT causada por variantes estructurales de SERPINCI1 iden-
tificadas mayoritariamente por MLPA. La caracterizacién de la
variante estructural se realiz6 mediante Long Range-PCR (LR-
PCR) y secuenciacién masiva (Illumina); array de CGH (aCGH)
(CytoScan® HD) y/o secuenciacién por nanoporos (MinION;
ONT).

Resultados: Cinco pacientes presentaron deleciéon completa
(una de ellas de novo), ocho deleciones parciales y tres duplica-
ciones parciales de SERPINC1. La LR-PCR permitié conocer la
secuencia del punto de corte en 6 casos. En 4 de ellos, el pun-
to de corte implicaba secuencias SINE (Tabla I). Realizamos un
aCGH en los 8 casos en los que la LR-PCR no fue informativa.
La extension de la delecion oscilaba entre 2 y 30 genes. La po-
sicién aproximada de los puntos de corte proporcionada por el
aCGH sugiere la implicacion de secuencias LINE. Para validar
estos resultados y conocer la secuencia exacta, se realizé una se-
cuenciacion por nanoporos en 3 casos, validando la presencia de
secuencias LINE y SINE en el punto de corte (Tabla I). El aCGH
mostré un resultado sorprendente: los 8 pacientes con grandes
alteraciones compartian 3 Copy Number Variants (CNV). El ana-
lisis de estos CNV en 13,000 genomas de la poblacién general
inglesa, y en el aCGH de pacientes con deficiencia de AT por
mutaciones puntuales confirmé que el CNV Gain 22q11.22 era
especifico de las grandes alteraciones estructurales en SERPINC1
(solo se identificé en 3/13,000 genomas).

Conclusiones: Este estudio, que emplea metodologia mole-
cular diversa y novedosa en el andlisis de la serie mundial mas
extensa de variaciones estructurales en SERPINC1 asociada con
deficiencia de AT, demuestra la importancia funcional de elemen-
tos repetitivos moviles (LINE o SINE). Las secuencias LINE y
SINE se revelan como “hot spots” para la pérdida/duplicacion de
material genético generando deficiencia de AT con el consiguien-
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Tabla .

Analizado por MLPA LR-PCR & NGS (exon aCGH (genes Prediccion aCGH Elemento repetitivo

(exon implicado) implicado) implicados) LINE/SINE en PC
Delecion completa
SERPINC1
P1 SI(1-7) ND SI (30 genes) SI(LINE) LINE*
P2 SI(1-7) ND SI (20 genes) SI(LINE) ND
P3 SI(1-7) ND SI (5 genes) SI(LINE) ND
P4 SI(1-7) ND SI(2 genes) SI(SINE) ND
P5 SI(1-7) ND ND ND ND
Delecion parcial
SERPINC1
P6 SI(1-6) Sl (no amplifica) SI (3 genes) SI (SINE/LINE) ND
P7 SI(1-4) Sl (no amplifica) S'd(: g;g?,f’\:‘gﬁa XN 51 (SINE) SINE'
P8 SI(2-7) Sl (no amplifica) SI (2 genes) SI(SINE) ND
P9 SI(1-2) SI(1-2) ND ND SINE!
P10 SI(1) SI(1-2) ND ND NO*
P11 Sl (2-5) Sl (no amplifica) ND ND ND
P12 Sl (4) ND ND ND ND
P13 S| (no detecta nada) Sl (Intrén 1) Sl (no detecta nada) ND NO*t
Duplicacion parcial
SERPINC1
P14 SI(2,3y5) SI(1-5) ND ND SINE!
P15 SI (6) Sl (6) ND ND SINE!
P16 SI (6) Sl (6) ND ND SINE!

*Determinado con nanoporo. 'Detectado con LR-PCR y NGS. PC: punto de corte. ND: no determinado.

te riesgo trombdtico, como comprobamos en un caso con dele-
cién de 2 MB de novo. La identificacién de un CNV especifico de
estas alteraciones, localizado en el cromosoma 22 sugiere una po-
sible activacion de la actividad retrotrasposoénica, que podria pro-
ducir reordenamientos no homélogos en secuencias LINE o SINE
de distintas localizaciones cromosdmicas. Estos reordenamientos
afectarfan con mayor probabilidad a SERPINC1 por la alta con-
centracion de secuencias LINE y SINE en su entorno genémico.

Financiacion: PI18/00598 (ISCIIl y FEDER); 19873/
GERM/15 (Fundacion Séneca).

C0-141 Generacion de alteraciones genéticas en
SERPINC1 asociadas con deficiencia de
antitrombina. Resultado del estudio de
mutaciones espontaneas y recurrentes

De la Morena-Barrio ME; de la Morena-Barrio B; Miiiano A;
Teruel R; Padilla J; Bravo-Pérez C; Vicente V; Corral J

Servicio de Hematologia y Oncologia Médica. Hospital General Universitario
Morales Meseguer. Centro Regional de Hemodonacién. Universidad de Murcia.
IMIB-Arrixaca, CIBERER. Murcia
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Introduccion: Las mutaciones espontdneas, resultado de
errores en la reparacion y otros mecanismos implicados en la
variabilidad genética, son la base de la evolucién, pero el coste
a pagar es que algunas son patogénicas. La deficiencia de anti-
trombina (AT), la trombofilia mds grave con herencia mendeliana
autosémica dominante, es causada por alteraciones genéticas en
SERPINCI. En la literatura solo hay descritos 8 casos con muta-
ciones espontdneas, y se ha identificado un efecto fundador para
dos mutaciones recurrentes, pero no existe un estudio sistematico
de dichas mutaciones.

Objetivo: Estudio de la base molecular y mecanismo subya-
cente al desarrollo de mutaciones en el gen SERPINC1.

Métodos: De la cohorte de 340 pacientes no relacionados con
deficiencia de AT (caracterizada funcional, bioquimica y genéti-
camente) se seleccionaron los casos con mutaciones espontdneas
(padres sin deficiencia) y recurrentes (presentes en un minimo

de 4 portadores no relacionados). En los casos con mutacion es-
pontdnea, se verificé la paternidad mediante genotipado de 12
STRs por electroforesis capilar. El potencial mosaicismo paren-
tal se evalud en cada trio mediante secuenciacion profunda del
amplicén que contenia la mutacién (PGM). Para los casos con
mutaciones recurrentes, se secuencio el gen SERPINC1 completo
(48 amplicones, 13.810 pb) (PGM), analizando haplotipos intra-
génicos.

Resultados: Identificamos 6 casos con mutaciones espontd-
neas. En 5 casos la mutacién fue puntual y 1 presentd una alte-
racion estructural. La actividad AT fue ~50% en todos los casos,
y los resultados de NGS que cuantifican el nimero de alelos sil-
vestres y mutados en los pacientes, descarté un mosaicismo en
el paciente (Tabla I). El estudio de STRs en los padres confirmé
la paternidad. La secuenciacion profunda del amplicén donde se
localiza la mutacién (con analisis de hasta 6.000 lecturas en cada

IELIERE

Edad (ed:‘riom?::?nto)
., 5 TVP ()
Padre - No
Madre . No
o % TVP (15)
Padre 56 No
Madre 53 No
o 28 TVPy TEP (14)
Padre - No
Madre . No
o 33 TVP (19)
Padre - No
Madre 63 No
. : e
Padre 63 No
Madre 59 No
o6 54 TVP (36)
Padre - No
Madre - No

TVP: trombosis venosa profunda; TEP: tromboembolismo pulmonar; T: trombosis.
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caso) descarté mosaicismo parental en los casos con mutacién
puntual. El estudio del haplotipo asociado con la mutacién rea-
lizado en 4 de los 6 casos demostré que la mutacién surgié en
el alelo paterno en los cuatro casos. Ninguna de las mutaciones
espontdneas puntuales se encuentra en un dinucleétido CpG, y
la variante estructural implica secuencias LINE. Identificamos 9
mutaciones recurrentes, todas tipo II, excepto la primera deficien-
cia recurrente causada por una mutacién nonsense que provoca
una deficiencia tipo I (p.Argl61Ter) (Tabla II). El estudio de los
haplotipos asociados mostré un origen fundador comuin para
p.Ala416Ser. Sin embargo, los portadores de las 8 alteraciones
restantes, incluidas dos que tenian efecto fundador en otras po-
blaciones (p.Leul31Phe y p.Pro73Leu) no compartian haplotipo,
lo que sugeria distinto origen y apuntaba a estas zonas como ca-
lientes mutacionales. De hecho, 5/8 afectan a dinucledtidos CpG
(Tabla II).

Tablall.

Mutacion Portadores qu::::i%r haplhtl) .tnipos CpG
p.Alad16Ser 14 Si 1 No
p.Arg79Cys 17 No 3 Si
p.Arg161Ter 8 No 2 Si
p.Arg425His 6 No 3 Si
Sy 4 No 2 si
p.Leu131Phe 25 No 3 No
p.Phe155del 4 No 2 No
p.Pro73Leu 4 No 2 Si
p.Val30Glu 12 No 2 No

Conclusién: Este es el primer estudio que evalda sistemati-
camente mutaciones espontdneas en SERPINCI1, un gencon es-
casa tasa de mutaciones, especialmente en regiones codificantes
por la sensibilidad estructural y funcional de la AT. Demostramos
que las mutaciones de novo se generaron en el padre durante la
gametogénesis. El estudio de mutaciones recurrentes permitio
identificar 8 puntos calientes en SERPINCI. En algunos casos la
adquisicion de la mutacién podria ser la desaminacion oxidativa
espontdnea de metil-citosinas (CpG), en otros, mecanismos como
el reordenamiento no homélogo de secuencias repetitivas estarian
implicados en la apariciéon de mutaciones que causan deficiencia
de AT.

Financiacion: PI18/00598 (ISCIII y FEDER); y 19873/
GERM/15 (Fundacion Séneca).

Plaquetas

C0-142 Plaquetopatia asociada a la delecion
22q11.2y al sindrome de Noonan en la infancia

Berrueco Moreno R'; Isola I% Gassiot Riu S% Ruiz Llobet A";
Catala Temprano A'; Diaz Ricart M®, Martinez Montseny AF*;
Serrano Guimare M*

'Hematologfa Peditrica y 2Laboratorio de Hematologfa. Hospital Sant

Joan de Déu. Barcelona. *Anatomfa Patolégica. CDB. Hospital Clinic de
Barcelona. Barcelona. ‘Medicina Genética y Molecular. Instituto Pediatrico de
Enfermedades Raras. Hospital Sant Joan de Déu. Barcelona

Introduccion: La presencia de una plaquetopatia subyacen-
te ha sido previamente descrita en pacientes afectos de delecién
22q11.2 (22q11.2DS) y sindrome de Noonan (SN). Mientras que
en el primer caso se debe a un déficit del complejo de glicoprotei-
nas Ib-V-IX, se desconoce la causa en el segundo.

Objetivo: Valorar la incidencia de plaquetopatia en pacientes
pedidtricos afectos de 22q11.2DS y SN. Valorar la utilidad de las
escalas clinicas y de diferentes técnicas de laboratorio para reali-
zar un diagnéstico correcto.

Material y métodos: Estudio prospectivo realizado entre
marzo y octubre de 2018 en nifios de entre 2 y 18 afios de edad
diagnosticados de 22q11.2DS o SN. Ademads del diagnéstico, se
recogieron los datos relacionados con la cardiopatia subyacente
y se valoré la clinica hemorrdgica mediante la escala ISTH-BAT
(considerada positiva si el valor final > 3), asi como las cirugias
a las que habian sido sometidos. A cada paciente se realizo: he-
mograma, tiempos de obturacién (PFA-200°) y agregaciones pla-
quetarias. En el 22q11.2DS también se analiz6 la expresién de
glicoproteinas (GP) de membrana mediante citometria de flujo.

Resultados: Cinco de los 29 pacientes diagnosticados con
22q11.2DS presentaron macrotrombocitopenia, un hecho que fue
mas relevante en los adolescentes. Todos los pacientes salvo tres
presentaron un defecto de agregacion a la ristocetina, resultado
que correlacioné de manera inversa con el valor de las PFA (Fig.
1). En estos pacientes también se demostré una relacién estadis-
ticamente significativa entre un valor > 3 del ISTH-BAT tanto
con las PFA (p = 0,022 para coldgeno/epinefrina y p = 0,002 para
coldgeno/ADP) como con el defecto de agregacion a la ristoce-
tina (p = 0,043). No se encontré relacion significativa entre una
menor expresion de GP de membrana y el resto de pardmetros
clinicos o analiticos. Los pacientes con SN (n = 22) no presenta-
ron plaquetopenia, pero un 70% mostré algin tipo de defecto de
la agregacién plaquetaria. El patrén mas frecuente consistié en
una disminucidn de la agregacion con ADP y epinefrina. Las PFA
mostraron una correlacion inversa significativa con la agregacion
plaquetaria con dcido araquidénico, epinefrina y ADP (Fig. 1).

Conclusiones: La mayoria de pacientes de nuestra serie mos-
tré un defecto de la agregacion plaquetaria que, ademds, correla-
cion6é de manera significativa con las PFA. En los pacientes con
22q11.2DS el resultado de las agregaciones plaquetarias y las
PFA se relaciond de manera estadisticamente significativa con la
sintomatologia hemorrdgica. En el SN la asociacién con la clinica
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Figura 1.

hemorrdgica tinicamente se objetivo con el resultado de las agre-
gaciones plaquetarias. Es importante que los facultativos impli-
cados en el tratamiento de estos pacientes conozcan esta posible
alteracion de cara a evitar complicaciones hemorrdgicas. Seria
interesante, ademads, realizar estudios que ayudaran a dilucidar
si las PFA podrian servir como cribado de la plaquetopatia, sobre
todo en niflos de corta edad.

C0-143 Estrategias de analisis del efecto funcional
deletéreo de nuevas variantes moleculares
en el gen RUNXT como causa de trastorno
plaquetario familiar con predisposicion a
leucemia mieloide aguda (FPD/AML)

Palma-Barqueros V'; Ruiz-Pividal JF'; Bastida JM% Bohdan N';
Lopez Andreu MJ3; Teruel-Montoya R'; Anton Al*; Ferrer-Marin
F5; Padilla J'; Cifuentes R'; Marin-Quilez A% Martin-lzquierdo
M? Benito R Vicente V'; Hernandez-Rivas JMF; Gonzalez-
Porras JR% Lozano ML'; Rivera J’

'Servicio de Hematologia y Oncologia Médica. Hospital General Universitario
Morales Meseguer. Centro Regional de Hemodonacién. Universidad de
Murcia. IMIB-Arrixaca. CB15/00055-CIBERER. Murcia. 2Unidad de Trombosis y
Hemostasia. Hospital Universitario de Salamanca-IBSAL. Salamanca. *Seccion
de Biologfa Molecular. Area Cientifica y Técnica de Investigacién. Universidad de
Murcia. Plataforma de Biologfa Molecular. IMIB-Arrixaca. Murcia. “Plataforma
de Genémica. IMIB-Arrixaca. Murcia. *Servicio de Hematologfa y Oncologia
Médica. Hospital General Universitario Morales Meseguer. Centro Regional de
Hemodonacion. Universidad de Murcia. IMIB-Arrixaca. CB15/00055-CIBERER.
UCAM. Murcia. SUnidad de Trombosis y Hemostasia. Hospital Universitario de
Salamanca-IBSAL. IBMCC, CIC. Universidad de Salamanca-CSIC. Salamanca.
’Servicio de Hematologia y Oncologia Médica. Hospital General Universitario
Morales Meseguer. Centro Regional de Hemodonacién. Universidad de Murcia.
IMIB-Arrixaca, CB15/00055-CIBERER. Murcia; en representacion del proyecto
Caracterizacion funcional y molecular de trastornos plaquetarios congénitos,
Grupo de Trabajo de Patologia Hemorragica de la SETH

Introduccion: Runx 1 es un factor de transcripcién (FT) clave
en la hematopoyesis definitiva. Variantes germinales de RUNX1
("40 descritas) se asocian a FPD/AML, cuadro caracterizado por
trombocitopenia (Tcp) moderada, disfuncién plaquetaria y alto
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riesgo de desarrollar LMA o SMD (40% antes de 35a). Sobreesti-
mar indebidamente la patogenicidad de nuevas variantes molecu-
lares detectadas por secuenciacién de alto rendimiento (HTS) en
el diagndstico de las trombocitopenias hereditarias (TPC), aun-
que afecten a genes conocidos, podria ser mds negativo para el
manejo y la calidad de vida de los enfermos que carecer de diag-
néstico (Lentaigne, Blood 2016). Esto es especialmente relevante
para alteraciones en FT como Runx1, cuya principal relevancia es
el riesgo de desarrollo de cdncer hematolégico.

Objetivo: Evaluar la patogenicidad de nuevas variantes en
RUNX] identificadas en pacientes del proyecto “Caracterizacién
funcional y molecular de pacientes con Trastorno Plaquetario
Congénito” (TPC-GT-PH-SETH).

Métodos: Tres mujeres no relacionadas de 27 (P1), 46 (P2)
y 50 (P3) afios, se incluyeron en TPC-GT-PH-SETH por su his-
torial de Tcp leve ("10° pl/uL) con VPM normal y sangrado mo-
derado. Una hija y un hermano de P2 fallecieron tras desarrollar
LAM y SMD, respectivamente y una hermana de P3 tuvo un
cancer de mama. Solo P1 y P2 mostraron previamente anomalias
plaquetarias funcionales moderadas (menor agregacién, secre-
cion de selectina P y nimero de granulos-d). La HTS (Bastida,
Haematologica 2018) identific6 nuevas variantes heterocigotas
en RUNXI: P1, c.802C<>, de novo; P2, c.586A>G [p.Thr196A-
la], segregé con Tcp y neoplasia en la familia; P3, c.476A>G;
[p-Asn159Ser], segregacion familiar negativa (4 de 6 portadores
con cifras de plaquetas normales). Para este estudio, obtuvimos
sangre de las pacientes y de tres controles, y aislamos plaquetas
ultrapuras por filtracién+imunoseleccion. EI ARN plaquetario se
analizé mediante Clariom-D Array (7540000 transcritos) (Capa-
rrés-Pérez, PLoS One 2017). En P1 aislamos células CD34+ de
sangre, las diferenciamos in vitro a megacariocitos (Mks), y eva-
luamos la formacién de proplaquetas por inmunofluorescencia.

Resultados: Los transcriptomas mostraron que de los 13
genes reconocidos como diana de RUNXI (entre otrosMYL9,
MYH9, ALOX12), presentan expresion alterada vs. controles, el
69,2% y 61,5% en P1 y P2, respectivamente, y solo el 7,7% en
P3. Previamente, se ha descrito el transcriptoma de un dnico pa-
ciente con RUNX1 variante (delecion de 83aa) (Sun, JTH 2007),
reportando 100 genes infraexpresados. De estos, nuestros casos
muestran baja expresion del 74,7%, 67,7% y 7,1% (P1, P2 y P3,
respectivamente). Un andlisis de componentes principales de las
sefiales de intensidad del array agrup6 separadamente a los con-
troles y el caso P3, de los casos P1 y P2. En la paciente P1 el
cultivo in vitro de CD34-Mks mostré una disminuida capacidad
de formacidn de proplaquetas.

Conclusion: El fenotipo plaquetar, los estudios de segre-
gacion familiar, el transcriptoma plaquetario y la formacién de
pro-plaquetas in vitro, apoyan la patogenicidad de las variantes
de Runx 1 p.GIn268* y p.Thr196Ala, pero no de p.Asn159Ser.
El andlisis del transcriptoma plaquetario es una herramienta util
en la caracterizacion patogénica de variantes moleculares nue-
vas en genes de FT, como RUNX]I, identificadas en enfermos
con TPC, y puede ayudar a identificar nuevos genes diana de
estos FT.

Financiacion: ISCIII-Feder PI17/01311&PI117/01966, F. Sé-
neca 19873/GERM/15, GRS1647A/17, IBSAL, IBY17/00006, GT-
Patologia Hemorrdgica-SETH.

CO-144 Pdrpura trombética trombocitopénica:
ipuedes estar pasando casos por alto?

Martinez Nieto J'; Fernandez Gonzalez B'; Trelles R'; Moreno N';
Doarta M'; Lopez Garcia A'; Cubillas D'; Alfayate A'; Menéndez
Cuevas M'; Calo A'; Colas B'; Gomez M'; Papadopoulos P';
Gonzalez Fernandez FA'; Villegas A'; Benavente C'; Gonzalez
Vallejo I Cornago Delgado 1% Pérez Ortega A% Ropero Gradilla P!
"Hospital Clinico San Carlos. Madrid. ?Hospital Universitario de Galdakao.
Galdakao, Vizcaya. *Hospital Universitario de Guadalajara. Guadalajara

Introduccién: La purpura trombdética trombocitopénica ad-
quirida (PPTa) es una de las pocas urgencias hematoldgicas que
existen. La mortalidad sin terapia plasmdtica es del 90%, por lo
que el tratamiento se inicia cuando se establece la sospecha (que
se confirma con actividad de ADAMTS13 < 10%). Esto permite
diferenciar a esta entidad de otros tipos de microangiopatia trom-
bética (MAT) que requieren un tratamiento distinto. Hoy en dia
la mortalidad es del 15-20% y se produce principalmente antes
de iniciar el tratamiento o en la etapa inicial de este, por lo que
establecer rdpidamente la sospecha de PTT es crucial para evitar
muertes.

Objetivo: Hemos seleccionado 6 casos de PTTa anémalos en
cuanto a su presentacion, con el objetivo de concienciar sobre la
variabilidad de esta enfermedad en su debut.

Metodologia: Hemos realizado la actividad de ADAMTS13
a 1427 pacientes distintos. 187 corresponden a debuts de PTTa
(actividad < 10% con inhibidor o sin inhibidor pero con recupera-
cién posterior de niveles normales de actividad).

Resultados: En la tabla I se recopilan los datos de los 6 pa-
cientes seleccionados y también las caracteristicas tipicas o me-
dias del conjunto de casos de PTTa (n = 187). Tipicamente, las
PTTa debutan con plaquetopenia severa y con anemia. No obs-
tante, algunos casos se presentan inicialmente sin anemia y pue-
den ser catalogados erréneamente como PTI (caso#1). Hay un
pico de casos que se producen en la 4* década de la vida, pero
el debut de PTTa puede darse incluso en octogenarios (#2) o en
preadolescentes (#3). Creatininas > 2 mg/dL o la presentacion
en el posparto se asocian con sindrome hemolitico urémico ati-
pico, pero la PTTa se puede presentar con ambas caracteristicas
(#4). El caso #5 muestra que, en ocasiones, la MAT en pacientes
con tumores avanzados puede estar causada por un déficit de acti-
vidad de ADAMTS13. Esta enfermedad se puede dar en pacientes
complejos a nivel clinico (#6) que presentan varias caracteristicas
a la vez que no suelen asociarse con la PTTa (pancreatitis e insu-
ficiencia renal aguda en paciente cirrético).

Conclusiones: La actividad de ADAMTS13 se deberia me-
dir practicamente en cualquier paciente con esquistocitos al ser
vital para reconocer ciertos casos con PTTa. Es importante que
los centros que manejan informacidn clinica de muchos pacientes
con enfermedades ultrarraras aporten su experiencia. Estos casos
atipicos tienden a ingresar en servicios, distintos al de hematolo-
gia, que suelen plantear tratamientos alternativos a los recambios
plasmadticos. Aqui aportamos evidencias que pueden ayudar a
sospechar la PTTa de forma mds precoz, lo que se podria traducir
en un inicio anterior de la terapia plasmadtica en casos similares y,
por lo tanto, en una menor mortalidad.
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Tabla .

Paciente

#1

#2

#3

#4

#5

#6

Paciente
tipico*®

*Medias/medianas y frecuencias a partir de datos al debut de 157 pacientes.

Sexo

F
(65%)
M
(35%)

Antecedentes

Sospecha de PTI
en los dias previos

Sin antecedentes
de interés

Hemoptisis

y sindrome
constitucional (mes
previo)

Sin antecedentes
de interés

Adenocarcinoma
pulmonar para
ahiliar derecho
estadio IV

Cirrosis hepatica
(endlica y VHC)

Idiopatica (> 50% de
los casos); asociada
a enfermedad
autoinmune (12%);
infecciones (9%);
cancer (5%); etc.

Edad
(afios)

29

34

85

65

61

47

(g/d1)

14,3

15

6,9

79

12,5

9,25

Plaquetas Creatinina

(mg/dL)

(x 109/L)

55

0,97

2,7

1,73

0,45

2,31

2,78

1,25

Otras condiciones/
hallazgos

Sin clinica asociada
y sin anemia.
Hematomas en
MMII

HELLP y parto por
cesarea b dias
antes

Afectacion
neurolégica
(vértigo)

HTA'y proteinuria

Tratamiento
reciente con
pemetrexed.
Afectacion
neuroldgica
(inestabilidad de la
marcha)

Pancreatitis e IRA al
llegar a urgencias.
Afectacion
neurolégica
(somnolencia)

Con o sin clinica
neuroldgica (60%
frente a 40%)

Con o sin dafio renal
(35% frente a 65%)

Inhibidor

++

++

++

+0++

Actividad de
ADAMTS13

85%

65%

Nd (pérdida
seguimiento)

95%

Nd (pérdida
seguimiento)

Nd (exitus)

Variable, un
tercio con

actividades
nulas en RC

RC: remisién completa; F: femenino; M: masculino; PTI: pdrpura trombética idiopética; IRA: insuficiencia renal aguda; +: inhibidor positivo; ++: inhibidor positivo a alto titulo.

En negrita se destacan las caracteristicas principales de cada caso.

C0-145 Coste del eltrombopag y rituximab por

paciente respondedor al tratamiento de la
trombocitopenia inmune primaria en Espaiia

Anguita E'; Parrondo-Garcia FJ% Roldan-Etcheverry JJ3
Gonzalez-Porras JR*
'Servicio de Hematologia y Hemoterapia. IML, IdISSC. Hospital Clinico San
Carlos. Facultad de Medicina. Universidad Complutense de Madrid. Madrid.
ZJParrondoHEALTH. Coslada, Madrid. *Servicio de Hematologia y Hemoterapia.
IML, IdISSC. Hospital Clinico San Carlos. Universidad Complutense de Madrid.
Madrid. “Servicio de Hematologia y Hemoterapia. Hospital Universitario de
Salamanca-IBSAL. Salamanca
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Introduccién: En la actualidad las opciones terapéuticas de

segunda linea para la trombocitopenia inmune primaria (PTI)
del adulto resistente a esteroides son la esplenectomia, los ago-
nistas del receptor de la trombopoyetina (AR-TPO) y el ritu-
ximab. El uso de los dos tltimos se ha incrementado a nivel

mundial con el fin de evitar los efectos indeseables de la extir-

pacion del bazo. No obstante, las guias internacionales no son
tajantes acerca de la preferencia de uno de estos tratamientos
sobre los demads. Es por ello, que el coste de cada uno debe ser
tenido en cuenta a la hora de priorizar la eleccién del farmaco
a emplear.
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Objetivo: El propésito de este estudio es determinar el coste
por paciente del AR-TPO eltrombopag, respecto al de rituximab
en el contexto del Sistema Nacional de Salud de Espaia.

Métodos: Hemos desarrollado un modelo de coste-conse-
cuencia con un horizonte temporal de 26 semanas para comparar
los costes directos hospitalarios del tratamiento de la PTI crénica
con eltrombopag y rituximab. El modelo acumula los costes de
tratamiento (firmacos y administracién), de seguimiento y los
producidos como consecuencia de los sangrados, para calcular
el coste por respondedor para las dos alternativas de tratamiento.
No se han tenido en cuenta los sangrados grado 1 que son trata-
dos por el propio paciente o por el nivel de atencién primaria.
Para determinar la eficacia de los tratamientos se ha realizado una
revisién bibliografica. Para estimar los costes se han utilizado las
tarifas oficiales publicadas por las distintas comunidades auténo-
mas, actualizadas a euros de 2018. Dado el horizonte temporal
del modelo, no se ha considerado la aplicacién de descuento tem-
poral a costes y efectos.

Resultados: El coste medio por paciente tras seis meses de
tratamiento fue similar para eltrombopag y rituximab, respec-
tivamente. No obstante, la mayor tasa de respuesta del primero
conlleva una reduccion de los costes de sangrado. Como conse-
cuencia de esta menor eficacia del tratamiento con el anticuerpo
monoclonal el coste medio por respuesta es un 29% superior en
este con respecto al de eltrombopag. El tnico caso en que el coste
de eltrombopag es superior al de rituximab es en el andlisis en el
que se usan dosis de 75 mg de eltrombopag. Sin embargo, en este
caso el coste respuesta es solo 48€ superior en el tratamiento con
eltrombopag.

Conclusion: El coste del tratamiento con rituximab inclu-
yendo el gasto derivado de la monitorizacién de los pacientes y
el sangrado es superior al de eltrombopag. Este hecho debe ser
tenido en cuenta para la eleccion terapéutica.

C0-146 Papel de los miRNAs de plaquetas en el
tejido adiposo epicardico de pacientes
con enfermedad coronaria

Zorio E'; Montero Argudo JA% Hornero F% Torregrosa Puerta S%
Heredia Cambra T% Pérez Guillem M Bel Minguez AM? Doiiate
Bertolin L% Bueno Codoiiez M?% Berbel Bonillo A% Blanco
Herrera OR% Marco M?% Martinez Dolz L; Llorens S3 Jiménez E;
Morillo I; Mari-Alexandre J; Molina P* Braza-Boils A

'Unidad CaFaMuSME. Instituto de Investigacién Sanitaria La Fe. Servicio de
Cardiologia, y ?Servicio de Cirugia Cardiaca. Hospital Universitari i Politécnic La
Fe. Valencia. *Facultad de Medicina. Universidad de Castilla-La Mancha. “Unidad
CaFaMuSME. Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe. Instituto de Medicina
Legal de Valencia. Valencia

Introduccién: Nuevos factores de riesgo cardiovascular
(FRCV) estan siendo estudiados como es la enfermedad de hi-
gado graso no alcohdlico o un incremento del grosor del tejido
adiposo epicdrdico (TAE). El TAE se localiza principalmente en
el recorrido de las arterias coronarias, se considera tejido adipo-
so marrén y presenta actividad metabdlica sintetizando citocinas

y adipocinas modulando la actividad de adipocitos, macréfagos y
células del vaso por via paracrina y vasocrina que pueden jugar
un potencial papel en el proceso aterotrombético. El objetivo del
presente trabajo es evaluar el papel de miRNAs plaquetarios en
TAE y su relacién con la enfermedad coronaria (EC).

Material y métodos: Se incluyeron 31 pacientes sometidos
a cirugia de revascularizacién programada por EC; y, en el gru-
po control (CNT) 27 pacientes sometidos a cirugias de recambio
valvular sin EC asociada. Se obtuvieron muestras TAE contiguo
a arterias coronarias de controles (TAE-CNT, n = 12), contiguo a
coronaria con placa ateromatosa (TAE-EC-CON, n = 17) o sin
placa (TAE-EC-SIN, n = 14) de pacientes. Tanto los miR-16-
5p.-21-5p,-223-5p,-27a-3p,-126-5p,-146a-5p,-191-5p,-150-5p y
-155-5p; como los mRNAs de AP-2, adiponectina y resistina se
cuantificaron por qRT-PCR. Se evaluaron pardmetros analiticos,
y los principales FRCV de todos los pacientes incluidos en el
estudio.

Resultados: En el grupo de pacientes hubo una mayor pre-
sencia de hombres, tabaquismo, diabetes mellitus, hipertension
arterial y dislipemia. Los miRNAs tipicamente plaquetarios
(miR-16-5p,-223-5p,-21-5p,-27a-3p,-191-5p) se encontraron
elevados en el TAE-EC-CON en comparacion con TAE-CNT,
observandose un incremento no significativo en las muestras de
TAE-EC-SIN. Los niveles de miR-223-5p en TAE-EC-SIN y
el recuento de plaquetas se correlacioné significativamente (r =
0,586; p = 0,035). Los miRNAs asociados a células inflamato-
rias (miR-146a-5p,-150-5p y -155-5p) se encontraron incremen-
tados el TAE de pacientes aunque sin significacién estadistica.
Los niveles de AP-2, adiponectina y resistina se encontraron au-
mentados en TAE-EC aunque de manera significativa solo en los
TAE-EC-SIN de pacientes.

Conclusiones: Este estudio preliminar corrobora la impor-
tancia del estudio del papel del TAE y demuestra la necesidad de
comprender en mayor profundidad su relevancia en el proceso
aterotromboético. Los miRNAs tipicamente plaquetarios aparecen
incrementados en el TAE-EC-CON lo que confirma la necesidad
de descifrar el papel que juegan las plaquetas como células infla-
matorias en la EC.

Financiacion: ISCIII-Fondos FEDER “Una forma de hacer
Europa” (P118/01582); Beca Stop Fuga de Cerebros-Roche; Me-
morial Nacho Barberd.

C0-147 La variante L56S en RUNX1 se relaciona con
leve alteracion de la funcién plaquetaria en
un modelo de raton generado por CRISPR/
Cas9

Marin-Quilez A'; Fernandez-Infante C'; Hernandez-Cano L';
Garcia-Tuiion I%2 Méndez-Sanchez L3, Herrero-Garcia M3,
Ordoiiez JL% Gonzalez-Briones S% Palma-Barqueros V% Martin-
Izquierdo M? Quijada-Alamo M Pérez-Losada J; Lozano

ML’ Rivera J% Sanchez-Martin M3, Guerrero C'; Benito R
Hernandez-Rivas JMS; Gonzalez Porras JR®; Bastida JM°®

'Grupo de Patologfa Trombdtica y Hemostasia. Instituto de Investigacion
Biomédica de Salamanca (IBSAL). Centro de Investigacion del Cancer. IBMCC.
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CSIC. Universidad de Salamanca. Salamanca. ?Centro de Investigacion del
Cancer. IBMCC. CSIC. Universidad de Salamanca. Grupo Genética Molecular
en Oncohematologfa. Instituto de Investigacion Biomédica de Salamanca
(IBSAL). Salamanca. *Servicio de Transgénesis, Nucleus. Universidad de
Salamanca. Salamanca. *Servicio de Hematologia y Oncologia Médica.
Centro Regional de Hemodonacién. Universidad de Murcia. Murcia. °Centro
de Investigacion del Cancer. IBMCC. CSIC. Universidad de Salamanca.
Grupo Genética Molecular en Oncohematologia. Instituto de Investigacion
Biomédica de Salamanca (IBSAL). Servicio de Hematologfa. Hospital
Universitario de Salamanca. Salamanca. 5Grupo Patologia Trombética y
Hemostasia. Instituto de Investigacion Biomédica de Salamanca (IBSAL).
Servicio de Hematologfa. Hospital Universitario de Salamanca. Salamanca

Introduccion: El trastorno plaquetario congénito con predis-
posicion a leucemia aguda (FPD/AML) estd causado por varian-
tes germinales en RUNX1. Posee herencia autosémica dominante
y suele cursar con trombocitopenia leve/moderada con volu-
men plaquetario normal y/o aumento de la clinica hemorrdgica
por disfuncién plaquetaria. Ademads, los pacientes tienen riesgo
de desarrollar hemopatia maligna. Dado que no hay un método
diagnoéstico definitivo, se emplea la secuenciacion masiva (NGS)
para su diagndstico genético. Sin embargo, es necesario definir
la patogenicidad de las variantes encontradas mediante mode-
los animales/celulares. Actualmente, hemos generado satisfac-
toriamente un modelo murino portador de la variante L56S en
RUNX1, mediante edicién genética con CRISPR/Cas9, detectada
por NGS en 4 familias no relacionadas con clinica hemorrdgica y
antecedentes de leucemia mielobldstica.

Objetivos: Caracterizacion fenotipica y funcional del trastor-
no plaquetario causado por la variante L56S en RUNX1 en un
modelo murino generado por CRISPR/Cas9.

Tablal.

Wt

Recuento de plaquetas CD41+ 643 + 145 x10® plaquetas/pL

Degranulacion (T1U) 30,45% + 8%
Degranulacion (PMA 100 pM) 14,7% + 3,6%
Activacion integrina a2bB3 (T1U) 30,9% +10,76%
Activacion integrina a2bf3 (PMA 9 0
100 pM) 15,7% = 6,4%
Unién integrina a2b33 activada — o o
fibrinégeno (ADP 100 pM) AR
Agregacion (10 min) 92% + 8,66%
Agregacion (15 min) 94,36% + 3,97%
Spreading plaquetario (T1U) 13,32 + 2,15 pm?
Tiempo de sangrado 66,5 + 49,4 seg

Meétodos: Se generaron 91 ratones: 30 WT, 31 heterocigotos
(RUNX1%/WT) y 30 homocigotos (RUNX1-65/L56S). La ca-
racterizacion fenotipica y funcional se realizé por citometria de
flujo: a) recuento de plaquetas CD41+; b) liberacion de P-selectina
por granulos a (anti-CD62P); c) activacién de la integrina a2bf33
(JON/A 'y fibrinégeno marcado); y d) agregacién plaquetaria (an-
ti-CD9). Se emplearon los agonistas trombina 1 U/mL, PMA 100
uM y ADP 100 uM. Se evalué el tiempo de sangrado en cortes de
cola y el spreading plaquetario mediante microscopia con T1U
durante 5 minutos. Los datos se han representado como media +
SD. La estadistica se realizé con el programa SPSS Statistics 23.

Resultados: Se observd: a) menor nimero de plaquetas en
ratones RUNX 135565 respecto a WT (474 vs. 643 x10° plaque-
tas/uL, p = 0,005), mientras que los ratones RUNX1-WT pre-
sentan niveles plaquetarios similares al WT; b) la degranulacién
se ve disminuida, respecto al WT, tanto en ratones RUNX1-365WT
(25,6% vs. 30,45%, p = 0,022 con trombina; 12,6% vs. 14,7%, p
= 0,027 con PMA) como RUNX165L565 (25 6% vs. 30,45%, p
= 0,04 con trombina; 11% vs. 14,7%, p = 0,001, con PMA); c)
menor activacion de la integrina a2bB33, respecto al WT, en ra-
tones RUNX 1M (25 85% vs. 30,9%, p = 0,006 con trombina;
11,43% vs. 15,7%, p < 0,001, con PMA) y RUNX 15654565 (21,7%
vs. 30,9%, p < 0,001, con trombina; 8,7% vs. 15,7%, p < 0,001,
con PMA). La unién de la integrina a2bf3 con fibrinégeno tras
la activacion con ADP mostré una disminucion significativa en
los ratones RUNX 1565365 regpecto a los WT (4,35% vs. 5,85%,
p = 0,004). 4) Los ratones RUNX 1165565 mogtraron menor agre-
gacioén a los 10 minutos de incubacién con trombina respecto
a los WT (83,5% vs. 92%, p = 0,02) mientras que los ratones
RUNXWT presentaron diferencias significativas a los 15 mi-
nutos respecto al WT (88,75% vs. 94,36%, p = 0,016) (Tabla I).

RUNX1tseswr RUNX1"ses/=6s

614 + 180 x10° plaquetas/pL 474 + 186 x10° plaquetas/pL

25,6% +8,5% 25,6% +8,2%
12,6% + 4,66% 1% +4,97%
25,85% + 10% 21,7% +7,95%
11,43% +5,5% 8,7% +3,37%
5,39% + 3,6% 4,35% + 2%
86,75% = 9,48% 83,5% = 10,5%
88,75% + 4,66% 87,23% + 9,35%

10,81 + 2,16 pm?

100 + 129,74 seg
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Por otro lado, los estudios de microscopia muestran una menor
capacidad de spreading, respecto a plaquetas WT, en los ratones
RUNX196WT (10,81 um? vs. 13,32 um?, p = 0,028) y RUNX1-5¥
L3565 (10,68 um?vs. 13,32 um?, p = 0,035). Por tltimo, en el test de
sangrado en cola detectamos un incremento del tiempo de sangrado,
respecto al WT, en los ratones RUNX1XSWT (100 seg vs. 66,5 seg,
p =0,034) y RUNX1565565 (143 vs. 66,5 seg, p = 0,033) (Tabla I).

Conclusiones: La variante L56S en RUNX1 en heterocigosis
y homocigosis causa alteraciones en la funcién plaquetaria a nivel
de activacion y degranulacién en el modelo murino generado por
CRISPR/Cas9.

Financiacion: PI17/01966, IBY17/00006, GRS1647A/17.
Beca predoctoral (AMQ) IBSAL.

Tabla I.

Meétodos de diagnéstico

C0-148 Caracterizacion clinica y molecular por
secuenciacion de nueva generacion
de pacientes afectados por deficiencias
congeénitas de fibrinégeno

Moret A; Ziiiiga A; Haya S; Cid AR; Ferrando F; Blanquer A;
Cervera JV'; Bonanad S
Hospital Universitar i Politecnic La Fe. Valencia

Edad

Paciente ~ Género - Clasificacion Ratio lisis
(afios)
P1 F 56 Hipofibrinogenemia ~ 2.11
P2 M 32 Afibrinogenemia NV
B3 F 40 Disfibrinogenemia NV
P4 F 39 Afibrinogenemia NV
P5 M 44 Afibrinogenemia NV
P6 E 56 Afibrinogenemia 3.05
P7 E 20 Disfibrinogenemia NV
P8 F 17 Disfibrinogenemia 3.25
P9 F 7 Disfibrinogenemia 4.95
P10 P 10 Hipofibrinogenemia = 1.32
P11 P 57 Disfibrinogenemia 2.15
P12 H 19 Hipofibrinogenemia = 7.67
P13 I 16 Hipofibrinogenemia =~ 7.12
P14 M 46 Disfibrinogenemia 1.58
P15 P 20 Hipofibrinogenemia = 2.12
P16 F 72 Hipofibrinogenemia = 0.53
P17 M 58 Disfibrinogenemia 3.10

Fenotipo clinico

Asintomatico

Hemorragico. Sangrado de cordén umbilical, hematomas musculares,
epistaxis, hemartros y sangrado tras cirugia

Hemorragico. Sangrado tras exodoncia y durante posparto

Hemorragico and trombético. Hematomas musculares, hematuria,
epistaxis, gingivorragias y hemartros. Trombosis arterial y vasculitis
en el pie

Hemorragico. Cefalohematoma, hematomas de aparicion facil,
gingivorragias y sangrado tras exodoncia

Asintomatico. Historia familiar de trombosis

Hemorragico. Hematomas de aparicion facil, hematomas tras
traumatismos y menstruacion abundante . Historia familiar de sangrado

Hemorragico. Epistaxis and menorragia. Historia familiar de sangrado
Asintomatico

Asintomatico

Hemorragico. Gingivorragia. Historia familiar de sangrado
Asintomatico. Historia familiar de trombosis

Asintomatico. Historia familiar de trombosis
Hemorragico / Asintomatico. Un sangrado tras exodoncia
Asintomatico

Hemorragico. Hematomas de aparicion facil, menorragia abundante
y sangrado tras cirugia

Asintomatico

El género F es femenino y M masculino. El ratio de lisis muestra la relacion entre la polimerizacién y la degradacion del fibrindgeno, el rango normal es de 1,80 + 0,42. NV significa

“no valorable”.
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Introduccion: Las deficiencias congénitas de fibrindgeno
(DCF) son trastornos de coagulacion caracterizados por una can-
tidad y/o calidad reducida de fibrindgeno circulante. En la clinica
puede estar asociado tanto a eventos hemorragicos como trombd-
ticos. El fibrindgeno estd codificado en genes FGA, FGB y FGG,
agrupados en una regién de 50 kb en el cromosoma 4q28-31.3. Se
han descrito aproximadamente 200 mutaciones missense diferen-
tes dentro del grupo de genes del fibrindgeno. Entre ellos, el 40%
causan hipofibrinogenemia, mientras que el 50% disfibrinogene-
mia. El objetivo de nuestro estudio fue caracterizar a los pacientes
de nuestro hospital con DCF a través de la secuenciacion comple-
ta de los genes FGA, FGB y FGG mediante la secuenciacion de
Nueva Generacion (NGS).

Métodos: El fibrindgeno funcional se midié con el reactivo
Multifibren U (Siemens Healthcare). La cantidad de fibrinégeno
inmunolégico se midié con ELISA utilizando un par de anticuer-
pos antifibrindgeno humano (Enzyme Research Laboratories).
Para los estudios de fibrindlisis se registré una curva de polime-
rizacién y de degradacién en un espectrofotometro y se calculd
la relacion entre las velocidades de formacién y de degradacién
de fibrina. Para la secuenciacién de nueva generaciéon (NGS) se
empled la tecnologfa Illumina (NextSeq 500) y un panel de genes
custom de SureSelect con tecnologia de captura, Agilent Techno-
logies. Se aplicaron filtros para eliminar del andlisis variantes en
regiones no codificantes alejadas de los exones, variantes sindni-
mas, variantes con elevada frecuencia poblacional (MAF > 0.02)

Tabla Il.

Paciente Gen Cambio nucledtido Cambio proteina Descrita Clasificacion

P1 FGB ¢.606G>A p.Leu202= No Vous

P2 FGA delE2-E6 Neerman-Arbez M 1999 Patogénica
Probablemente

c.1441delG * No -

= AU ¢.510+1G>T CEEIIEEE Neerman-Arbez M 2000 patogt?nl.ca
Patogénica

P4 FGA ¢.510+1G>T Neerman-Arbez M 2000 Patogénica

P5 FGA delE2-E6 Neerman-Arbez M 1999 Patogénica

P6 FGG ¢.902G>A p.Arg301His Kehl M 1984 Probablemente
patogénica

P7 FGG ¢.1007T>C p.Met336Thr Yamazumi K 1989 Vous

P8 FGG ¢.901C>T p.Arg301Cys Terukina S 1987 P e
patogénica

P9 FGG ¢.1201C>T p.Arg401Trp Brennan SO 2002 Probaplgmente
patogénica

P10 FGA ¢.103C>T p.Arg35Cys Soria J 1982 LI
patogénica

P11 FGG ¢.864T>G p.Tyr288Ter No Patogénica

P12 FGG c.1121A>G p.Tyr374Cys No Patogénica

P13 FGA c.341G>A p.Arg114Lys No Vous

P14 FGG ¢.323C>G p.Ala108Gly Brennan S0 2000 Vous:

P15 FGA ¢.212A5C p.Lys71Thr No AT
patogénica

b16 FGA ¢.100265T p.Trp334Cys No E;‘t’::;'ﬁgeme

FGA ¢.1003A>T p.Asn335Tyr No Bl B
P17 FGG ¢.902G>A p.Arg301His Kehl M 1984 FETIEnTE

Variante FGG p.Ala108Gly predicha como VOUS, pero en Clinvar esté descrita como patogénica. La referencia FGA es NM_000508.3; la referencia FGB es NM_005141.4; la
referencia FGG es NM_021870.2. La clasificacion segun los criterios del ACMG se obtuvo con el software de prediccion VarSome (http://varsome.com/) que se basa en DANN, GERP,

Mutation Taster, Mutation Assessor FATHMM, LRT, MetalR, MetaSVM y PROVEAN entre otros programas de prediccion.

patogénica
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y variantes encontradas en poblacion sana y descritas como be-
nignas. El andlisis de confirmacién y los estudios de variantes en
pacientes relacionados se realizaron mediante la secuenciacién
de Sanger.

Resultados: Se han analizado un total de 17 casos indices
de familias con disfibrinogemenia (n = 7), hipofibrinogenemia (n
= 0) y afibrinogenemia (n = 4), con un rango de edad de 7 a 72
afios, siendo 4 hombres y 13 mujeres. El andlisis simultdneo de
los genes FGA, FGB y FGG permiti6 en todos los casos, confir-
mar el diagnéstico clinico y hubo una correlacién completa con
los resultados del estudio funcional e inmunolégico.

Conclusiones: Se han hallado cinco nuevas variantes de mis-
sense en el gen FGA (p.Argl14Lys; p.Lys71Thr; p.Trp334Cys;
p-Asn335Tyr) y en el gen FGG (p.Tyr374Cys). FGA p.Lys71Thr
y FGG p.Asn335Tyr resultaron ser hipofibrinogenemias y el res-
to de variantes causaron disfibrinogenemia. Se ha detectado una
pequeiia delecion novel en el gen FGA (c.1441delG) en hetero-
cigosis compuesta en un probando (P3) con fenotipo sangrante y
diagnosticado como disfibrinogenemia (Tablas I 'y II). Conocer la
alteracion genética, junto con los estudios funcionales del fibrind-
geno y la historia familiar y personal de los pacientes, nos ayuda
a establecer la tendencia hemorrdgica o trombdética de nuestros
pacientes y a considerar un mejor enfoque terapéutico. En este
sentido, la NGS ha demostrado ser una herramienta util y fiable
para secuenciar simultdneamente todos los genes potencialmente
implicados en la enfermedad.

C0-149 Identificacion de un perfil de clases
de lipidos circulantes asociados
con el tromboembolismo venoso

Fernandez-Pardo A'; Oto J'; Alcoriza-Balaguer MI% Martos L";
Plana E3; Solmoirago MJ'; Yelo M'; Ferrando F*; Blanquer A%
Bonanad S* Espaia F'; Medina P'; Roca M; Navarro S’

'Grupo de Investigacién en Hemostasia, Trombosis, Arteriosclerosis y Biologia
Vascular; y Unidad de Biomarcadores y Medicina de Precision. Unidad
Analitica. Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe. Valencia. Valencia.
*Grupo de Investigacién en Hemostasia, Trombosis, Arteriosclerosis y Biologfa
Vascular. Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe. Servicio de Angiologia y
Cirugia Vascular. Hospital Universitari i Politecnic La Fe. Valencia. “Unidad de
Hemostasia. Servicio de Hematologia. Hospital Universitari i Politécnic La Fe.
Valencia

Introduccién: La membrana celular juega un papel fun-
damental en las diferentes reacciones que ocurren durante la
coagulacion, destacando la presencia de fosfolipidos, lipidos y
glicolipidos, con acciones pro- y anticoagulantes. Ademads, se ha
descrito una asociacién entre ciertas protefnas relacionadas con
el metabolismo lipidico y el riesgo trombdético. El objetivo de
nuestro estudio fue identificar mediante andlisis de lipidémica
avanzado, las principales clases de lipidos asociados con la en-
fermedad tromboembdlica venosa (ETV), permitiendo el cono-
cimiento de nuevos factores, que podrian interaccionar con los
ya conocidos, e identificando nuevas rutas asociadas con esta
patologia.

Métodos: Seleccionamos muestras de plasma de 30 pacien-
tes diagnosticados de ETV, sin ningtn factor de riesgo conocido,
y 30 voluntarios sanos, pareados por edad y sexo. Analizamos
los lipidos presentes en el plasma mediante espectrometria de
masas no dirigida en cromatografia liquida, con adquisicién de
datos de forma independiente (LC-MS_DIA). La anotacién de
los lipidos se realizé mediante el paquete especifico de R: Li-
pidMS (v 0.1.0), que nos permite el procesamiento de los da-
tos obtenidos y la identificacién de la clase de lipidos a la que
pertenecen. Los resultados se analizaron mediante andlisis de
regresion logistica, identificando las clases de lipidos asociados
con la ETV.

Resultados: Combinando los modos de ionizacién positiva
y negativa, un total de 379 lipidos fueron identificados en nues-
tras muestras de plasma tras el andlisis de LC-MS_DIA. Estos
lipidos fueron agrupados segun la clase lipidica a la que pertene-
cian, identificando un total de 18 clases de lipidos circulantes en
plasma, de entre los cuales 11 tenfan un perfil lipidico diferente.
Obtuvimos niveles disminuidos de CE (p = 0,041), y aumentados
de carnitinas (p = 0,010), ceramidas (p < 0,001), DG (p = 0,003),
FA (p=0,001), LPG (p = 0,002), MG (p = 0,001), PC (p = 0,006),
PE (p =0,001), PG (p =0,007) y SM (p < 0,001) en pacientes con
TEV comparado con controles sanos. Incluyendo estas 11 varia-
bles en un modelo predictivo, obtuvimos un drea bajo la curva
ROC multivariante de 0,950 (IC 95%: 0,896-1) (Fig. 1), un valor
superior al drea estimada para cada clase lipidica por separado
(Tabla I).
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Figura 1. Estimacion del area bajo la curva (AUC) correspondiente a la
capacidad de prediccion del modelo de regresion logistica multivariante
sobre el que se han ajustado los datos, y que incluye las 11 clases de
lipidos con un perfil diferente entre pacientes con TEV y controles sanos.
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Area bajo la curva

Tabla I.
Variables Area* Desv. error

BA 0,463 0,075
Carnitines 0,693 0,072
Ceramides 0,902 0,040
CE 0,347 0,071
DG 0,726 0,069
FAHFAS 0,504 0,077
FA 0,747 0,062
LPC 0,602 0,075
LPE 0,602 0,075
LPG 0,731 0,065
MG 0,760 0,062
PG 0,707 0,067
PE 0,754 0,062
PG 0,701 0,069
Pl 0,569 0,075
PS 0,459 0,077
SM 0,827 0,056
TG 0,378 0,073

*Bajo el supuesto no paramétrico. "Hipétesis nula: area verdadera = 0,5.

95% de intervalo de confianza asintético

Significacion
asintotica’ Limite inferior Limite superior
0,626 0,316 0,611
0,010 0,552 0,834
0,000 0,825 0,980
0,041 0,208 0,485
0,003 0,590 0,861
0,953 0,354 0,655
0,001 0,624 0,869
0174 0,456 0,749
0,174 0,456 0.749
0,002 0,603 0,859
0,001 0,639 0,881
0,006 0,576 0,837
0,001 0,632 0,877
0,007 0,566 0,836
0,359 0,422 0.716
0,584 0,308 0,610
0,000 0,717 0,936
0,104 0,234 i

Conclusiones: Hemos identificado 11 clases de lipidos
plasmaticos asociados con la ETV. Estos resultados sugieren la
existencia de nuevas moléculas y rutas de acciéon implicadas en
el sistema de la coagulacién. Seria necesario realizar estudios
posteriores para identificar los lipidos especificos para cada cla-
se responsables del efecto sobre el riesgo trombdtico, que nos
permitieran entender mejor su mecanismo fisiopatolégico en esta
enfermedad.

Financiacion: Iscinn (P114/00512, FI14/00269,
CPII15/00002, PI17/00495), FEDER, Generalitat Valenciana
(ACIF/2017/138), 1IS La Fe (2014/0718, 2016/0820_VLC-BIO-
MED,).

CO-150 Comparacion de cuatro paneles NGS para
neoplasias mieloides: caracteristicas
técnicas y utilidad clinica

Aguilera-Diaz A'; Vazquez I% Ariceta B% Maiid A% Blasco-Iturri
Z% Larrayoz MJZ% Palomino-Echeverria S% Garcia-Sanz R
Prieto-Conde MI; Chillon MC?; Alfonso-Pierola A% Rifon-Roca
J% Prosper F%; Fernandez-Mercado M Calasanz MJ?

'Centro de Investigacion Médica Aplicada (CIMA). Universidad de Navarra.
Pamplona. 2CIMA LAB Diagnostics. Universidad de Navarra. Pamplona. *Hospital
Universitario de Salamanca. Salamanca. “Clinica Universidad de Navarra (CUN).
Pamplona
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Introduccion: El diagndstico de las neoplasias mieloides
(NM) ha evolucionado significativamente en las dltimas décadas.
Actualmente, el nimero de blastos, la citogenética y los andlisis
moleculares son fundamentales para el diagndstico, prondstico y
tratamiento de las NM. La introduccién de la medicina perso-
nalizada estd influyendo en la forma en que actualmente diag-
nosticamos y monitorizamos las NM, principalmente gracias a la
NGS, que gradualmente se estd convirtiendo en una herramienta
esencial para el manejo de la enfermedad. Con este fin, la mayoria
de los laboratorios genéticos especializados han implementado
paneles de NGS dirigidos a varios genes relevantes en la pato-
logia de las NM. El objetivo del presente estudio es evaluar el
rendimiento de cuatro paneles de NGS, en funcién de sus carac-
teristicas técnicas y utilidad clinica.

Métodos: Reclutamos muestras de MO de 32 pacientes con
NM. Estas se secuenciaron con cuatro paneles de NGS, tres dis-
ponibles comercialmente y uno de disefio propio. Las muestras
fueron analizadas de la siguiente manera: 17 con TruSight Mye-
loid Panel (TSMP, 54 genes, basado en amplicones, [llumina), 16
con SureSeq (23 genes, basado en captura, Oxford Gene Tech-
nology), 15 con Myeloid Solutions (MY, 30 genes, basado en
captura, SOPHiA GENETICS), y las 32 con el panel personali-
zado Pan-Mieloide (PMP, 48 genes, basado en captura, SOPHiA
GENETICS). Las librerias se construyeron siguiendo las instruc-
ciones de cada fabricante, y se secuenciaron en un MiSeq (Illumi-
na). El analisis de los datos de secuenciacion se realizo tras filtrar
por frecuencia de variante alélica (VAF) > 5% y profundidad >
100. Las variantes fueron clasificadas por dos expertos genetistas

en neoplasias hematoldgicas. Aquellas variantes clasificadas
como “patégenas” o “probablemente patogénicas” se categoriza-
ron como clinicamente relevantes.

Resultados: Los cuatro paneles tienen en comtn 19 genes
(Core Mieloide): ASXLI, CALR, CEBPA, DNMT3A, ETV6,
FLT3, IDHI, JAK2, KIT, KRAS, MPL, NPM1, NRAS, RUNX1I,
TET2, TP53, U2AF1 y WTI. Los cuatro paneles detectaron un
total de 50 variantes clinicamente relevantes, 37 de ellas en genes
del Core Mieloide. Hubo 11 variantes discordantes entre paneles,
3 en genes del Core Mieloide que no fueron detectadas con el
panel SureSeq (2 FLT3-ITD y 1 CALR); las otras 8 variantes no
fueron detectadas porque los respectivos paneles no incluyen esos
genes en su disefio (Tabla I). Cabe destacar que ninguno de los
paneles de NGS detectaron 2 mutaciones FLT3-ITD adicionales
que si se habian detectado mediante técnicas moleculares con-
vencionales.

Conclusién: Nuestros datos muestran que existe un alto
riesgo de encontrar mutaciones diferentes dependiendo del pa-
nel de eleccién, debido tanto al disefio del panel como al método
de andlisis de datos. Segln nuestros datos, la deteccién de las
ITD sigue siendo un desafio para la NGS. Ademads, los tiempos de
respuesta de la NGS son dificiles de concordar con el establecido
por las guias de la ELN. Por lo tanto, las pruebas moleculares
convencionales deben mantenerse para el correcto diagndstico de
las NM.

Financiacion: Este trabajo ha sido financiado por el proyec-
to DIANA, 0011-1411-2017-000028, P116/00159, P117/00701 y
AIO2014.

Tabla .

D D N N FI3 13 28607y nirame_36
frameshift
D D ND NR CALR 19 13054564
D D ND NR FLT3 13 28608286 inframe_36
D NI NI D GATA2 3 128202767  missense
D NI NI NR  BCORL1T X 129149890  nonsense
D NI NI NR  SH2B3 12 111885286  missense
D D NI NR  PTPN11 12 112888162  missense
D NI NI NR  GATA2 3 128202767  missense
D D NI NR  SRSF2 17 74732959 missense
D D NI NR  SF3B1 2 198267359  missense
NI NR NR D GNAS 20 57484421 missense

NM_004119  c.1749_1784dup f\;';‘;g?:gz Patogénica/ITD
NM_004343 ¢.1099_1150del n.Leu367Thrfs*46 patogénica
p.Tyr589_ -
NM_004119 ¢.1734_1769dup Phe590ins12 Patogénica/ITD
NM_001145661  ¢.953C>G p.Ala318Gly Patogénica
NM_021946 ¢.3142C>T p.Arg1048* icchens
patogénica
NM_005475 c.1174C>T p.Arg392Trp FLELIEEND
patogénica
NM_002834  c.178G>T p.GIy60Cys O
patogénica
NM_001145661  c.953C>T p.Ala318Val Patogénica
NM_001195427  c.284C>A p.Pro95His Patogénica
NM_012433 ¢.1998G>T p.Lys666Asn Patogénica
NM_080425.2 c.2531G>A p.Arg844His Patogénica
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C0-151 Impacto clinico de los paneles de NGS
en patologia mieloide: LMA y SMD ;son
realmente dtiles?

Riego V'; Blasco-lturri Z% Villar S'; Marcos M'; Aguirre-Ruiz

PZ Tamariz E'; Palacios M'; Urrutia A'; Viguria M3, Zudaire M3;
Mateos M3, Vazquez I Calasanz MS; Larrayoz MF; Fernandez-
Mercado M¢; Rifon J'; Prosper F’; Alfonso A'

'Departamento de Hematologia. Clinica Universidad de Navarra. Pamplona.
?CIMA Lab Diagnostics. Universidad de Navarra. Pamplona. *Departamento

de Hematologia. Complejo Hospitalario de Navarra. Pamplona. “CIMA Lab
Diagnostics. Universidad de Navarra. Instituto de Investigacion y Salud Navarra
(IdisNA). Pamplona. °CIMA Lab Diagnostics. Universidad de Navarra. Instituto
de Investigacion y Salud Navarra (IdisNA). Pamplona. °CIMA Lab Diagnostics.
Universidad de Navarra. Laboratorio de Genémica Avanzada, Oncohematologia.
Centro de Investigacion Médica Aplicada (CIMA). Universidad de Navarra.
Pamplona. "Departamento de Hematologfa. Clinica Universidad de Navarra.
Instituto de Investigacion y Salud Navarra (IdisNA). Pamplona. Laboratorio

de Gendmica Avanzada, Oncohematologia. Centro de Investigacion Médica
Aplicada (CIMA). Universidad de Navarra. Pamplona

Fundamentos/objetivos: La secuenciaciéon de nueva gene-
raciéon (NGS) es una herramienta que se estd incorporando a la
clinica. A pesar de la amplia literatura sobre el impacto de estos
paneles en el prondstico de pacientes con sindromes mielodis-
plasicos (SMD) y leucemias mieloblésticas agudas (LMA), en la
actualidad todavia no forman parte de la rutina diagndstica. El
objetivo de nuestro trabajo consiste en evaluar el impacto de la
incorporacion de los paneles NGS en el prondstico y la eleccién
del tratamiento en estos pacientes.

Métodos y/o pacientes: Estudio retrospectivo descriptivo y
unicéntrico que incluy6 pacientes diagnosticados de SMD y LMA
en los que se habia realizado un panel NGS de mutaciones mieloi-
des al diagnéstico. Para el estudio de NGS se empled un “Custom
Panmyeloid Panel”; (Sophia Genetics), que analiza simultd-
neamente SNV/indels en 48 genes: ANKRD26, ASXLI, ATRX,
BCOR, BCORLI, CALR, CBL, CEBPA, CSF3R, CSNKLAI,
CUXI, DDX41, DNMT3A, ETNKI, ETV6, EZH2, FLT3, GATAI,
GATA2, IDHI, IDH2, IKZF1, JAK2, KIT, KMT2A, KRAS, MPL,
NFI1, NPM1, NRAS, PHF6, PPMID, PTPNI11,RAD21, RUNXI,
SETBPI1, SF3B1, SH2B3/LNK, SMCIA, SMC3, SRP72, SRSF2,
STAG2, TET2, TP53, U2AF1, WT1 y ZRSR2. Para el estudio se
seleccionaron las variantes consideradas patogénicas o proba-
blemente patogénicas. Tras revision de la literatura se considerd
ASXLI, BCORLI, CBL, ETV6, EZH2, RUNXI, SRSF2, STAG?2,
TP53, U2AF1, como mutaciones de mal prondstico para SMD y
ASXLI, FLT3, KIT, RUNXI y TP53 para LMA. Se consideraron
los genes DDX41, FLT3, IDHI, IDH2, KIT, SF3B1, SRSF2, TP53
y U2AF1 como genes candidatos a recibir terapia adaptada (far-
macos dirigidos o en ensayos clinicos).

Resultados: Analizamos un total de 46 pacientes, 32 diag-
nosticados de SMD y 14 de LMA. Las caracteristicas de los
pacientes se reflejan en la tabla I. Del total de los pacientes un
76% presentaron al menos una variante. En el subgrupo de pa-
cientes con SMD un 75% presentaron al menos una variante. La
mediana de mutaciones fue de 2 (0-5), siendo las mas comunes:
TET2 (21.8%), ASXLI1, SF3B1 y SRSF2 (18.7%), U2AF1 (9%)

Tabla I.

Sindromes mielodisplasicos e T Pt P e

(n=32)
Categoria n % n

Sexo

Hombres 24 75 8

Mujeres 8 25 6
Edad

<45 0 0 2

46-65 1 34 4

66-75 14 43 4

> 76 6 18 4
WHO 2016 WHO 2016

CRDU 14 43 LMA NOS- sin maduracion 3

CRDM 9 28 LMA NOS- con maduracion 1

CRDU-SA 1 |3 LMA NOS- monoblastica 1

CRDM- SA 2 6 LMA NOS- mielomonocitica 2

AREB-1 1 |3 LMA con cambios displasicos 4

AREB-2 3 |9 LMA con NPM1 mutado 1

SMD- 5¢- 1 |3 LMA con RUNX1 mutado 1

LMMC (sub. SMD) 1 3 LA indiferenciada 1
IPSS

Bajo 14 43

Intermedio-1 14 43

Intermedio-2 4 12.5

Alto 0 0
IPSS-R

g"a‘}‘é LIS 18 56

. 13 40
Intermedio
Alto o
4 120.5
Muy alto 1 3

Citogenética Riesgo citogenético ELN

(segtn IPSS-R) Bajo 0
C. muy buena 3 (9 Intermedio 7
(-Y, del11 aislada) Alto 7
C. buena 24 75
C. intermedia 4 12.5
C. pobre 0 0
C. muy pobre 1
(c. complejo)

*SMD therapy related: 7/32 (21.8%): LMA therapy related: 3/14 (21.4%).

%

57
43

14

28.5
285
285

50
50

y DDX41, ETNKI, IDHI y MPL (6.25%). De los pacientes con
bajo riesgo global (n = 28), un 42% tenian variantes de mal pro-
nostico: ASXLI (7/28), SRSF2 (6/28), ZRSR2 (2/28), BCORL y
U2AF1 (1/28). De los pacientes con LMA, un 80% presentaron
al menos una variante. La mediana de mutaciones fue de 3 (0-
4), siendo las mds comunes ASXL! y DNMT3A (28.5%), segui-
da de DDX41 (21%), JAK2 y TP53 (14%), FLT3, IDH2, NPM1,
PTPNI11, SRSF2 'y ZRSR2 (7%). Un 35% presentaron variantes
de mal prondstico: ASXLI (21,4%), FLT3 (7,1%) y TP53 (7,1%)
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De todos los pacientes incluidos en nuestra cohorte el 34.8% te-
nian variantes susceptibles de recibir tratamiento dirigido: SRSF2
(15.2%) DDX41 (10.9%) IDHI, IDH2 y TP53 (4.3%) y U2AFI
y KIT (2.2%)

Conclusiones: De los pacientes con SMD el 42% de los
pacientes de bajo riesgo global pasarian a ser de alto riesgo, lo
que podria suponer una re-estratificacion del 37.5% del total de
pacientes con SMD, que podrian beneficiarse del inicio de tra-
tamiento. Del total de pacientes con LMA, un 35% presentaron
mutaciones de mal prondstico. Del total de pacientes casi el 35%
serfan susceptibles a un tratamiento adaptado. Nuestros resulta-
dos confirman que conocer en mayor profundidad la biologia de
las neoplasias mieloides tiene un impacto real en el manejo cli-
nico de los pacientes con LMA y SMD, tanto en afinar su riesgo
prondstico como en optimizar el esquema terapéutico.

C0-152 Validacion de un modelo con marcadores
relacionados con la coagulacién para el
diagnéstico de infeccion protésica

Oto J'; Fernandez-Pardo A’; Fuertes M? Solmoirago MJ'; Plana
E3; Hervas D% Yelo M'; Enrique T'; Herranz R'; de la Calva C%
Angulo M? Baixauli I'; Baixauli F'; Espaiia F'; Navarro S'; Amaya
JVZ Medina P

'Grupo de Investigacién en Hemostasia, Trombosis, Arteriosclerosis y Biologia
Vascular. Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe. Valencia. “Servicio de Cirugia
Ortopédica y Traumatologfa. Hospital Universitari i Politecnic La Fe. Valencia.
*Grupo de Investigacién en Hemostasia, Trombosis, Arteriosclerosis y Biologfa
Vascular. Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe. Servicio de Angiologia y
Cirugia Vascular. Hospital Universitari i Politecnic La Fe. Valencia. “Unidad de
Bioestadistica. Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe. Valencia

Introduccion: La infeccién bacteriana activa la coagulacién
a través de la inmunotrombosis. Los neutréfilos constituyen la
primera linea de defensa ante la infeccion bacteriana, pero se
desconoce su mecanismo de accién en las infecciones articulares
periprotésicas (IAP). Posiblemente sea a través de la liberacion
de neutrophil extracelular traps (NET), ya que estos se han en-
contrado en el biofilm bacteriano de IAP. Actualmente no existen
pruebas diagnésticas de IAP con sensibilidad/especificidad del
100% y frecuentemente el diagnéstico de IAP es dudoso por falta
de cumplimiento de algtn criterio mayor o menor, dificultando el
manejo del paciente. En un estudio previo obtuvimos un modelo
para estimar el riesgo prequirdrgico de IAP empleando marca-
dores de NET y pardmetros del test de generacién de trombina
(TGT). El objetivo del presente estudio fue validar la capacidad
diagnoéstica de IAP de nuestro modelo, que incluye marcadores
relacionados con la coagulacion.

Métodos: Obtuvimos plasma citratado, en el preoperatorio de
la cirugia protésica, de 32 pacientes reclutados prospectivamente.
La IAP fue diagnosticada en 9 de estos pacientes, siguiendo los
criterios analiticos y microbioldgicos del Consenso Internacio-
nal sobre infecciones musculoesqueléticas (ICM). El diagndstico
de 9 pacientes fue dudoso, lo cual suele ser frecuente. Valida-
mos nuestro modelo predictivo de IAP que incluye marcadores

de NET (DNA vy calprotectina) y variables del TGT (tiempo de
latencia e inicio de la cola), con un modelo de regresién logistica
multivariable con R (v3.5.0).

Resultados: Todos los pardmetros de NET y TGT estaban
significativamente aumentados en pacientes con IAP y con diag-
néstico dudoso comparados con los pacientes sometidos a cirugia
protésica por causa no séptica. El drea bajo la curva ROC (AUC)
de nuestro modelo predictivo fue 0,79 (p = 0,019, IC 95% [0,58,
1]). Con nuestro modelo calculamos la probabilidad prequirdrgi-
ca de IAP de cada paciente y comprobamos que dicha probabili-
dad era mas alta en pacientes con diagnéstico confirmado de IAP
que sin IAP (p = 0,009).

Conclusiones: Los marcadores de NET, DNA y calprotecti-
na, y del TGT, tiempo de latencia e inicio de la cola, parecen tener
utilidad diagnéstica de IAP antes de la cirugia. Nuestro modelo
diagnéstico podria reforzar los criterios clinicos disponibles con
el fin de reducir el nimero de diagndsticos dudosos y poder as{
realizar un diagndstico y tratamiento temprano y eficaz para mi-
nimizar efectos colaterales de la IAP como dafio tisular, degrada-
cién dsea y una cirugia de reemplazo.

Financiacion: ISCIII-FEDER (PI14/00079, PI14/00512,
F114/00269, CPII15/00002, P117/00495), Generalitat Valencia-
na (ACIF/2017/138) y Sociedad Espanola de Trombosis y He-
mostasia.

Diatesis hemorragicas

C0-153 Evaluacion del ISTH-BAT en los trastornos
plaquetarios congénitos: correlacion
clinica, laboratorio y molecular

Bastida JM'; Lozano MLZ Vaquero M'; Tomas-Menor L3, Sevivas
T% Rodriguez-Alén A®; Butta N° Fernandez-Mosteirin N’; Aguilar
C%, Bermejo N°; Sierra C'%; Lozano M"'; Lopez-Fernandez MF'%
Velasco F'3; Varo MJ"; Alonso MN™; Marco P'¢; Gonzalez-Porras
JR'; Cid AR"; Rivera J?

"Hospital Universitario Salamanca. IBSAL. Salamanca. “Hospital General
Universitario Morales Meseguer. CRH. IMIB. Murcia. *Hospital General
Universitario Alicante. ISABIAL. Alicante. “Centro Hospitalar e Universitario

de Coimbra. Coimbra, Portugal. *Complejo Hospitalario de Toledo. Toledo.
Hospital Universitario La Paz. IDIPAZ. Madrid. "Hospital Universitario Miguel
Servet. Zaragoza. ®Complejo Asistencial de Soria. Soria. *Hospital San Pedro

de Alcéntara. Caceres. ""Hospital Universitario Cruces. Barakaldo, Vizcaya.
""Hospital Clinic de Barcelona. Barcelona. '“Centro Hospitalario Universitario

A Corufa. A Corufia. ®*Hospital Universitario Reina Soffa. Cérdoba. “Hospital
Universitario de Albacete. Albacete. ®Hospital Universitario de Badajoz.
Badajoz. "*Hospital General Universitario Alicante. ISABIA. Alicante. '"Hospital
Universitari i Politecnic La Fe. Valencia

Introduccién: Los trastornos plaquetarios congénitos (TPC)
son un grupo heterogéneo de enfermedades raras, que se clasifi-
can en trombocitopenias hereditarias (THs) y en trombocitopatias
hereditarias (TFPs). Su identificacién inicial y su diagndstico final
son complejos. Este, se basa en la historia clinica, la exploracién
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fisica, pruebas de laboratorio fenotipicas y la confirmacién de la
alteracion molecular subyacente. Por otra parte, la valoraciéon de
la clinica hemorrdgica suele ser subjetiva, por lo que la Sociedad
Internacional de Trombosis y Hemostasia (ISTH) recomienda la
utilizacién de escalas de sangrado (bleeding assessment tools,
BAT). Los objetivos de nuestros estudios fueron: a) evaluar la cli-
nica hemorrdgica con el ISTH-BAT en pacientes diagnosticados
de TPC; b) su comparacién entre THs y TFPs; y ¢) su relacién con
las pruebas funcionales y moleculares.

Métodos: Estudio retrospectivo de 138 pacientes con TPC
incluidos en el proyecto nacional “Caracterizacion funcional y
molecular de los TPC” de la SETH. La clinica hemorrdgica se
evalu6 mediante el ISTH-BAT, obteniendo un score de sangrado
(BS). El diagndstico fenotipico se realiz6 mediante hemograma
y frotis de sangre periférica, la funcién plaquetaria mediante
agregometria de transmisién de luz (LTA) y citometria de flujo
(CMF) y el diagnéstico molecular mediante secuenciacién ma-
siva (NGS).

Resultados: La mediana de edad fue de 31 (rango 0-71) afios,
el 66% eran mujeres, y el 56% tenian historia familiar de TPC. El
62% de los pacientes (n=85) fueron clasificados como THs y el
38% (n =53) como TFPs. En 69 pacientes (50%), la LTA estaba
alterada. El diagndstico molecular se obtuvo en el 82% (n = 113)
de los casos. La mediana del BS de la poblacion total incluida fue
5 (rango, 0-25), siendo la epistaxis la manifestacion clinica mas
frecuente referida. El BS fue significativamente mayor en la po-
blacién adulta respecto a la pedidtrica [6 (rango, 0-18) vs. O (ran-
go, 0-6), p < 0,05], en las mujeres respecto a varones [5 (rango,
0-25) vs. 3 (rango, 0-21), p=0,017] y en los TFPs respecto a THs
[7 (rango 2-25) vs. 2 (rango, 0-21), p < 0,05]. En los pacientes con
THs, el BS fue mayor si la LTA estaba alterada [8 (rango, 0-25)
vs. 1 (rango, 0-8), p < 0.001]. No hubo diferencias significativas
en cuanto a la relacion con el diagnéstico molecular (gen afecto).

Conclusiones: Los datos de este trabajo apoyan que el BS
obtenido por ISTH-BAT se relaciona con la alteracion funcién
plaquetaria y no numérica. Estos resultados podrian ayudar a
orientar a los pacientes antes de la realizacion de estudios biol6-
gicos mds especificos para caracterizar estos trastornos.

Financiacion: ISCIII (P117/01311 y P117/01966], GRS (GR-
S§1647A/17), Fundacion Séneca (19873/GERM/15), IBSAL (IBY
17/00006), Grupo Trabajo Patologia Hemorrdgica-SETH.

C0-154 Estudio de continuacion de fase llib,
abierto y multicéntrico de rurioctocog alfa
pegol para la profilaxis en pacientes con
hemofilia A grave tratados previamente

Alvarez Roman MT; Mullins E% Chowdary P®; Stasyshyn 0%
Zhang J; Engl WE; Tangada S°

'Hospital Universitario La Paz. Madrid, Espafia. 2University of Cincinnati. College
of Medicine and Cincinnati Children’s Hospital Medical Center. Cincinnati, Ohio.
EE. UU. *Katharine Dormandy Haemophilia and Thrombosis Centre. Royal Free
Hospital. London, Reino Unido. *Academy of Medical Sciences of Ukraine. Lviv,
Ucrania. *Baxalta US Inc., una empresa de Takeda. Cambridge, Massachusetts.
EE. UU. ®Baxalta Innovations GmbH, una empresa de Takeda. Viena, Austria

Antecedentes: El tratamiento profilactico para prevenir he-
morragias en pacientes con hemofilia A usando productos del
factor VIII (FVIII) con semivida estdndar requiere infusiones
frecuentes por via intravenosa. El uso de productos con semivida
prolongada puede reducir la carga del tratamiento en los pacien-
tes, al reducir el nimero de infusiones a la vez que mantiene la
eficacia terapéutica.

Objetivos: Investigar la seguridad y la eficacia a largo plazo
de un FVIII recombinante pegilado con semivida prolongada, ru-
rioctocog alfa pegol (BAX 855, TAK-660; Baxalta US Inc. [una
empresa de Takeda, Lexington, MA, EE. UU.]), para la profilaxis
y el tratamiento de episodios hemorragicos en pacientes con he-
mofilia A grave.

Métodos: Los pacientes elegibles de < 75 afios provenian de
un estudio previo con TAK-660 o no habian recibido anterior-
mente TAK-660, y habian sido tratados con FVIII derivado de
plasma o recombinante. Los pacientes recibieron profilaxis con
TAK-660 a una dosis fija (DF) o una pauta posoldgica ajustada
por farmacocinética (FC), y podian cambiar de la pauta de DF a
la pauta por FC. Los endpoint primarios fueron la incidencia de
inhibidores del FVIII confirmados y la tasa anualizada de san-
grado (TAS) espontdnea, analizados utilizando un modelo lineal
generalizado. Los endpoints secundarios incluyeron la TAS total
(espontanea y traumdtica) y la aparicion de acontecimientos ad-
versos (AA) y AA graves (AAGs). Los resultados aqui comunica-
dos se analizaron por categorias de edad.

Resultados: El estudio (NCT01945593; iniciado en octubre
de 2013, finalizado en marzo de 2018) incluyé un total de 216 pa-
cientes. La media total (DE) de edad fue de 22,8 (15,7) afos. Los
grupos de edad analizados fueron: < 2 afios, n=3; 22 a < 12 afios,
n=62;>12a< 17 afos, n = 26; > 17 afios, n = 125. Doscientos
quince pacientes recibieron =1 dosis en la pauta de DF y 25 reci-
bieron, > 1 dosis en la pauta por FC. La media (DE) de la exposi-
cion total a TAK-660 por paciente fue de 209,8 (108,4) dias a lo
largo de un periodo de observacién con una media (DE) de 2,20
(1,11) afios por paciente. Ninguno de los pacientes desarrollé un
inhibidor del FVIII confirmado. Las estimaciones puntuales (IC
95 %) para la TAS espontdnea y total por grupo de edad entre
los pacientes que recibieron la profilaxis de DF (dos veces por
semana) y por FC se muestran en la tabla [. En total, se registra-
ron 838 AAs en 174 (81%) pacientes; 20 de estos AAs fueron
evaluados por el investigador como relacionados con TAK-660.
Se registraron un total de 52 AAGs en 33 (15%) pacientes, inclui-
do 1 AAG mortal (hemorragia cerebral); ninguno se considerd
relacionado con TAK-660. Las frecuencias de AAs y AAGs no
mostraron tendencias claras entre los grupos de edad.

Conclusiones: En esta poblacién de pacientes con hemofi-
lia A grave tratados previamente, la profilaxis de TAK-660 con
pautas de DF y por FC fue bien tolerada y eficaz en los grupos de
edad analizados.

Financiacion: El estudio de CONTINUACION fue financiado
por Baxalta US Inc. (Lexington, MA [EE. UU.]) y Baxalta Innova-
tions GmbH (Viena, [Austria]), miembros del grupo de empresas
de Takeda. El apoyo para la redaccion médica de este resumen
lo proporcioné Margit Rezabek, DVM, PhD, empleada de Excel
Medical Affairs (Southport, CT [EE. UU.]) y fue financiado por
Baxalta Inc. (una empresa de Takeda, Lexington, MA [EE. UU.]).
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IELIERE

<2 aiios* >2 a<12aiios* >12 a < 17 aios > 17 aiios TOdPS 5
pacientes

Pauta profilactica de DF dos veces 3 59 20 104 186
por semana, n
TAS espontanea, media de la 0,61 0,79 1,44 1,29 1,20
estimacion puntual (IC del 95%) (0,15-2,45) (0,52-1,21) (0,94-2,20) (0,91-1,83) (0,92-1,56)
TAS total, media de la estimacion 1,84 1,84 2,72 2,26 2,23
puntual (IC del 95%) (0,83-4,10) (1,37-2,47) (1,93-3,82) (1,76-2,90) (1,85-2,69)
Pauta profilactica por FC, n 0 10 4 1 25
TAS espontanea, media de la NP 1,08 1,60 0,87 0,96
estimacion puntual (IC del 95%) (0,45-2,58) (0,27-9,49) (0,37-2,07) (0,54-1,71)
TAS total, media de la estimacion NP 4,06 3,31 1,36 2,64
puntual (IC del 95%) (2,43-6,78) (0,77-14,30) (0,62-3,01) (1,70-4,08)

C0-155 DIGEVAR, “Discovering Genetic Variants”,
una nueva plataforma web para el
analisis de forma sencilla de datos de
secuenciacion de alto rendimiento (HTS)
en pacientes con trastornos plaquetarios
congeénitos

Palma-Barqueros V'; Esteban Gil A% Pérez F% Anton AP; Legaz-
Garcia MCZ Parreiio-Gonzalez M% Bohdan N'; Ruiz-Pividal

JF'; Cifuentes R'; Vicente V'; Bury L% Bastida JMS; Lozano ML';
Rivera J°

'Servicio de Hematologia y Oncologia Médica. Hospital General Universitario
Morales Meseguer. Centro Regional de Hemodonacién. Universidad de

Murcia. IMIB-Arrixaca, CB15/00055-CIBERER. Murcia. “Biomedical Informatic
and Bioinformatics Platform. IMIB-Arrixaca. Murcia. *Genomic Platform.
IMIB-Arrixaca. Murcia. *Department of Medicine. Section of Internal and
Cardiovascular Medicine. University of Perugia. Perugia, Italia. *Unidad

de Trombosis y Hemostasia. Hospital Universitario de Salamanca-IBSAL.
Salamanca. ®Servicio de Hematologia y Oncologfa Médica. Hospital General
Universitario Morales Meseguer. Centro Regional de Hemodonacion.
Universidad de Murcia, IMIB-Arrixaca, CB15/00055-CIBERER. Murcia; %en
representacion del proyecto Caracterizacion funcional y Molecular de trastornos
plaquetarios congénitos, Grupo de Trabajo de Patologia Hemorrégica de la SETH

Introduccion: Los trastornos plaquetarios congénitos (TPC)
son un grupo heterogéneo de enfermedades raras causadas por
alteraciones moleculares en genes implicados en la formacién/
funcién de las plaquetas. La secuenciacién de alto rendimien-
to (HTS) facilita su diagndstico. Una importante limitacién en
este contexto, es el andlisis de la gran cantidad de informacion
molecular obtenida, restringido hasta ahora a expertos bioinfor-
maticos.

Objetivo: Desarrollar una plataforma que permita un andlisis
sencillo de datos de secuenciacion por HTS en casos de TPC.

Métodos: El ADN de pacientes con TPC reclutados en el
proyecto “Caracterizacién funcional y molecular de pacientes
con TPC” (TPC-GT-PH-SETH), se analiz6 mediante HTS con
un panel de 70-90 genes, en plataformas Illumina o PGM de Ion
Torrent, y usando sondas dirigidas a exones, extremos UTR y re-
giones flanqueantes de los genes diana (#250.000 pb). Los datos
de secuencia cruda obtenidos se formatean en archivos FASTA y
se alinean con hgl9 en archivos BAM. Posteriormente, se gene-
ran archivos VCF (variant call format), que enumeran todas las
variantes de secuencia identificadas en esos genes, y se cargan en
servidores tipo cluster. Usando JAVA, disefiamos una plataforma
web denominada DIGEVAR (“Discovering Genetic Variants™)
(https://digevar.imib.es), para acceder a los archivos VCF. EI ac-
ceso seguro a DIGEVAR, se realiza mediante nombre de usuario
y clave personal. DIGEVAR se ha configurado para poder apli-
car multiples estrategias de filtrado de variantes incluyendo entre
otras: a) gravedad de la variante; b) ubicacién de variante en el
gen; ¢) frecuencia del alelo menor (MAF); d) calidad y cobertura
de secuencia; e) gen (Gnico o mdltiple); f) transcrito canénico o
no; y g) muestra (s) de ADN. Al ejecutar la opcién “Filtrar” de
DIGEVAR, se obtiene de forma rdpida las lista de variantes mo-
leculares que cumplen los criterios de filtrado aplicados.

Resultados: Hasta el momento, estdn disponibles en la pla-
taforma DIGEVAR 186 archivos VCF con 6098 variantes dife-
rentes. La conexién en linea de DIGEVAR con distintas bases
de datos publicas (ENSEMBL, NCBI, CLINVAR, ExAC, etc.),
asi como con aplicaciones de andlisis del efecto de las varian-
tes en las proteinas correspondientes (MutationTaster, Polyphen,
Sift, PDB, etc.), permite obtener de forma rdpida y sencilla in-
formacién extensa de las variantes listadas: frecuencia alélica,
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nimero de rs, transcrito, cambio de nucleétido y en su caso de
aminodcido en la proteina, consecuencia de variante en el gen y/o
proteina, filogenética, significacion clinica (valoracién en CLIN-
VAR). Otros médulos complementarios en DIGEVAR proporcio-
nan: a) informacidn de la cobertura en cada regién de cada gen;
b) informacidon sobre las variantes en bases de datos cientificas
(PubMed, dbSNP, etc.); y c) interpretacion de la patogenicidad de
las variantes segtn las gufas de la ACMG y AMP (Richards et al.
Genet Med 2015).

Conclusién: DIGEVAR es una plataforma web de uso senci-
llo, que permite a no expertos en bioinformdtica llevar a cabo un
andlisis rapido de los datos moleculares obtenidos por analisis de
HTS, panel de genes o incluso exoma completo, de los pacientes
con TPC y, potencialmente, con otras enfermedades. DIGEVAR
pretende facilitar el diagndstico molecular de enfermedades en la
préctica clinica.

Financiacion: ISCIII-Feder PI17/01311&PI117/01966, F. Sé-
neca 19873/GERM/15, GRS1647A/17, IBSAL, IBY17/00006, GT-
Patologia Hemorrdgica-SETH.

C0-156 Analisis de sangrados articulares de un
estudio en fase lll, multicéntrico y abierto
de tratamiento a demanda con el FVWr en
pacientes con EVW grave

Windyga J'; Chojnowski K? Pasi J3, Vidal I*;, Truong Berthoz F;
Ewenstein B%; Mellgard B®

'Departamento de Trastornos de Hemostasia y Medicina Interna. Instituto de
Hematologia y Medicina de Transfusiones. Varsovia, Polonia. “Departamento
de Trastornos de Hemostasia. Universidad Médica de £ddz. £6dz, Polonia.
3Centro de Hemofilia, Barts y Escuela de Londres de Medicina y Odontologia.
Londres, Reino Unido. “Shire, una empresa de Takeda. Madrid, Espafia. *Shire
International GmbH, una empresa de Takeda. Zug, Suiza; ®Baxalta US Inc., una
empresa de Takeda, Cambridge, Massachusetts. EE. UU.

Introduccién: La EVW se asocia con frecuencia con sangra-
do mucocutdneo y menorragia; sin embargo, también se producen
sangrados articulares, especialmente en pacientes graves y muy
baja actividad coagulante del FVIIIL. Se ha demostrado laeficacia
y la seguridad del FVW recombinante (FVWr; Baxalta, Lexing-
ton, MA, EE. UU., una empresa de Takeda) para el tratamiento a
demanda de los sangrados en pacientes con EVW grave (Gill et
al. Blood 2015). Presentamos un andlisis post-hoc de un subgrupo
de pacientes con sangrados articulares.

Meétodos: Los pacientes elegibles para el estudio en fase IIT
(NCT01410227; EudraCT 2010-024108-84) tenian 18-65 ailos,
diagnosticados con EVW grave. Recibieron tratamiento a de-
manda para los sangrados (dosis inicial recomendada: 40-80 Ul/
kg FVWr). Las dosis posteriores de FVWr (20-60 Ul/kg hasta un
maximo de 24 horas de diferencia) se administraron para mante-
ner niveles de FVW:RCo y FVIII > 30 Ul/dl segtin se requiriese. Si
la actividad basal del FVIII era < 40%, se administré FVIII recom-
binante (FVIIIr; 30-45 Ul/kg) con la primera infusién de FVWr.

Resultados: Nueve de los 31 pacientes presentaron 59 san-
grados articulares tratados con FVWr y todos ellos fueron EVW

tipo 3; 6/9 presentaron sangrados espontdneos y traumadticos, 2/9
tuvieron Unicamente espontdneos y 1/9 present6 solo traumadticos.
Ocho recibieron FVWr para el tratamiento de 46 sangrados arti-
culares espontdneos (2 mayores, 11 moderados, 33 menores). La
eficacia hemostdtica se calificé como excelente o buena en todos
los sangrados articulares espontaneos (44/46 [95,7 %] excelente;
2/46 [4,4 %] buena), después de una mediana de dosis de 48,2
Ul/kg de FVWr y 1 (rango 1-2) infusién. Hubo 13 sangrados ar-
ticulares traumadticos (1 mayor, 3 moderados, 9 menores) en 7 pa-
cientes y la eficacia hemostdtica se calificé como excelente en
todos los casos, después de una mediana de dosis de 52,5 Ul/kg
y 1 (rango 1-3) infusién. De los 59 sangrados articulares, 58 reci-
bieron concomitantemente FVIIIr (mediana de 34,9 Ul/kg [16,6-
129,3] para 50 sangrados), 15 sangrados requirieron una segunda
infusién de FVWr (8 sangrados con FVIIIr) y solo dos sangrados
requirieron una tercera infusion (1 sangrado con FVIIIr).

Conclusiones: Estos resultados demuestran que la hemartro-
sis es una manifestacion comun de la EVW grave y la eficacia del
FVWr en el tratamiento de los sangrados articulares espontdneos
y traumadticos en estos pacientes.

Financiacion: Este estudio fue financiado por Baxalta Inc., Le-
xington, MA, EE. UU, una empresa de Takeda. El apoyo para la re-
daccion médica de este resumen lo proporciono Isobel Lever PhD,
empleada de Excel Medical Affairs (Southport, CT [EE. UU.]) y
fue financiado por Baxalta US Inc., una empresa de Takeda.

C0-157 Estudio de los factores genéticos
subyacentes al desarrollo de la hemofilia
adquirida

Pardos-Gea J'; Garcia-Martinez I Martin-Fernandez L3, Enrich
E%; Ferrero AS; Marzo C%; Rubio MS; Solanich X, Mitjavila F5;
Gonzalez-Porras JR’; Bastida JM’; Corrales I% Vidal F?

'Unitat de Malalties Autoimmunes Sistémiques. Departament de Medicina
Interna. Hospital Universitari Vall d’Hebron. Barcelona. Coagulopaties
Congenites. Banc de Sang i Teixits. Barcelona. Medicina Transfusional. Institut
de Recerca Vall d’Hebron. Universitat Autonoma de Barcelona (VHIR-UAB).
Barcelona. *Coagulopaties Congénites. Banc de Sang i Teixits. Barcelona.
Medicina Transfusional. Institut de Recerca Vall d'Hebron. Universitat
Autonoma de Barcelona (VHIR-UAB). Barcelona. Unitat de Genomica de
Malalties Complexes, Institut d'Investigacié Biomedica Sant Pau (/IB-Sant
Pau). Barcelona. Fundacién Espafiola de Trombosis y Hemostasia. Madrid.
*Medicina Transfusional. Institut de Recerca Vall d'Hebron. Universitat
Autonoma de Barcelona (VHIR-UAB). Barcelona. Laboratorio de Inmunogenética
e Histocompatibilidad. Banc de Sang i Teixits. Barcelona. *Servicio de
Hematologia. Hospital Universitario Arnau de Vilanova. Lleida. éServicio de
Medicina Interna. Hospital Universitari de Bellvitge. Barcelona. ’Servicio de
Hematologia. Hospital Universitario de Salamanca. Salamanca. éCoagulopaties
Congenites. Banc de Sang i Teixits. Barcelona. Medicina Transfusional. Institut
de Recerca Vall d'Hebron. Universitat Autonoma de Barcelona (VHIR-UAB).
Barcelona. CIBER de Enfermedades Cardiovasculares (CIBERCV). Barcelona

Introduccién: La hemofilia A Adquirida (AHA) es una en-
fermedad rara causada por la formacién espontdnea de autoan-
ticuerpos contra el Factor VIII de la coagulacién. Clinicamente
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se caracteriza por eventos hemorrdgicos agudos y tiene la misma
prevalencia en hombres y en mujeres. Se ha asociado a factores
desencadenantes como neoplasias, enfermedades autoinmunes
y medicamentos, aunque la mitad de los casos son idiopdticos.
Esta patologia se considera compleja, participando factores de
riesgo genéticos y ambientales. Sin embargo, a pesar de haberse
reportado algunas asociaciones, la base genética subyacente se
desconoce. El objetivo global de este estudio consiste en anali-
zar la contribucién de variantes genéticas identificadas mediante
secuenciacién del exoma y genotipos de sistemas altamente poli-
morficos relacionados con la respuesta inmune (HLA y recepto-
res KIR) al desarrollo de la AHA.

Métodos: Se han reclutado 31 pacientes no relacionados
diagnosticados como AHA (19 en el Hospital Universitario Vall
d’Hebron, 6 en el Hospital Clinico Universitario de Salamanca,
5 en el Hospital de Bellvitge y 1 en el Hospital Universitario
Arnau de Vilanova). El genotipado HLA y KIR se ha realiza-
do mediante NGS a alta resolucién a partir de la amplificacion
mediante PCR in house multiple utilizando el kit SequalPrep
Long PCR with dNTPs (Thermo Fisher Scientific). Las librerias
se han preparado utilizando el kit NGSgo (GenDx) y se han se-
cuenciado con el sistema MiSeq (Illumina). Los resultados se
han analizado con el programa NGSengine (GenDx) y las fre-
cuencias alélicas con la herramienta HLAnet Gene[rate] (https://
hla-net.eu/). Las frecuencias alélicas se han comparado con las
publicadas en la Allele Frequency Net Database (http://www.
allelefrequencies.net/), considerando los estudios realizados en
poblacion espafiola y europea. La significacion nominal y el
odds ratio para dichas comparaciones se ha obtenido mediante
el test exacto de Fisher.

Resultados: Los primeros resultados obtenidos en este estu-
dio corresponden al genotipado HLA de alta resolucién de los
31 pacientes AHA reclutados. La comparativa de las frecuencias
alélicas ha permitido identificar alelos con una frecuencia signi-
ficativamente diferente (p < 0.05) en pacientes con AHA respec-
to a la de la poblacién espafiola y europea, como HLA-A*03:01,
HLA-A*68:02, HLA-B*35:01, HLA-B*52:01, HLA-C*04:01,
HLA-DRBI1*11:02, HLA-DRB1*13:03, HLA-DRB1*15:02, HLA-
DQBI1*06:01, HLA-DQBI1*06:02 y DQB1%*03:09 (Fig. 1 y Tabla
I). Cabe destacar el caso del alelo DQBI*03:09, presente en un
3,2% (n = 2) de la muestra AHA, y no detectado en ninguno de los
estudios en poblacion espaiiola (n = 173) o europea (n = 3.302).
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Figura 1. Comparacion de las frecuencias entre las distintas poblaciones.

Tabla .

. Frecuencia. .
Frecuencia Poblacion Frecuencia
Gen*Alelo Muestra espaiiola (N p OR (IC) Poblacion europea p OR (IC)
AHA P (N total)
total)
A*03:01 0,03 (31) 0,104 (1.360) 0,0857 0,287 (0,03-1,09) 0,129 (104.843) 0,0208 0,23 (0,03-0,85)
A*68:02 0,06 (31) 0,0078 (1.737) 1,90E-03 8,79 (2,16-26,4) 0,012 (122.734) 17,40E-03 5,51 (1,45-14,89)
B*35:01 0,145 (31) 0,060 (1.360) 0,0126 2,66 (1,13-5,57) 0,061 (126.215) 0,0131 2,6 (1,13-5,31)
B*52:01 0,065 (31) 0,0146 (1.459) 0,0155 4,61 (1,16-13,30) 0,014 (125.591) 0,0121 4,75 (1,25-12,85)
C*04:01 0,258 (31) 0,1306 (1.737) 7,10E-03 2,31(1,21-4,21) 0,1296 (122.905) 6,60E-03 2,34 (1,23-4,20)
DRB1*11:02 0,065 (31) 0,0155 (3.202) 0,0174 4,39 (1,13-12,21) 0,00704 (106.198) 9,10E-04 9,71 (2,56-26,29)
DRB1*13:03 0,097 (31) 0,0298 (3.279) 0,0111 3,48 (1,21-8,19) 0,0145 (107.786) 2,90E-04 7,26 (2,56-6,85)
DRB1*15:02 0,0484 (31) 0,0121 (2573) 0,0417 4,17 (0,81-13,36) 0,0128 (107.380) 0,0462 3,89 (0,78-11,96)
DQB1*03:09 0,0323 (31) 0(173) 0,0687 ) 0(3.302) 3,30E-04 )
DQB1*06:01 0,0484 (31) 0,0163 (525) 0,0956 3,08 (0,56-11,10) 0,0123 (43.378) 2,7e-06 128,44 (24,47-428,52)
DQB1*06:02 0,0484 (31) 0,1519 (1.237) 0,0186 0,28 (0,06-0,88) 0,1042 (45.188) 0,2087 0,44 (0,09-1,34)

Se muestran los valores de p segtn el test de Fisher para cada una de las comparaciones. En negrita se muestran las comparaciones significativas a nivel nomina. OR: odds ratio;

IC: intervalo de confianza; N: tamafio total de la muestra.
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Conclusiones: En esta primera fase, el andlisis de asociacién
de las frecuencias alélicas de HLA ha permitido identificar distin-
tos alelos de riesgo y protectores para AHA. Asimismo, el estu-
dio en mayor profundidad de la distribucién de estas frecuencias
alélicas, asi como de las haplotipicas, podria esclarecer parte de
la base genética de la enfermedad. Ademads, el andlisis del exoma
permitird abordar de una manera mds amplia la implicacién de
otros genes en AHA y de los procesos bioldgicos relacionados.
En su conjunto, los hallazgos derivados podrian conducir a la me-
jora en la precision diagndstica y el desarrollo de aplicaciones
terapéuticas especificas de gran impacto en el manejo de esta en-
fermedad de etiologia todavia desconocida.

Financiacion: Ministerio de Economia y Competitividad
(MINECO)-Instituto de Salud Carlos III (ISCIII) (P118/01492).
Proyecto Shire (now a part of Takeda) IIR-ESP-002171.

C0-158 Experiencia con rurioctocog alfa pegol
(Adynovi®) en vida real en el Hospital
Universitario La Paz

Alvarez Roman MT: Garcia Barcenilla S; Martin Salces M; Rivas
Pollmar MI; Gutiérrez Alvariiio M; Justo Sanz R; Jiménez Yuste V
Grupo de Coagulopatias y Alteraciones de la Hemostasia. Unidad de
Hematologia. Hospital Universitario La Paz-IdiPAZ. Madrid

Introduccion: El tratamiento profildctico en pacientes con
hemofilia es el recomendado por todos los Comités Cientificos. A
pesar de que numerosos estudios han demostrado la superioridad
de dicho tratamiento con respecto a la demanda en cuanto a la
reduccién de episodios hemorrdgicos se refiere, la profilaxis no
estd suficientemente implantada. Esto se debe a que la profilaxis
con los concentrados actuales de vida media estindar (SHL del
inglés, standard half life) no es tan eficaz como se esperaba, es
un tratamiento muy demandante para el paciente ya que necesita
unas 3 o 4 infusiones a la semana por via intravenosa y ademas
hasta un 30% de los pacientes desarrollan anticuerpos neutrali-
zantes que hacen que el tratamiento no sea eficaz. Los tratamien-
tos de vida media extendida, EHL (del inglés Extended Half life)
como el Adynovi® mejoran los pardmetros de farmacocinética
(PK) y podrian ser mas eficaces, con menos infusiones y menos
inmundgenos, solucionando las necesidades no cubiertas.

Objetivos: Evaluar el cambio de los parametros PK en pa-
cientes que cambiaron de un producto de SHL a EHL. As{ como
la eficacia mediante la tasa anualizada de sangrados y el estado
articular, la reduccién del nimero de infusiones y la mejora en la
calidad de vida.

Resultados: Desde septiembre de 2018 en nuestro se han
cambiado 10 pacientes de octocog alfa (Advate®) a rurioctocog
alfa pegol (Adynovi®). Todos los pacientes estaban diagnostica-
dos de Hemofilia A grave y estaban en profilaxis primaria o se-
cundaria.

En la mayoria de los pacientes se ajust6 la profilaxis utili-
zando la herramienta myPKFiT®, la cual basandose en el mode-
lo poblacional de Adynovi® y aplicando un algoritmo bayesiano
permite con solo dos muestras obtener los pardmetros de PK de
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cada paciente. El perfil de PK obtenido estaba en concordancia
con lo publicado en los ensayos clinicos realizados en su progra-
ma de desarrollo de rurioctocog alfa. La dosis total semanal de
Adynovi® fue un 30% menos que cuando los pacientes recibian
tratamiento con Advate®. Todos los pacientes mejoraron su feno-
tipo hemorrdgico con reduccién del AJBR. La salud articular fue
evaluada mediante exploracion fisica utilizando el Haemophilia
Joint Health Score y mediante ecografia utilizando el HEAD-US.
Cabe destacar que el paciente 1, que mantuvo la misma dosis to-
tal semanal y el mismo nimero de infusiones, los niveles valle
alcanzados con rurioctocog alfa pegol fueron mas altos y esto se
tradujo en la resolucion de la hipertrofia de la sinovial que pre-
sentaba (Tabla I).

Conclusiones: Rurioctocog alfa permite reducir el nimero
de infusiones aumentado la eficacia de SHL. Y dispone de una
herramienta (myPKFiT®) que nos permite con solo dos muestras
ajustar la profilaxis teniendo en cuenta la PK del factor infundido.

C0-159 Manejo periquirargico de una sustitucion
valvular cardiaca en paciente con sindrome
anticoagulante lipico-hipoprotrombinemia

Gutiérrez Lopez de Ocariz X; Castro Quismondo N; Rodriguez
Rodriguez M; Buendia Ureiia B; de Nicolas Sol R; Vera Guerrero
E; Lopez Muiioz N; Hidalgo Soto M; Zamanillo Herrero I; ifiiguez
Garcia R; Poza Santaella M; Martinez Lopez J

Hospital Universitario 12 de Octubre. Madrid

Introduccion: El sindrome de anticoagulante ldpico-hipo-
protrombinemia (LA-HPS) es un trastorno adquirido caracteriza-
do por el déficit de factor II (protrombina) asociado a la presencia
de anticoagulante lipico (AL), donde debido a un aclaramiento
acelerado de los complejos Ag-Ac circulantes se produce un dé-
ficit de factor II (FII). Es mas frecuente en edad pediatrica y mas
prevalente en el sexo femenino. Puede aparecer asociado a tras-
tornos autoinmunes y también a infecciones virales.

Se sospecha esta entidad ante la presencia de sangrado y alar-
gamiento del TP y del TTPa, confirmdndose con la determinacién
del FIT'y AL.

Meétodos: Se describe el manejo periquirdrgico de un paciente con
LA-HPS asociado a LES candidato a sustitucion valvular cardiaca.

Resultados: Se trata de un varén de 54 afios diagnosticado en
1992 de LES con afectacion sistémica asi como sindrome antifos-
folipido. El paciente presentd un ictus isquémico de ACM, por lo
que se inicié anticoagulacion con acenocumarol. A las semanas
presenté clinica hemorrdgica mucocutdnea relevante. Se realizé
un estudio de hemostasia tras suspender el acenocumarol objeti-
vandose un déficit de factor II del 8%. El paciente recibid varios
tratamientos inmunosupresores: corticoides, azatioprina, ciclofos-
famida, rituximab, micofenolato; logrando niveles de FII en torno a
17-29% y presentando a lo largo de los afios complicaciones hemo-
rragicas (hematoma muscular, subdural, suprarrenal, hematuria). A
consecuencia de la afectacién cardiaca por el LES desarroll6 una
doble lesién adrtica subsidiaria de sustitucion valvular (prétesis
bioldgica). En el preoperatorio presentaba actividad de FII del 25%

con anticoagulante lipico positivo y leve trombocitopenia (85.000/
mm?®). En el preoperatorio se decide transfundir 1 pool de plaquetas
y aumentar la corticoterapia los 5 dias antes. La intervencion se rea-
liz6 sin incidencias pero 5 horas después de la cirugia el paciente
comienza con débito hemadtico por el drenaje mediastinico sin ines-
tabilidad hemodindmica. Se reinterviene al paciente sin objetivar
un claro punto sangrante por lo que se decide administracion de
una dosis puntual de rFVIIa a 30 pg/kg. Se realizé una determina-
cién de factor II que resulté del 38%. Posteriormente el paciente no
present6 nueva clinica hemorrdgica ni eventos trombdticos. Revi-
sando la literatura destaca que no existe un tratamiento estandariza-
do, sino que el tratamiento se basa en medidas de soporte si aparece
clinica hemorragica asi como terapia anticoagulante si predominan
los fendmenos trombéticos. El pilar fundamental del tratamiento
es la inmunosupresion para erradicar el inhibidor, aunque este des-
aparece espontdneamente hasta en un 64% de los casos. Los cor-
ticoides en monoterapia son la opcion preferida (82%), pudiendo
asociar otros agentes inmunosupresores como inmunoglobulinas,
ciclofosfamida, rituximab, azatioprina (Fig. 1).
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Figura 1. En este grafico aparece representada la evolucion temporal
(afios) de la actividad del factor Il (protrombina) asi como la persistencia
de positividad constante a lo largo del tiempo del anticoagulante lapico.
Las flechas rojas hacen referencia a los diferentes eventos hemorragicos
experimentados por el paciente.

Conclusién: El LA-HPS es una entidad clinica adquirida e
infrecuente que puede originar tanto clinica hemorrdgica como
eventos trombdticos lo que dificulta el tratamiento y el manejo
periquirdrgico y que obliga a establecer terapias individualizadas.

CO-160 Estudio descriptivo sobre la experiencia
en hemofilia adquirida en un centro
de referencia

De la puerta R'; Palacios Torres C% Cid Haro A'; Bonanat Boix
$'; Haya Guaita S’

"Hospital Universitari i Politecnic La Fe. Valencia. 2Hospital General de Albacete.
Albacete
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Introduccion: La Hemofilia Adquirida (HA) es un trastorno
autoinmune grave capaz de producir hemorragias subitas y gra-
ves mediante la produccién de un autoanticuerpo dirigido contra
proteinas especificas de la coagulacién. Hoy en dia sigue siendo
un reto diagndstico y terapéutico para los especialistas. La iden-
tificacion precoz y un manejo adecuado del tratamiento, tanto he-
mostdtico como inmunosupresor (IS) puede mejorar el prondstico
de esta enfermedad.

Objetivo: Nuestro objetivo es analizar y describir las carac-
teristicas clinico-bioldgicas, la respuesta obtenida a las diferentes
lineas de tratamiento y los efectos adversos de los pacientes diag-
nosticados de HA en un centro de referencia.

Material y métodos: Estudio observacional, descriptivo y re-
trospectivo. Se analizaron los casos diagnosticados de HA en una
unidad de referencia desde enero de 2007 hasta mayo de 2019.
Se revisaron las historias clinicas y variables analiticas, el tra-
tamiento hemostdtico y erradicador en el diagndstico y durante
su evolucion. Asimismo, se cuantificé la respuesta al tratamiento,
las recaidas y complicaciones derivadas de los mismos. Para el
estudio diagndstico y de respuesta se incluy6 la dosificacion de
factores de la coagulacion y el test Bethesda. Resultados expresa-
dos en mediana y rango (R).

Resultados: Se analizaron 12 pacientes (Tabla [) con HA,
encontrdndose en todos inhibidor contra el FVIII, 8/12 pacientes

IELIERE

Caracteristicas

Titulo Otras lineas I Tiempo hasta L
. . total . ... Complicaciones
Edad Patologia  Tratamiento Bethesda al " . de . negativizacion .
- Sex . R Respuesta* Recaida . tratamiento P postratamiento
(afios) asociada IS1L diagnostico tratamiento IS del inhibidor IS
(UB/ml) IS (dias) (dias)
53 M Idiopético CFM + PDN = 3,2 RC No 90 22
64 H  Idiopstico  CFM+PDN 428 RC No 7 167 Bl
Penfigoide 66
73 H ampolloso CFM + PDN ! RC No 49 18
autoinmune
Rituximab
36 M Posparto + PDN 57,7 RC No 90 280
L Sepsis
73 M AR TR g o RC No 20 23 respiratoria
+PDN
(muerte)
Rituximab Descompensacion
69 M AR - PON 2 RC No 45 43 metabélica
73 M AR lgs + PDN 17 RP Si Z.L: . 62 18 Neumonia
rituximab
2L: inmuno- Necrosis
45 H  VHIVHC  PDN 62 RP Si globulinas g m avascular de
3L: ciclofos- cadera.y
famida Neumonia
8 M  Sjogren PDN ND' RC No ND ND Insuficiencia
cardiaca
2L: MMF
Mejoria 3L: Persiste 231
81 H idiopético Rituximab 30,63 sin RP ni Si rituximab desde el 2 neumonias
v 1408
RC 4L diagnostico
azatioprina
36 M Posparto - 1.7 RC No - 163
44 M Idiopatico - 0.8 RC No - 63

Tratamiento inmunosupresor recibido 1L (primera Iinea): CFM: ciclofosfamida, PDN: prednisona, Igs: inmunoglobulinas, MMF: micofenolato.
*Definiciones segtin GTH-AH 01/2010 (Tiede A et al. Haemostaseologie 2015). RC: remision completa. RP: remision parcial. "ND: no se dispone de datos. *Tras segunda linea. *Tras cuarta

linea.
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eran mujeres. La mediana de edad fue 66,5 afios (36-87). Todos
debutaron con clinica hemorragica. Se identificé patologia subya-
cente en 8/12: artritis reumatoide (3), Sjogren (1), postparto (2),
VIH+VHC (1), penfigoide ampolloso autoinmune (1) e idiopa-
tico (4). La mediana de FVIII y titulo Bethesda fue del 2,0 Ul/
dL (0,35-11) y 17.0UB/ mL (0,8-62) respectivamente. Recibieron
tratamiento hemostdtico con agentes bypass 9/12 pacientes: de
estos 7/9 con factor VIII recombinante (rFVII) y 2/9 con com-
plejo protrombinico (CCPa). La mediana de duracién de este fue
de 7,5 dias (3-20) con buena respuesta, excepto en 2 pacientes: 1
obtuvo buena respuesta al cambiar a CPPa y el otro sin respues-
ta hasta que se negativizo el titulo del inhibidor. No precisaron
tratamiento IS 2/12 por autorresolucion: uno postparto y el otro
idiopdtico. La mediana de tiempo de tratamiento fue de 52,5 dfas.
Los 3 pacientes que recayeron pertenecian al grupo de respuesta
parcial (RP). De los pacientes que recibieron una segunda linea
de tratamiento: dos consiguieron remisién completa (RC) y uno
fue refractario, este recibio una tercera linea con ciclofosfamida
y tras 547 dias de tratamiento alcanzé RC mantenida. No se ob-
servaron complicaciones trombdticas. Tres pacientes fallecieron
durante el periodo de seguimiento: uno por hemorragia masiva,
otro por sepsis respiratoria y otro sin causa conocida.

Conclusién: Se observé patologia subyacente la mayoria de
los casos. La mayoria de los pacientes tienen un buen control he-
mostdtico con los agentes bypass. Se observa mejor respuesta en
los pacientes que asocian al esquema de tratamiento ciclofosfa-
mida asociada a prednisona. Los pacientes que alcanzan RC no
recaen. Los pacientes mds ancianos y con varias lineas de trata-
miento IS desarrollaron complicaciones infecciosas por lo que el
uso de profilaxis antibidtica podria plantearse.

CO-161 Experiencia en vida real en el uso de
rFVIlIFc en el Hospital Universitario Central
de Asturias

Bernardo Gutiérrez A; Solé Magdalena A; Caro Gomez A;
Martinez Carballeira D; Vazquez Aller S; Corte Buelga JR;
Rodriguez Lorenzo L; Sarasa Valdés M; Soto Ortega |
Hospital Universitario Central de Asturias. Oviedo.

Introduccién: Efmoroctocog alfa es un factor VIII de coa-
gulacién recombinante humano, proteina de fusiéon Fc (rFVIII-
Fc) con una vida media prolongada. Es un tratamiento para la
hemofilia A que proporciona proteccion prolongada frente a los
episodios de sangrado y microsangrado, con una reduccién la
frecuencia de las infusiones, sin detrimento en los niveles valle.
Todo ello a partir de su administracion cada 3 a 5 dfas en régimen
de profilaxis a una dosis recomendada de 50 Ul/kg. Se describe la
experiencia en el Hospital Universitario Central de Asturias sobre
19 pacientes con hemofilia A tratados con rFVIIIFc en los dltimos
14 meses.

Métodos: Diecinueve pacientes realizaron el cambio de
tratamiento de FVIII de vida media convencional a rFVIIIFc.
Los motivos que suscitaron el cambio a un factor de vida me-
dia extendida fueron varios (comodidad, existencia de artropatia

por microsangrados de repeticion, estilo de vida, preferencia del
paciente). Se analizaron diferentes variables: edad, gravedad, ge-
nética, existencia de artropatia y complicaciones infecciosas, nivel
basal de FVIIL, motivo de cambio, tiempo de tratamiento y poso-
logifa con rFVIIIFc, consumo anual y ahorro de unidades respecto
a tratamiento previo. Todos los pacientes fueron tratados con una
dosis aproximada de rFVIIIFc de 50 Ul/kg, en régimen de profi-
laxis, comenzando a lo largo del afio 2018. El anélisis de consumo
de factor se realiz6 en base a 14 pacientes que se encontraban en
régimen de profilaxis previo al cambio a rFVIIIFc comparando
el consumo de rFVIIIFc en 2018 frente al consumo de FVIII de
vida media convencional en 2017. La calidad de vida fue evaluada
aplicandose los cuestionarios EQSD, el Health Assessment Ques-
tionnaire (HAQ) y la escala EVA (escala visual analégica).

Resultados: El 74% de los pacientes presentaban hemofilia
A grave, el 21% hemofilia A moderada y el 5% hemofilia A leve.
17 pacientes se encontraban con tratamiento en régimen de pro-
filaxis con infusiones 2-3 veces por semana (41% con Helixate®,
35% con Advate®, 12% con Refacto® y otro 12% con Fandhi®).
1 paciente se encontraba en régimen de tratamiento a demanda.
Del paciente restante se desconoce el tratamiento previo. Desde el
cambio a rFVIIIFc los pacientes pasaron a recibir tratamiento en
profilaxis 2 veces por semana con dosis personalizadas (rango 25
- 65 Ul/kg) y una reduccién en el nimero de administraciones en
torno a 1/3. Se registraron 2 episodios hemorrdgicos autolimita-
dos (gingivorragia y epistaxis) en 2 pacientes. No se ha registrado
ningun evento trombético. Mds de la mitad de los pacientes han
referido gran mejoria en la calidad de vida (menor nimero de
infusiones y ausencia de dolor) y en la funcionalidad del aparato
locomotor (3/4 de los pacientes no tuvo problemas para desarro-
llar sus actividades diarias y la mitad aproximadamente no refirié
ningln problema de movilidad, dolor o malestar). En 10 pacien-
tes se redujo el consumo de factor VIII con un ahorro cercano a
las 400.000 unidades. Todos los pacientes contindan recibiendo
el tratamiento con rEVIIIFc, sin haber desarrollado inhibidores o
padecido ningtin evento adverso (Figs. 1y 2).

50,00%
45,00% -+
40,00%
35,00% -+
30,00% -+ Sin dolor
25,00% 1 — Dolor leve
20,00% +— —
15,00% +— Dolor moderado
10,00% +— — — Dolor Severo
‘ro"gg:f ™ B | m Dolor muy severo
, (] T T T T T 1
Maximo Dolor
o\o( \@& % Aéo 4"50 c}d\
Aob ¢ FEFL
> QP L o\o" é\o* &
o\é o ¢ v@.
Q QP

Figura 1. Dolor medido por escala EVO para pacientes con hemofilia que
reciben Elocta®.
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Figura 2.Valoracion funcional (escala HAQ adaptada) en pacientes con
Elocta®.

Conclusiones: En nuestra experiencia, el cambio de trata-
miento a rFVIIIFc ha supuesto una mejoria en la calidad de vida
y en la funcionalidad de los pacientes, sin que se haya producido
hasta la fecha ningtin evento trombdtico ni hemorragico relevan-
te. Tampoco se ha demostrado el desarrollo de inhibidores y ha
supuesto una ventaja importante desde el punto de vista econd-
mico.

C0-162 Eficacia y seguridad de la profilaxis con
FVWr en la enfermedad de von Willebrand
grave: estudio en fase Ill prospectivo,
abierto, internacional y multicéntrico

Leebeek FWG'; Kavakli K% Genre-Volot F’; Peyvandi F*
Miesbhach WF; Shapiro A% Timofeeva M’; Vidal I¥; Martell L%
Abrol S% Ozen G%; Mellgérd B

'Departamento de Hematologfa. Centro Médico de la Universidad Erasmus.
Réterdam, Pafses Bajos. 2Ege Universitesi Tip Fakultesi Hematoloji Bilim Dali.
Bornova. Izmir, Turqufa. *Centre Hospitalier Universitaire Dijon Bourgogne. Dijon,
Francia. “Centro de Hemofilia y Trombosis Angelo Bianchi Bonomi. Fondazione
IRCCS Ca’ Granda Ospedale Maggiore Policlinico. Universidad de Milan. Milan,
[talia. *Hematologia y Oncologia. Hospital Universitario Johann Wolfgang
Goethe. Francfort del Meno, Alemania. ®Centro de Hemofilia y Trombosis de
Indiana. Indianépolis, EE. UU. “Institucién presupuestaria federal estatal de
investigacion Instituto de Investigacion Cientffica de Kirov de Hematologia

y Transfusion de Sangre de la FMBA. Kirov, Federacién Rusa. 8Shire, una
empresa de Takeda. Madrid, Espafia. “Baxalta US, Inc., una empresa de Takeda.
Cambridge, EE. UU.

Introduccion: El1 FVW recombinante (FVWr; Baxalta, Le-
xington, MA, EE. UU., una empresa de Takeda) contiene todo
el perfil multimérico, incluyendo multimeros extragrandes que
no suelen estar presentes en los concentrados de FVW deriva-
dos de plasma (FVWdp) expuestos a la proteasa de escision
ADAMTSI13. Esta descrita la seguridad y eficacia a demanda del
FVWr (Gill et al. Blood 2015). Los pacientes con enfermedad
de Von Willebrand (EVW) grave podrian beneficiarse del trata-
miento profildctico con FVWr para reducir el nimero de sangra-

dos espontaneos, como hemartrosis, epistaxis y hemorragia GI.
Presentamos el disefio de un estudio para investigar la eficacia y
seguridad del tratamiento profildctico a largo plazo con FVWr.

Métodos: Los pacientes elegibles para este estudio en fase
I (N° EudraCT: 2016-001478-14, NCT02973087) tienen >
18 aflos y un diagndstico de EVW grave (FVW:RCo basal
< 20 Ul/dl) que ha requerido tratamiento con FVW a deman-
da (brazo OD) o en profilaxis (brazo de switch) para controlar
los sangrados en los ultimos 12 meses. Los criterios de exclu-
sién del estudio incluyen: historia o presencia de inhibidores de
FVW o FVIII; EVW tipo 2N, o EVW plaquetar o trastorno de
la coagulacién distinto de EVW; tratamiento profildctico de >
5 infusiones o > 240 Ul/kg por semana; nefropatia o hepatopatia
significativa; recuento de plaquetas < 100 000/ml al reclutamien-
to. Los pacientes que cambian desde un tratamiento OD o desde
una profilaxis con FVWdp recibirdn profilaxis con FVWr duran-
te 1 afio. El objetivo principal del estudio es evaluar la tasa anua-
lizada de hemorragias (TAH) espontdneas en los pacientes que
reciben FVWr en profilaxis y compararla con la TAH histérica
de los sangrados espontdneos del paciente. Los objetivos secun-
darios incluyen evaluar la eficacia adicional en pacientes trata-
dos previamente con FVW OD o profildctico; TAH espontaneas
por localizacion del sangrado; consumo de FVWr ajustado por
peso; numero de infusiones; seguridad (evaluada mediante mo-
nitorizacién de acontecimientos adversos, constantes vitales, pa-
rametros de andlisis clinicos, inmunogenicidad frente a FVW y
FVIII, trombogenicidad e hipersensibilidad); farmacocinética
y farmacodindmica del FVWr.

Resultados: El estudio comenzé en diciembre de 2017 y esta
en curso.

Conclusiones: Los resultados de este estudio en fase III pros-
pectivo aportardn datos sobre la eficacia y seguridad del FVWr en
profilaxis frente a hemorragias espontdneas en los pacientes con
EVW grave.

Financiacion: Este estudio ha sido financiado por Baxalta
US Inc., Lexington, MA, EE. UU., y Baxalta Innovations GmbH,
Viena, Austria, miembros del grupo de empresas de Takeda. El
apoyo para la redaccion médica de este resumen lo proporcioné
Isobel Lever PhD, empleada de Excel Medical Affairs (Southport,
CT [EE. UU.])y fue financiado por Baxalta US Inc., una empresa
de Takeda.

Coagulopatias congénitas

C0-163 Diagnéstico de deficiencias congénitas
del fibrinégeno. Experiencia de un centro

Silva Pinto C'; Martinho P'; Rodrigues MF? Oliveira C% Salvado
R, Costa M Fidalgo T'; Ribeiro ML'

'Laboratério Hematologia Molecular. Servigo de Hematologia Clinica.

Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra. Coimbra, Portugal. ?Servigo de
Imunohemoterapia. Hospital Santa Maria. Lisboa, Portugal. *Servigo de Sangue e
Medicina Transfusional. Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra. Coimbra,
Portugal. “Servico de Imunohemoterapia. Hospital de Sdo Teotdnio. Viseu, Portugal
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Tabla l.

Introduccion: Los trastornos congénitos del fibrindgeno
son muy raros y pueden asociarse con alteraciones de sintesis,
ensamblaje, estabilidad de la proteina y/o con moléculas dis-
funcionales. El fibrin6geno, es un hexdmero compuesto por dos
conjuntos de tres cadenas polipeptidicas homologas (Aa, Bf y
y) que son codificadas por los genes FGA, FGB y FGG. Varian-
tes en heterocigotia o homocigotia en estos genes se asocian con
diferentes enfermedades hereditarias, lo que refleja la funcién
pleiotrépica de la proteina del fibrindgeno. Deficiencias congé-
nitas del fibrinégeno son clasificadas en base de la concentracion
plasmadtica como cuantitativas (tipo I) o déficits cualitativos (tipo
II). El tipo I incluye afibrinogenemia/hipofibrinogenemia seve-
ra y hipofibrinogenemia que estdn asociadas a manifestaciones
hemorrdgicas, que pueden variar desde muy leves hasta poten-
cialmente mortales. El tipo II comprende disfibrinogenemia e hi-
po-disfibrinogenemia, y los pacientes con este tipo de deficiencia
son asintomdticos o pueden presentar sintomas hemorrdgicos,
trombosis o incluso ambos.

Objetivo: Aclarar el diagnéstico molecular en pacientes con
deficiencia de fibrindgeno por secuenciacién masiva (NGS).

Pacientes y métodos: En nuestro centro, entre 2017/19, fue-
ron estudiados 15 pacientes no relacionados y 4 familiares (n =
19), [9 varones y 10 mujeres; mediana edad 42 afios (4-86)] con
anomalias del fibrindgeno y/o didtesis hemorragica no esclare-
cida. El diagnéstico molecular fue realizado con el panel Trom-
bose&Hemostase (TH) que incluye genes asociados a anomalias
de factores de la coagulacién, trombosis y trastornos plaquetarios
(Tabla I). La preparacién de librarfas y uso del panel fue segtn el
protocolo IonS5 Sequencing System (Thermo Fisher Scientific).

Resultados/discusion: Se identificaron 10 variantes distintas
(patogénicas y potencialmente patogénicas) en los genes FGA (n
=35), FGB (n = 1) y FGG (n = 4). Tres variantes no descritas,
FGB (p.Glu240Lys) y FGG (p.Asp63Val y p.Trp360*) (Tabla
1). Fueran encontrados los siguientes tipos de deficiencia: 2 pa-
cientes con afibrinogenemia, 12 con hipofibrinogenemia, 4 con
hipo-disfibrinogenemia y 1 con disfibrinogenemia. Dos de los
pacientes con variantes en homocigotia en FGA (delecién total
y p-Argl81%*) presentan hemorragias espontaneas, intracraneales
en uno de ellos. En los pacientes con hipofibrinogenemia, ape-
nas 3 presentan fenotipo hemorrdgico. Dos pacientes presentaran

g  Fibrinogeno In silico/ Nueva
, " s . . -
Gen familias (n_lg/dL)/ Exon Nucledtido Aminoacido Genotipo Clasificacién Si/No Fenotipo Datos clinicos
(min-max)
Hemorragias
" <30 BelEciantntal Homacigatat | P 4517 A1 RN
genemia hemorragia intracraneal
(BS =9) — en profilaxis
Hemorragias
FGA /1 <30 5 c.541C>T p.Arg181* Homocigoto = P No espontaneas (BS = 11) -
en profilaxis
6/2 (17-65) 2 ¢.103C>T p.Arg35Cys Heterocigoto = P e Asintomaticos (BS = 0)
(recurrente) ' Hipo-
. fibrinogenemia Hemorragia/
2/2 84,70 5 c.1543G>A p.Asp515Asn  Heterocigoto P No Asintomitico (BS = 0; 4)
No Hemorragia/
4/3 (< 50-87) 3 c.191G>A p.Cys64Tyr Heterocigoto = P Asintomatico/Trombosis
recurrente)
(BS =0;2;6;6)
. . Hipo- . B
FGB 1/1 128 4 c.718G>A p.Glu240Lys Heterocigoto = PP Si e TEREETa Hemorragia (BS =5)
11 200 3 ¢.140C>T p.Thr47lle Heterocigoto = P No DlSﬁb”.no- Hemorragia (BS = 5)
genemia
. , Hipo- .
.7 =
1”n A 3 c.188A>T p.Asp63Val Heterocigoto PP Si R nEn Hemorragia (BS =5)
FGG Hino- Asintomatico,
Al 44 8 ¢.901C>T p.Arg301Cys Heterocigoto P No 1po- . Trombosis/aborto
disfibrinogenemia p
espontaneo (BS=0)
n 105 8  c.1080C>A  p.Trp360* Heterocigoto P Si hbty AT, T

disfibrinogenemia afos (BS =0)

Fibrindgeno - valores normales: 150-400 mg/dL; **Nomenclatura HGVS; P: patogénica; PP: probable patogénica; BS: bleeding score.

*Panel TH (43 genes) - Asociados a anomalias de factores de la coagulacion: F2, £3, F5, F7, F8, F9, F10, F11, F13A1, F13B, LMAN1, MCFD2, FGA, FGB, FGG, GGCX, VKORC1, VWF; asociados a trombosis:
PROC, PROST, SERPINCT, SERPINE1, SERPINFZ, THBD, PLAT, PLG, ANXA5, F12; asociados a trastornos plaquetarios: GP1BB, GP1BA, GP9, ITGAZB, ITGB3, NBEALZ, NBEA, GP6, TBXAZR, PZRY12, ANKRDZ6,
CYCS, PLA2G4A, TUBB1, PLAU.
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trombosis: a) uno con variante en FGG (p.Arg301Cys) que es
un hotspot mutacional y se sitiia en una regién del gen cujas va-
riantes estdn asociadas a trombosis; y b) una paciente con FGA
(p.Cys64Tyr) con hemorragia y trombosis (Tabla I). En todo, 11
pacientes con anomalias en el fibrindgeno son asintomaticos.

Conclusién: En esto grupo de pacientes, aunque reducido fue
observada variantes en los tres genes codificantes del fibrindgeno
y la gran variabilidad fenotipica caracteristica de esta enfermedad.
Fue posible establecer la correlacién genotipo-fenotipo asociadas
a los fenotipos pleiétropicos (hemorragia/trombosis) permitien-
do asi una mejor orientacion de estos pacientes con adecuacion
terapéutica y de vigilancia. E1 NGS se revel6 una herramienta
valiosa en nuestra practica clinica proporcionando mayor rapidez
de diagnéstico en las anomalias congénitas del fibrindgeno.

C0-164 Ensayo clinico de fase Ill, multicéntrico,
abierto, para evaluar la seguridad y la
tolerabilidad del tratamiento profilactico de
emicizumab en personas con hemofilia A
(PcHA) con inhibidores del FVIII (STASEY)

Jiménez Yuste V'; Klamroth R% Castaman Go? Ozelo M* Aout M5,
Meier 0% Santagostino E°

'Hospital Universitario La Paz. Madrid, Espafia. 2Comprehensive Care
Haemophilia Treatment Centre. Vivantes Klinikum. Berlin, Alemania. *Careggi
University Hospital. Florencia, Italia. *University of Campinas (UNICAMP).
Campinas, Brasil. °F. Hoffmann-La Roche Ltd. Basel, Suiza. SFondazione IRCCS
Ca’Granda. Ospedale Maggiore Policlinico. Milan, Italia

Introduccién: Emicizumab es un anticuerpo monoclonal bi-
especifico administrado por via subcutdnea, que une FIXa y FX,
reemplazando asi la funcién de FVIlla ausente y restaurando la
hemostasia en PcHA.

Objetivos: Proporcionar resultados provisionales de segu-
ridad y eficacia preliminar del estudio STASEY del tratamiento
profildctico de emicizumab en PcHA e inhibidores de FVIII.

Métodos: El objetivo principal es evaluar la seguridad (even-
tos adversos, incluidos los eventos trombéticos e hipersensibi-
lidad). EI objetivo secundario es evaluar la eficacia (nimero de
sangrados a lo largo del tiempo y calidad de vida [CdV]). PcHA
> 12 afios con inhibidores de FVIII reciben 3 mg/kg/semana de
emicizumab profildctico durante 4 semanas, seguido de 1,5 mg/
kg/semana durante el resto del periodo de tratamiento de 2 afios
(NCT03191799).

Resultados: En el momento del andlisis (15 de octubre de
2018), 88 pacientes habian completado 24 semanas del estudio
o habfan suspendido su participacién, lo que ocurriera primero.
Mediana de edad, 28,0 (rango 12-80) afios; duracién mediana de
la exposicion, 39,2 (rango 4,4-57,1) semanas. Emicizumab fue
bien tolerado, no se informaron eventos trombdéticos (Tabla I).
Dieciocho (20,5%) pacientes informaron un evento adverso rela-
cionado con emicizumab, de los cuales reacciones en el lugar de
la inyeccion fueron las mds comunes (13,6%). Las tasas de san-
grados tratados, todos, espontdneos, articulares y en articulacio-
nes diana fueron bajas (Tabla II). Setenta y un pacientes tuvieron

Tabla I.
Emicizumab
Eventos adversos, n (%) 1,5 mh/kg/
semana
n=288
Ndmero total de pacientes con > 1 EA 66 (75,0%)
Namero total de EA 234
Ndamero de pacientes con > 1 evento
EA fatal 1(1,1%)*
EA serio 10(11,4%)
EA que provoca la retirada del tratamiento 0
EA que provoca la modificacion/interrupcion 3(3,4%)
tratamiento 0
EA que porvoca la discontinuacion del estudio 14 (15,9%)1
EA de grado >3 18 (20,5%)
EA relacionados con el tratamiento de estudio 13 (14,8%)
RSl locales
EA de interés
Hipersensibilidad sistémica/anafilaxia/reaccion 0
anafilactica
ET 0
MAT 0
Casos de dafio hepatico potencial inducido por el
tratamiento 0
Sospecha de transmision de agente infeccioso por
el tratamiento 0
EA mas comunes (> 10% de pacientes)
Artralgias 12 (13,6%)
Dolor de cabeza 10 (11,4%)
Nasofaringitis 10 (11,4%)

Codificado usando Medical Dictionary for REgulatory Activities (MedDRA) version 21.1.
*Herida en la Cabeza, no-relacionada con emicizumab. TIncluye un evento adverso de
absceso en el lugar del catéter. “Nimero total de EA” en el que muiltiples casos del
mismo evente se contaron separados. EA: eventos adversos; RSI: reacckion en el sitio
de la infeccion; ET: evento trombético; MAT: microangiopatia trombética.

cero sangrados tratados (80,7%). De los 17 pacientes que reci-
bieron tratamiento para un sangrado espontdneo o traumadtico, 16
recibieron rFVIIa y uno recibié FVIII; no se observaron eventos
trombdticos con agentes baipas concomitantes o FVIIL. Se obser-
varon mejoras clinicamente significativas (Wyrwich, Haemophi-
lia 2015; Pickard, Health Qual Life Outcomes 2007) desde basal
en la calidad de vida y el estado de salud en multiples dominios.
De los 80 pacientes que completaron la encuesta EmiPref, 76
(95,0%) prefirieron emicizumab a su terapia anterior.

Conclusiones: No se identificaron nuevas sefiales de seguri-
dad. Las tasas de sangrado en PcHA e inhibidores de FVIII que
recibieron emicizumab en el estudio STASEY estuvieron en linea
con las observaciones previamente comunicadas de HAVEN 1
(Oldenburg, NEJM 2017).

Financiacion: Este estudio ha sido financiado por Hoff-
mann-La Roche.
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Tabla ll.

Emicizumab
1,5 mh/kg/semana
n=288

Tasa anualizada de sangrados*'

Sangrados tratados*
TAS media, basado en modelo (95% IC)
TAS mediana, calculada (RIC)
Pacientes con cero sangrados, n (%)

0,5 (0,29-1,00)
0,0 (0,00-0,00)
71(80,7%)

Todos los sangrados
TAS media, basado en modelo (95% IC)
TAS mediana, calculada (RIC)
Pacientes con cero sangrados, n (%)

1,4(091-2,24)
0,0 (0,00-1,31)
56 (63,6%)

Sangrados espontaneos tratados
TAS media, basado en modelo (95% IC)
TAS mediana, calculada (RIC)
Pacientes con cero sangrados, n (%)

0,2 (0,08-0,34)
0,0 (0,00-0,00)
79(89,8%)

Sangrados articulares tratados®
TAS media, basado en modelo (95% IC)
TAS mediana, calculada (RIC)
Pacientes con cero sangrados, n (%)

0,3(0,10-0,84)
0,0 (0,00-0,00)
81(92,0%)

Sangrados tratados en articulaciones diana
TAS media, basado en modelo (95% IC)
TAS mediana, calculada (RIC)

Pacientes con cero sangrados, n (%)

0,1(0,03-0,18)
0,0 (0,00-0,00)
83(94,3%)

“Pacientes y cuidadores completaron un cuestionario de sangrado y medicacion a través
de un dispositivo electrénico portétil. Las definiciones de sangrado se basan en criterios
de la Sociedad de Trombosis y Hemostasia internacional (ISTH) (Blanchette, J Thromb
Haemost 2014;12:1935-9).

"Calculados usando modelo de regresion binomial negativa.

*Sangrados tratados se definen como una hemorragia seguida directamente por un
medicamento para la hemofilia reportado como tratamiento para el sangrado, sin una
hemorragia intermedia e independientemente del tiempo entre el tratamiento y la
hemorragia precedente. Si se produjeron miltiples hemorragias en elmismo dia, se
ocnsiderd que el tratamiento posterior se aplicarfa a cada una de estas hemorragias. Se
excluyen las hemorragias por cirugia/procedimientos.

$Se definen comosangrados articulares aquellos declarados en las articulaciones, en
combinacién con al menos uno de los siguientes sintomas: aumento de la hinchazén

o el calor de la piel sobre la articulacion; dolor creciente; disminucion del rango de
movimiento o dificultad para usar la articulacién en comparacion con basal.

TAS: tasa anualizada de sangrados; IC: intervalo de confianza; RIC: rango intercuartilico.

C0-165 Estudio de la contribucion de polimorfismos
genéticos a la vida media y aclaramiento
de factor VIII en pacientes con hemofilia A
grave

Garcia-Martinez I'; Borras N'; Martorell M; Parra R"; Alvarez-
Roman MT? Niiiez R%; Megias-Vericat JE*; Ramirez L Corrales
I'; Vidal PP

'Coagulopaties Congenites. Banc de Sang i Teixits. Barcelona. Medicina
Transfusional. Institut de Recerca Vall d'Hebron. Universitat Autonoma de
Barcelona (VHIR-UAB). Barcelona. ZServicio de Hematologia y Hemoterapia.
Hospital Universitario La Paz. Madrid. *Unidad de Gestion Clinica de
Hematologia. Hospital Universitario Virgen del Rocio. Sevilla. “Servicio de
Farmacia y Unidad de Hemostasia y Trombosis. Hospital Universitari i Politecnic
La Fe. Valencia. Coagulopaties Congenites. Banc de Sang i Teixits. Barcelona.
Medicina Transfusional. Institut de Recerca Vall d'Hebron. Universitat Autonoma
de Barcelona (VHIR-UAB). Barcelona. CIBER de Enfermedades Cardiovasculares.
Barcelona

Introduccion: La hemofilia A (HA) es un trastorno hemo-
rragico hereditario, causado por una deficiencia (< 1%) de factor
VIII (FVIII) y cuyo tratamiento principal comprende la terapia de
reemplazo de dicho factor. Existe una notable variabilidad en la
respuesta farmacocinética a la infusién de FVIII, donde los nive-
les de antigeno del factor von Willebrand (VWF), el grupo san-
guineo (ABO) y la edad, juegan un papel importante. El objetivo
de este estudio consiste en analizar la contribucién de variantes
genéticas comunes a la variabilidad de la farmacocinética del
FVIII en estos pacientes.

Métodos: 43 pacientes con HA grave, sin inhibidor, VIH o
VHC, con la mutacion en el F8 identificada en todos los casos
y tratados con FVIII recombinante (Advate) fueron reclutados
de forma retrospectiva en cuatro hospitales espafioles. Los pa-
rametros farmacocinéticos individuales se estimaron mediante el
algoritmo bayesiano implementado en el dispositivo MyPKFiT
(Takeda), a partir de 2-3 niveles de FVIIL. Se seleccionaron 53
variantes comunes (SNPs) en 15 genes potencialmente implica-
dos en la farmacocinética del FVIII (FVIII, VWF, LRP1, STXBPS,
SCARAS, STAB2, STX2, TCN2, CLEC4M, KNGI, TMLHE y
ABO), y se analizaron mediante un panel de 30 genes implica-
dos en trastornos hereditarios de la coagulacion (Access Array™
System, Fluidigm) y la plataforma MiSeq (Illumina). La contri-
bucién de los SNPs a la vida media y aclaramiento del FVIII se
analizé mediante modelos de regresion lineal de efectos mixtos,
corrigiendo por centro, peso y grupo sanguineo. Se consideraron
significativas aquellas asociaciones que se mantuvieron tras fijar
la raz6n de falsos descubrimientos (FDR) al 5%.

Resultados: La edad media de la muestra de 43 pacientes con
HA grave era de 20 afios (DE =+ 12,8), y el peso medio de 55 kg
(DE = 23,8). El aclaramiento medio del FVIII fue de 3,8 mL/h/
kg, la vida media de 11,3h y el volumen de distribucién medio
de 53,5 mL/kg. E146,5% de los sujetos presentaban la inversion del
intrén 22 en el F8, el 30% eran portadores de mutaciones non-
sense y el 27,5% presentaban mutaciones missense. De los 53
SNPs iniciales, finalmente se seleccionaron los 39 que presenta-
ban una frecuencia alélica en la muestra > 5% (Tabla I). Se detec-
taron asociaciones entre la vida media del FVIIl y SNPs en ABO,
CLEC4M, SIGLECS y STXBP5; y entre el aclaramiento y ABO,
TMLHE y VWEF. De ellas, resultaron significativas a un nivel de
FDR = 5% (p < 0,035; 302 test) las que implicaban SNPs locali-
zados en los genes ABO, CLEC4M y TMLHE.

Conclusion: Estos resultados aportan evidencias sobre la
contribucién de los polimorfismos del ABO, CLEC4M, SIGLECS,
STXBP5, TMLHE y VWF en la vida media y el aclaramiento del
FVIII infundido en pacientes con HA grave. Ello pone de mani-
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Tabla l.

Vida media FVIII (horas) Aclaramiento FVIII (mL/horas/kg)

Gen rs ID Alelos MAF VI:IV;IrI_Ep Regresion R3° p‘::a::r:giiiv:ll:l:)r;!) Regresion R° p‘::at::r:;iiiv:l;gh)
ABO rs7853989  G/C 11,6 1 1,7 2,46E-03 (3,77E-03)* -0,56 0,022 (0,03)*
ABO rs8176719  T/TC 34,9 0,19 1,18 1,22E-03 (1,92E-03)* -0,62 2,32E-05 (4,7E-05)*
ABO rs8176743  C/T 10,5 1 1,73 341E-03 (4,9E-03)* -0,54 0,033 (0,043)*
ABO rs8176746  G/T 10,5 1 1,73 341E-03 (4,9E-03)* -0,54 0,033 (0,043)*
ABO rs8176747  C/G 10,5 1 1,73 341E-03 (4,9E-03)* -0,54 0,033 (0,043)*
CIB1 rs1044813  G/C 244 0,69 0,08 0,820 -0,19 0,166
CIB1 rs2073706  C/T 43,8 0,76 6,49E-05 1,000 -0,08 0,530
CIB1 rs34604050 TAGAG/T 46,5 0,36 0,08 0,786 -0,16 0,175
CIB4 rs1148962  C/T 12,8 0,52 -0,23 0,614 0,13 0,483
CiB4 rs1148963  T/C 14 0,17 -0,28 0,481 0,16 0,317
CiB4 rs1276123  C/T 16,3 0,06 -0,11 0,763 0,05 0,718
CiB4 rs935172 T/C 36 0,11 0,31 0,301 -0,17 0,168
CLEC4M rs868875 A/G 233 1 -0,87 0,011 (0,014)* 0,20 0,155
F8 rs1800291  G/C 11,6 0 -0,11 0,765 0,14 0,366
KNG1 rs5030062  A/C 39,5 0,76 -0,25 0,449 0,07 0,577
KNG1 rs698078 A/G 45,3 0,76 -0,29 0,367 0,12 0,343
KNG1 rs710446  T/C 453 0,76 -0,29 0,367 0,12 0,343
LRP1 rs10876966 C/T 17,4 0,09 0,22 0,545 -0,03 0,831
LRP1 rs1799986  C/T 22,1 0,39 -0,35 0,313 0,17 0,215
LRP1 rs2306692  C/T 15,1 1 -0,01 0,976 -0,15 0,375
LRP1 rs6581124  G/A 19,8 0,32 0,25 0,487 -0,09 0,537
LRP1 rs7968719  G/C 46,5 0,55 0,20 0,551 -0,05 0,714
SCARA5 rs2726953 | G/A 37,2 1 0,36 0,256 -0,16 0,202
SCARA5 rs9644133  C/T 15,1 1 0,08 0,853 -0,10 0,524
SIGLEC5 rs2278833  G/T 32,6 0 -0,29 0,268 0,05 0,609
SIGLECS rs3829655  G/C 32,6 1 -0,63 0,050 (0,063) 0,18 0,159
SIGLECS rs8107754  C/A 43 0,03 0,27 0,544 -0,21 0,234
STAB2 rs12229292 G/T 34,9 1 0,47 0,131 -0,06 0,632
STAB2 rs4981022  A/G 32,6 0,09 0,15 0,592 -0,10 0,405
STX2 rs7978987  G/A 244 1 0,33 0,351 -0,17 0,222
STXBP5 rs9390459  G/A 46,5 1 0,69 0,042 (0,054) -0,22 0,118
TC2N rs10133762  G/T 37,2 0,75 -0,13 0,716 0,12 0,399
TMLHE rs12557310  C/T 30,2 0,57 0,32 0,154 -0,19 0,035 (0,034)*
VWF rs1063856  T/C 30,2 0,72 -0,07 0,851 -0,05 0,715
VWF rs1063857  A/G 30,2 0,72 -0,07 0,851 -0,05 0,715
VWEF rs1800380  C/T 23,3 0,41 -0,13 0,752 0,03 0,835
VWEF rs1800383  C/G 9,3 1 -0,63 0,235 0,43 0,039 (0,05)
VWF rs216321 C/T 12,8 0,52 0,07 0,882 0,00 0,979
VWF rs7962217  C/T 7 1 -0,37 0,553 -0,09 0,717

En cursiva se indican las asociaciones nominales significativas. 2Los resultados de la asociacion se reportan considerando el alelo alternativo segin el recurso GRCh37/hg19, http://
genome.ucsc.edu/ *Indica asociacién significativa a un nivel de FDR = 5% (p < 0,035; 302 test), reportado tinicamente cuando se ha alcanzado la significacion nominal. Abreviaciones: MAF,
frecuencia alélica minima; HWE, equilibrio Hardy-Weinberg; FDR, razén de falsos descubrimientos.
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fiesto el interés y necesidad de profundizar en el estudio de estos
y otros factores genéticos potencialmente implicados en la farma-
cocinética del FVIII, con el objetivo de mejorar la precision del
prondstico, adecuar el régimen profildctico y optimizar el trata-
miento de estos pacientes.

Financiacion: Proyecto Shire (now a part of Takeda)
1.2017.067.

C0-166 Complicaciones trombéticas asociadas
a catéteres venosos centrales en pacientes
pediatricos con coagulopatias congénitas

Lazaro del Campo P; Rivas Pollmar MI; Ramirez Lopez A;
Gutiérrez Alvariiio M; Martin Salces M; Alvarez Roman MT:
Jiménez Yuste V

Hospital Universitario La Paz. Madrid

Introduccion: El uso de catéteres venosos centrales (CVC)
facilita la administracion de concentrados de factor en los pa-
cientes pedidtricos con coagulopatias congénitas, que presentan
malos accesos venosos y precisan profilaxis de forma regular. En
general, las complicaciones trombdéticas son raras en esta pobla-
cién, sin embargo aumentan de manera exponencial con el uso
de dichos dispositivos. Existen publicaciones recientes que rela-
cionan el uso de CVC con un mayor gasto sanitario y compli-
caciones en los pacientes con hemofilia. El objetivo primario de
este estudio es determinar la incidencia de trombosis sintomadticas
asociadas a CVC en pacientes pedidtricos con coagulopatias con-
génitas en nuestro centro. Como objetivo secundario estimar la
incidencia de otras complicaciones asociadas a los mismos como
infecciones, roturas, etc.

Meétodos: Se ha realizado un estudio descriptivo y retrospec-
tivo, analizando las complicaciones asociadas al uso de CVC en
los pacientes con coagulopatias congénitas menores de 15 afios
registrados en el Hospital Universitario la Paz. Se han conside-
rado trombosis clinicas aquellas que provocan sintomatologia o
que precisan retirada o recambio del catéter. De las infecciones
del CVC se ha distinguido entre infeccién local, bacteriemia y las
complicaciones asociadas a esta Ultima.

Resultados: Las caracteristicas clinicas de la cohorte analizada
se exponen en la tabla I. Consta de 121 pacientes diagnosticados
de hemofilia A, hemofilia B, Enfermedad de Von Willebrand, dé-
ficit de factor VII y déficit de factor X. De estos son o han sido
portadores de CVC 41 (34%), siendo en su mayoria pacientes con
HAG (85%). Ademds un 50% de los eventos registrados ocurrie-
ron durante el tratamiento intensivo de un evento hemorrdgico, en
concreto de una hemorragia intracraneal. La mayoria de las trom-
bosis se trataron de manera conservadora con retirada del CVC,
requiriendo el uso de HBPM unicamente 2 de los 6 pacientes, que
fueron monitorizados mediante niveles de antiXa. La complicacion
mas frecuente de los CVC sin embargo fue la infeccién que sucedié
en 1 de cada 4 portadores, siendo la bacteriemia la forma de pre-
sentacion en el 70% de los casos y la osteomielitis por S. aureus en
un unico caso. No registramos ninguna rotura de CVC (Tabla II).

Total
(n=121)

Trombosis

Caracteristicas clinicas (n = 6) (5%)

Edad (media) 9 4
Género
Hombre 114(94,2%)  6(100%)
Mujer 7(5,8%) 0
Patologia
Homortia A 85 (686%)  4(66.7%)
58 (47,9%) 4 (66,7%)
HAM
HAL 7(5,8%) 0
Hemofilia B A,
HBG 12 (10,1%) 1(16,7%)
4(3,3%) 1(16,7%)
HBM
HBL . .
Enfermedad de Von Willebrand 8 {66,7%) 0
e . 15 (12,4%) 0
Déficit de FVII
Déficit de FX BUED S g
1(0,8%) 1(16,7%)
Infecciones 10 (8,3%) 2(33,3%)
Bacteriemias 7(5,8%) 2 (33,3%)
Osteomielitis 1(0,8%) 0
Infeccion local 3(2,5%) 0
41 (34%) 6 (100%)
o §(34%)  3(50%)
-, 10 (8,3%) 2(2,8%)
Infeccién
Tipo de tratamiento o
Profilaxis 59 (48,8%) S
A demanda 62 (51,2%)

Conclusiones: Tal como se expone en la literatura, en
nuestro centro queda patente la baja frecuencia de los eventos
trombdticos en pacientes pedidtricos con coagulopatias con-
génitas, siendo pricticamente exclusivas en asociacién con
CVC. La incidencia de trombosis ha sido ligeramente supe-
rior en nuestra cohorte que en otras series publicadas, pro-
bablemente por tratarse de un centro de referencia donde se
derivan casos mds complejos, pacientes con mayor incidencia
de inhibidores y con necesidad de tratamiento intensivo con
agente bypass. Se constata que la infeccién es la complica-
cion mas frecuente de estos dispositivos. Asi podemos con-
cluir que, a pesar de su utilidad, los CVC no estdn exentos de
riesgos y ocasionan gran morbilidad, ingresos y aumento del
consumo de recursos sanitarios en los pacientes portadores de
los mismos.
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C0-167 Validacion clinica del modelo poblacional
especifico del factor VIII/FVW plasmatico
empleando WAPPS-Hemo

Megias Vericat JE; Bonanad S; Haya S; Cid AR; Marqués MR;
Monte-Boquet E; Pérez-Alenda S; Bosch P; Garcia Marquez M;
Querol F; Poveda Andrés JL

Hospital Universitari i Politécnic La Fe. Valencia

Introduccién: La farmacocinética (PK) individual en pacien-
tes con hemofilia A (HA) se ha convertido en una herramienta
fundamental para personalizar la profilaxis empleando modelos
PK poblacionales (PopPK). Recientemente hemos participado
en el desarrollo PopPK especifico del factor VIIVFVW plasma-
tico (pdFVIII/FVW) empleando WAPPS-Hemo (Chelle P et al. J
Pharmacokinet Pharmacodyn. 2019). El objetivo de este estudio
es realizar la validacion clinica de dicho modelo.

Meétodos: Estudio prospectivo cruzado en pacientes con HA
grave/moderada en profilaxis con pdFVIII/FVW (Fanhdi®) com-
parando dos periodos de 1 afio utilizando un PopPK FVIII ge-
nérico (01/05/2017-30/04/2018) o un modelo PopPK especifico
(01/05/2018-30/04/2019). Se tomaron muestras en la predosis,
2-6, 20-26 y/o 44-52 h. Los pardmetros PK analizados con WA-

PPS-Hemo fueron: semivida plasmdtica (t, ,); nivel valle a las 24,
48 y/o 72 h (NV24/NV48/NV72) y tiempo para alcanzar niveles
de rFVIII del 1% (T1%), 2% (T2%) y 5% (T5%). Las variables
clinicas incluidas fueron: edad, dosis/kg/semana, tasa anual de
sangrados articulares (AJBR), causa sangrado (espontdneo/trau-
matico). Ademds se analizaron las variables que se relacionan con
la aparicion de sangrados articulares en el periodo que se uso el
modelo PopPK especifico. Se emplearon las pruebas de Wilcoxon
y Kruskal Wallis (SPSS®) para comparar los pardmetros PK y las
variables clinicas.

Resultados: Se ha analizado un total de 30 pacientes de los
que disponiamos de evaluaciones PK en ambos periodos, 28 con
HA grave y 2 con HA moderada. La edad media fue 31,2 afios
(rango = 12,4-50,8). En 11 pacientes se ajustd la profilaxis de
acuerdo a la PK y a los cambios en el peso de los pacientes (10
pacientes aumentaron la dosis o frecuencia y 1 paciente redujo la
dosis), mostrando una tendencia a una mayor dosis/kg/semana
en el segundo periodo (Tabla I). Al comparar cada paciente de
forma cruzada entre ambos periodos se observaron diferencias
significativas en t,,, TL24 y T1% (Tabla I), probablemente aso-
ciadas a que en el segundo periodo aumenta el nimero de mues-
tras empleadas para el estudio de PK (significativamente mayor,
Tabla I) y al empleo de un PopPK especifico de pdFVIII/FVW

Tabla I.

Parametros PK y variables PopPK FVIII genérico

clinicas
Mediana RIC

t,, (h) 15,0 10,4-18,9
TL24 (1U/dL) 14,5 10,2-18,4
TL48 (1U/dL) 5,0 2,8-8,3
TL72 (1U/dL) 2,2 1,2-3,8
T5% (h) 48,0 34-63,6
T2%* (h) 73,8 54,6-90,6
T1%* (h) 1224 88,3-152,5
N.° puntos empleados PK 3 2-3.3
Dosis (Ul/kg/semana) 62,7 47,5-94,0
AJBR 0,0 0,0-1,0
Es.‘;?’i:gr:z;t;(;s articulares 00 00-10
N.° sangrados articulares 10 10-1,0

traumaticos

AJBR: tasa anual de sangrados articulares; FVIII: factor VIII; pdFVIII/FVW plasmético; PK: farmacocinética; PopPK: modelos PK poblacionales; RIC: rango intercuartilico; t

Pop pdFVIII/FVW especifico
p-valor
Mediana RIC
14,6 10,5-17,3 0,031
15,3 11,8-22,1 0,011
52 3,0-83 0,347
2,0 1,1-3,2 0,110
49 39,8-60,4 0,459
69,4 53,4-719,4 0,117
91,5 73,8-115,3 < 0,001
4 3-5 0,002
76,7 55,6-99,4 0,057
0,0 0,0-1,0 0,328
0,0 0,0-0,0 0,326
0,0 0,0-1,0 0,100

17+ semivida

plasmética; T5%: tiempo para alcanzar niveles de rFVIII del 5%; T2%: tiempo para alcanzar niveles de rFVIII del 2%; T1%: tiempo para alcanzar niveles de rFVIII del 1%; TL24: nivel de
valle de pdFVIII/FVW a las 24 h; TL48: nivel de valle de pdFVIII/FVW a las 48 h; TL72: nivel de valle de pdFVIII/FVW a las 72 h; Ul: unidades internacionales.

Los resultados estadisticamente significativos estéan resaltados en cursiva.

*En 2 pacinetes con hemofilia A moderada, el T2% y el T1% no se estimaron porque tienen niveles basales de FVIIl més altos o cercanos al 2 0 1%.

157



XXXV Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Trombosis y Hemostasia

Tabla ll.

Variables clinicas y Cero sangrados articulares

parametros PK

Mediana RIC

Edad (afios) 40,5 20-52,5
Peso (kg) 62,5 58,5-69
Dosis (Ul/kg/semana) 76,7 58,3-97,7
t1/2 (h) 15,4 12,8-19,4
TL24 (1U/dL) 16,3 13,8-24,3
TL48 (1U/dL) 6,0 4,0-9,9
TL72 (1U/dL) 23 1,5-55
T5% (h) 52,1 43,6-74,8
T2%* (h) 715 57,3-86,0
T1%* (h) 93,1 90,0-144,0

Sangrados articulares > 1

p-valor
Mediana RIC
8 4-32 0,016
32 23-72 0,134
748 46,7-125 0,947
10,6 9,0-14,8 0,008
11,6 9,1-20,2 0,061
3.3 2,2-53 0,011
1,5 0,7-19 0,014
40,0 33,8-49,5 0,016
61,0 49,3-70,0 0,061
84,7 63,0-101,5 0,084

pdFVIII/FVW plasmatico; PK: farmacocinética; RIC: rango intercuartilico; t1/2: semivida plasmatica; T5%: tiempo para alcanzar niveles de rFVIIl del 5%; T2%: tiempo para alcanzar niveles
de rFVIIl del 2%; T1%: tiempo para alcanzar niveles de rFVIIl del 1%; TL24: nivel de valle de pdFVIII/FVW a las 24 h; TL48: nivel de valle de pdFVIII/FVW a las 48 h; TL72: nivel de valle de

pdFVIII/FVW a las 72 h; Ul: unidades internacionales.
Los resultados estadisticamente significativos estéan resaltados en cursiva.

*En 2 pacinetes con hemofilia A moderada, el T2% y el T1% no se estimaron porque tienen niveles basales de FVIIl més altos o cercanos al 2 0 1%.

(Fanhdi® Alphanate®). No se obtuvieron diferencias en AJBR, ni
en las tasas de sangrados articulares espontdneas y provocadas
entre ambos periodos. Analizando qué pacientes experimentaban
sangrados articulares, se asociaron significativamente con meno-
res edades, y menores valores en t,,,TLA48, TL72 y T5% utilizan-
do el PopPK especifico de pdFVIII/FVW (Tabla II). poniendo en
evidencia que estos pacientes son los més pueden beneficiarse de
la profilaxis PK guiada.

Conclusién: La profilaxis PK guiada permite individualizar
el tratamiento y mejorar el control de los sangrados, siendo espe-
cialmente importante en pacientes jévenes y con menor ¢t ,. Los
resultados preliminares presentados forman parte de nuestro pro-
yecto del PopPK especifico de pdFVIII/FVW (Fanhdi®/Alphana-
te®), los cuales sugieren una mayor precision en las estimaciones
PK. La obtencién de nuevos modelos PopPK a través de modelos
colaborativos como WAPPS-Hemo abre la puerta a estos desarro-
llos dentro de la préictica clinica.

Financiacion: Estudio estd financiado por Grifols a través de
una beca otorgada para dicho proyecto. Agradecemos al equipo
de WAPPS-Hemo toda la informacion PK suministrada.

C0-168 Seguridad y eficacia a largo plazo
de la proteina de fusion del factor IX
recombinante (rIX-FP) en pacientes con
hemofilia B: resultados intermedios de un
estudio de extension de fase 3B en curso

Santagostino E'; Serrano-Torres P% Rodrigues JR? Aznar-Salatti
J% Pabinger I Brainsky AS; Li Y?; Seifert W¢

Foundation IRCCS Ca'Granda. Maggiore Hospital Policlinico. Angelo Bianchi
Bonomi Hemophilia and Thrombosis Center. Milan, Italia. CSL Behring.
Barcelona, Espafia. °CSL Behring. Lisboa, Portugal. ‘Department of Haematology
and Haemostaseology. Medical University of Vienna. Viena, Austria. °CSL
Behring. King of Prussia. Pensilvania, EE. UU. 6CSL Behring. Marburg, Alemania

Introducciéon: la rIX-FP es un factor de coagulacién IX
(FIX) humano recombinante fusionado genéticamente con al-
bimina humana recombinante mediante un conector escindible.
En el programa de ensayos clinicos PROLONG-9FP, la rIX-FP
mostré un mejor perfil farmacocinético comparado con el de los
productos de FIX estdndares, lo que permite unos intervalos de
administracion prolongados en los pacientes con hemofilia B. En
un estudio de extensién de fase 3b se estd evaluando la seguridad
y la eficacia a largo plazo de la rIX-FP; se dispone de resultados
intermedios al cabo de aproximadamente 3 afios de tratamiento.

Métodos: Los pacientes recibieron profilaxis con rIX-FP con
una pauta de dosificacién de 7 dias (25-50 Ul/kg), 10 o 14 dias
(50-75 Ul/kg); el intervalo de administracion se pudo cambiar
durante cualquier seguimiento de 6 meses. Los pacientes > 18
afios pudieron cambiar a una pauta de 21 dfas con una dosis de
100 Ul/kg si estaban bien controlados con una pauta de 14 dias.

Resultados: El resultado principal fue el nimero de pacien-
tes que desarroll6 inhibidores del FIX. Los resultados secunda-
rios incluyeron la tasa de hemorragias espontdneas anualizada
(AsBR) y los acontecimientos adversos. Resultados: en la fecha
de corte de los datos (marzo de 2017), se habian incluido 59 pa-
cientes adultos/adolescentes (> 12 afios) tratados previamente y
24 pacientes pedidtricos (< 12 afios) en el estudio (tiempo medio
en el estudio: 29,8 meses). En total, el 79% de los pacientes > 12
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afios pasaron de un intervalo de 7 dias a un intervalo de 10 (n =
12), 14 (n = 26) 0 21 dias (n = 11). Dos pacientes que iniciaron la
pauta de 21 dias regresaron a un intervalo de 14 dias para reducir
la frecuencia de las hemorragias. En la fecha de corte de los da-
tos, el 25% de los pacientes pedidtricos presentaban un intervalo
de administracion mas largo de 10 dias (n = 1) o 14 dias (n = 5).
Cuatro pacientes pedidtricos que iniciaron intervalos de adminis-
tracion de 10 o 14 dfas regresaron a intervalos mds cortos para
mantener bajas las tasas de hemorragias. En los pacientes adultos,
la mediana (Q1, Q3) de la AsBR para las pautas de 7, 10, 14 y
21 dias fue de 0,33 (0,00, 2,39), 0 (0,00, 0,68), 0,26 (0,00, 1,54)
y 0 (0,00, 0,45), respectivamente. En los pacientes pedidtricos, la
mediana de la AsBR para las pautas de 7, 10 y 14 dias fue de 0
(0,00, 0,59), 0 (0,00, 3,06) y 0,75 (0,00, 2,86), respectivamente.
Setenta y siete (92,8 %) pacientes contaban con al menos 100 dias
de exposiciéon (DE) a la rIX-FP (mediana de DE: 165). Ningtin
paciente habia desarrollado inhibidores o anticuerpos frente a la
rIX-FP.

Conclusién: Estos resultados demuestran la eficacia y la to-
lerabilidad a largo plazo de la profilaxis con rIX-FP. En algunos
pacientes, la rIX-FP permite intervalos de tratamiento mas largos
de 21 dias en los adultos y de 10 y 14 dias en los nifios.

Declaracion de intereses: E. Santagostino, consultora de CSL
Behring, Bayer, Shire, Pfizer, NovoNordisk, Roche, Sobi, Biogen
Idec, Kedrion, Octapharma y Grifols; 1. Pabinger, subvenciones/
ayudas a la investigacion de CSL Behring, consultora de CSL
Behring; A. Brainsky, empleado de CSL Behring; Y. Li, empleado
de CSL Behring; W. Seifert, empleado de CSL Behring.

C0-169 Comparacion de las estimaciones
farmacocinéticas empleando modelos
poblacionales genéricos y especificos
del factor VIII/FVW plasmatico

Megias Vericat JE; Bonanad S; Haya S; Cid AR; Marqués MR;
Monte-Boquet E; Pérez-Alenda S; Bosch P; Garcia Marquez M;
Querol F; Poveda Andrés JL

Hospital Universitari i Politecnic La Fe. Valencia

Introduccion: La farmacocinética (PK) individual en pacien-
tes con hemofilia A (HA) se ha convertido en una herramienta
fundamental para personalizar la profilaxis empleando modelos
PK poblacionales (PopPK). Desde mayo de 2018 estd disponi-
ble en WAPPS-Hemo un PopPK especifico del factor VIIIIFVW
plasmatico (pdFVIII/FVW) en cuyo desarrollo hemos participado
(Chelle P et al. J Pharmacokinet Pharmacodyn. 2019). El objetivo
de este estudio es analizar las estimaciones obtenidas con el mo-
delo PopPK especifico de pdFVIII/FVW frente al modelo PopPK
factor VIII (FVIII) genérico empleado previamente.

Métodos: Estudio prospectivo en pacientes con HA gra-
ve/moderada en profilaxis con pdFVII/FVW (Fanhdi®)
comparando dos periodos de 1 afio utilizando un PopPK FVIII ge-
nérico (01/05/2017-30/04/2018) o PopPK especitico (01/05/2018-
30/04/2019). Se tomaron muestras en la predosis, 2-6, 20-26
y/o 44-52 h. Los pardmetros PK analizados con WAPPS-Hemo

fueron: semivida plasmatica (t,,); aclaramiento plasmético (Cl),
volumen de distribucion (Vss); drea bajo la curva (AUC); y tiem-
po para alcanzar niveles de pdFVIII/FVW del 1% (T1%), 2%
(T2%) y 5% (T5%). Se han comparado las medianas de los pa-
rametros PK antes y después de la implementacién del PopPK
especifico. En cada estimacion se ha calculado la diferencia entre
los maximos y minimos del IC95% de los valores de t, 1 1%,
T2%y T5% proporcionados por WAPPS-Hemo, y se han compa-
rado ambos periodos. Se empled la pruebas Kruskal Wallis y los
gréificos Box-plot (SPSS®) para comparar los pardmetros PK y
las variables clinicas entre ambos periodos.

Resultados: En cada uno de los periodos de estudio se han
incluido todas las estimaciones realizadas con WAPPS-Hemo en
pacientes en profilaxis con Fanhdi®. En el periodo previo en el
que se us6 el modelo PopPK genérico de FVIII se incluyeron 64
infusiones que correspondian a 34 pacientes, mientras que en el
segundo periodo, cuando se usé el modelo PopPK especifico de
Fanhdi®/ Alphanate® se analizaron 29 infusiones que correspon-
dian a 24 pacientes. No se detectaron diferencias significativas
ni en la edad ni en la dosis/kg/semana (Tabla I), ambas medidas

Tabla .

Parametros PopPK FVIII Pop pdFVIII/FVW
PKy genérico especifico
variables b
clinicas Mediana RIC Mediana RIC
Edad 31,5 12-52 22 8-47 0,391
Dosis (U/kg/ | 54 4 21,6-345 329 213-40 0321
semana)
t1/2 (h) 16,6 13,5-19.8 134 10,9-15,6 0,006
Cl (mL(kg*h)) 2,4 1,9-3,8 2,6 2-3,6 0,739
Vss (mL/kg) 54,1 46,6-61,1 46,5 41,2-55,8 0,041
7951,7- 8642,7-
*| r r
AUC ((IU*h)/L) ' 10315,9 142389 11257,2 15198.7 0,521
T5% (h) 51,6 40,9-655 49 40,4-56,4 0,410
T2%* (h) 81,5 B 69,3 56-76,3 0,012
100,1
104,7-
0/ % v -
T1%* (h) 126,5 163.7 89 68,9-96,2 <0,001
Diferencial
6,2 39-94 4,7 3,4-6,0 0,115
t1/2 (h)
BRI o 10,1-294 11,7 9,1-138 0,052
5% (h) b ,1-29, ; bil= )
Diferencial
T2%* (h) 25 17,6-37,9 16,8 12,8-21,8 0,010
Diferencial
T1%* (h) 28,6 26,1-65,7 225 16,3-29,5 < 0,001

Aclaramiento plasmatico (Cl); AUC: &rea bajo la curva; FVIII: factor VIII; pdFVIIl/

FVW plasmatico; PK: farmacocinética; PopPK: modelos PK poblacionales; RIC: rango
intercuartflico; t, ,: semivida plasmatica; T5%: tiempo para alcanzar niveles de rFVIll
del 5%; T2%: tiempo para alcanzar niveles de rFVIIl del 2%; T1%: tiempo para alcanzar
niveles de rFVIIl del 1%; Ul: unidades internacionales; Vss: volumen de distribucion

Los resultados estadisticamente significativos estan resaltados en cursiva.
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en el momento del estudio PK. Al comparar los valores globales
de los pardmetros PK antes y después de disponer de un PopPK
especifico de pdFVIII/FVW obtuvimos diferencias significativas

enlat ,, Vss, T1% y T2%, detectando ademds una menor disper-

Resultados similares se reprodujeron al estudiar los diferenciales
entre los maximos y minimos del IC95% que incluye el informe
de WAPPs-Hemo, obteniendo reducciones en todos los diferen-
ciales, aunque solo significativas para T1%, T2%y T5% (Tabla

sién en los valores estimados en los graficos Box-plot (Fig. 1). Iy Fig. 2).
1a) 1b)
st PREPOST e b PREPOST R
1c) 1d)
) 3 i} “

PREPOST

PREPOST

Figura. 1. Gréficos Box-plot comparando los pardmetros farmacocinéticos empleando el modelo
poblacional genérico de FVIII (PRE POPPK) o el modelo poblacional especifico de pdFVII/FVW
(Fanhdi®/Alphanate®) (POST POPPK): A. Semivida plasmatica. B. Volumen es el estado estacionario.
C. Tiempo para alcanzar niveles de pdFVIII/FVW del 1%. D. Tiempo para alcanzar niveles de pdFVIII/

FVW del 2%.
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Figura. 2. Gréficos Box-plot comparando los diferenciales entre los maximos y minimos del 1C95%
de los valores de t,, (A), T1% (B), T2% (C) y T5% (D) empleando un modelo poblacional genérico de

1/2

FVIII (PRE POPPK) o el modelo especifico de pdFVIII/FVW (Fanhdi®/Alphanate®) (POST POPPK).

160




Comunicaciones Orales

Conclusién: El uso de modelos PopPK especificos ha de-
mostrado aumentar la precisién de las estimaciones PK obteni-
das. Una mayor precision de las estimaciones mejora también los
célculos de dosis e intervalos realizados con la calculadora de
WAPPS-Hemo. Los proyectos colaborativos como WAPPS-He-
mo permiten el desarrollo de modelos PopPK especificos de con-
centrados de FVIII de los que no se tenia informacion previa.

Financiacion: Estudio estd financiado por Grifols a través de
una beca otorgada para dicho proyecto. Agradecemos al equipo
de WAPPS-Hemo toda la informacion PK suministrada.

C0-170 Analisis del switch guiado por
farmacocinética de factores VIl de
semivida estandar a factores de semivida
extendida
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Berrueco Moreno R3; Mingot-Castellano ME*; Rodriguez Lopez
M, Canaro Hirnyk M¢; Mateo Arranz J’; Larrodé Leciiiena I;
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C5, Palomero-Massanet A’; Vilalta Seto N’; Calvo Villas JM'%;
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de Déu. Barcelona. Universitat de Barcelona. Barcelona. “Unidad de Hemostasia
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de Hemostasia y Trombosis. Hospital Alvaro Cunqueiro. Vigo, Pontevedra.
SUnidad de Hemostasia y Trombosis. Hospital Universitari Son Espases.
Mallorca. “Unidad de Hemostasia y Trombosis. Hospital de la Santa Creu i Sant
Pau. Barcelona. 8Servicio de Farmacia. Hospital Universitario Miguel Servet.
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Valencia

Introduccion y objetivos: Los factores VIII (FVIII) de se-
mivida extendida (EHL) han mostrado en los ensayos clinicos
mejoras de al menos 1,3 veces la semivida plasmatica (t,,,) y 1,25
veces el drea bajo la curva (AUC) respecto a los FVIII estandar
(SHL). Herramientas basadas en modelos farmacocinéticos (PK)
poblacionales permiten estimar los pardmetros PK individuales
y ajustar la profilaxis. El objetivo de este estudio es analizar el
switch PK-guiado de SHL a EHL en pacientes con hemofilia A
(HA).

Métodos: Estudio multicéntrico comparativo, cruzado, pros-
pectivo que analiza las diferencias PK tras el cambio de factores
SHL a EHL (Elocta® y Adynovi®) en pacientes con HA grave/mo-
derada en profilaxis. Se ha empleado el PopPK WAPPS-Hemo®
con 2-3 muestras para realizar un perfil PK individualizado de los
valores de FVIIL Los pardmetros PK analizados son: t,,, AUC,
nivel pico (NP), nivel valle a las 24, 48 y/o 72 h (NV24/NV48/
NV72) y tiempo para alcanzar niveles de FVIII del 5%, 2% y 1%
(T5%/T2%/T1%). También analizamos los ratios de t,, y AUC, el
n° dosis semanales y la dosis/kg/semana. Para comparar los pard-

metros PK entre ambos periodos empleamos los test de Wilcoxon
y Kruskal-Wallis (SPSS®). Los resultados se expresaron con la
mediana y el rango o rango intercuartilico (RIC).

Resultados: Se han analizado 64 pacientes procedentes de
8 hospitales espafioles (48 switch a Elocta® y 16 a Adynovi®),
62 con HA grave y 2 con HA moderada, con una mediana de
edad de 32 afios (rango = 5-64) y sin diferencias en el peso
entre ambos periodo [71,0 (rango = 12-116) vs. 72,0 (16,9-116)
kg; p = 0,156]. La dosis/kg/semana se redujo tras el switch a
EHL [74,5 (RIC: 59,2-108,1) vs. 69,2 (RIC: 46,2-96,7) Ul/kg/
semana; p < 0,0001], asi como una marcada reduccién en el
n°® dosis semanales [3,0 (RIC: 2,0-3,5) vs. 2,0 (RIC: 1,8-2,3);
p < 0,0001]. Se obtuvieron mejoras significativas en todos los
pardmetros PK tras el cambio de SHL a EHL (mediana y RIQ):
t,, [12,5 (9,5-16,0) vs. 17,8 (13,0-22,8) h; p < 0,0001]; AUC
[9.358 (6.838-13.372) vs. 15.599 (12.429-21.429); p < 0,0001];
NP [74,0 (57,8-81,0) vs. 80,0 (65,0-109,5); p = 0,001]; NV24
[13,0 (8,8-20,8) vs. 23,7 (20,0-34,3); p < 0,0001]; NV48 [3,9
(2,0-7,5) vs. 9,6 (5,9-16,8); p < 0,0001]; NV72 [1,5 (1,0-3,2) vs.
4,0 (2,0-8,2); p = 0,003]; T5% [44,5 (32,7-60,1) vs. 65,8 (51,5-
90,0); p<0,0001]; T2% [64.,4 (48,4-86,4) vs. 94,8 (72,3-125,0);
p < 0,0001]; T1% [86,5 (69,6-111,9) vs. 124,0 (93,5-161,8); p
< 0,0001]. Se obtuvieron medianas de 1,3 en el ratio t,,, (RIC:
1,2-1,6) y de 1,7 en el ratio de AUC (RIC = 1,3-2,2). Tras el
switch se redujeron la frecuencia de dosis (mediana 30%, ran-
go = 0-53,3%) y la dosis/kg/semana (mediana 16,7%, rango =
0-50%), con la excepcién de 12 pacientes que aumentaron la
dosis/kg/semana una mediana del 25%. No se observaron dife-
rencias en ninguno de los pardmetros PK al comparar entre los
pacientes con Elocta® y Adynovi®.

Conclusiones: Los EHL de FVIII han demostrado en la prac-
tica clinica mejorar significativamente la PK, permitiendo reducir
una infusién semanal y la dosis/kg/semana. También hemos ve-
rificado que las mejoras en los ratios de t,, y AUC que definen a
los EHL se cumplen también fuera del 4mbito del ensayo clinico.
Cuando se complete un afio de seguimiento con EHL en todos los
pacientes se comparardn las tasas de sangrado frente a los SHL.
El switch PK-guiado permite individualizar la profilaxis con una
potencial reduccién del coste del tratamiento.

C0O-171 Resultados clinicos de la profilaxis
continuada en pacientes con hemofilia A
severa tras el cambio a un factor VIII
de vida media extendida

Mingot Castellano ME'; Nifiez R% Martin S'; Entrena Ureiia L3
Fernandez C% Palomo Bravo A%; Dominguez JF; GACC Grupo
Andaluz de Coagulopatias Congénitas’

"Hospital Regional Universitario de Mélaga. Malaga. “Hospital Universitario
Virgen del Rocio. Sevilla. *Hospital Universitario Virgen de las Nieves. Granada.
*Hospital Universitario Reina Soffa. Cérdoba. *Hospital Materno Infantil

de Mélaga. Mélaga. ®Hospital Universitario Juan Ramén Jiménez. Huelva.
’Asociacion Andaluza de Hematologia y Hemoterapia (AAHH)
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Introduccién: La profilaxis continuada con factor VIII (FVI-
II) es el tratamiento de eleccién en pacientes con hemofilia A
(HA) severa. Sus resultados clinicos en forma de reduccién del
ndmero de sangrados y prevencion de la artropatia hemofilica de-
penden de la individualizacién adecuada del tratamiento en cada
paciente y de la consecucién de la mejor adherencia. Los produc-
tos de vida media extendida pueden reducir el nimero de infusio-
nes intravenosas de FVIII y/o mejorar la cobertura hemostética
dada su farmacocinética modificada.

Objetivos: a) Describir el perfil clinico y de consumo de
recursos de la profilaxis continuada en sujetos con HA severa
tratados con un FVIII de vida media extendida; b) comparar di-
chos resultados clinicos con el de la profilaxis previa con FVIII
estandar.

Metodologia: Se analizan todos pacientes con HA severa
tratados hasta marzo de 2019 con rFVIIIFc en los centros anda-
luces. Se analizard el tipo de profilaxis, edad, peso y motivo del
cambio a rFVIIIFc y farmacocinética (PK). Asi mismo, nimero
de visitas al centro y motivo, unidades de FVIII consumidas, fre-
cuencia de dosis, nimeros de sangrados, numero de hemartrosis,
articulaciones diana (2 sangrados o mds en 6 meses en una misma
articulacién) y cirugias durante los 6 meses de tratamiento inicial
con rFVIIIFc y los 6 meses previos al cambio con el FVIII es-
tandar (FVIIIst). Andlisis estadistico descriptivo: media, mediana
y desviacion estdndar para variables cuantitativas y frecuencias
absolutas y relativas para cualitativas, construyendo intervalos
de confianza del 95%. La comparacién entre los dos grupos de
tratamiento se realizard mediante un test de diferencia de medias
para muestras independiente (t- Student), al tratarse de variables
cuantitativas y Chi cuadrado para cualitativas.

Resultados: Hemos estudiado un total de 20 pacientes varo-
nes con HA severa de 5 centros. La mediana de edad de inicio de
la profilaxis es 3 afios (RIQ, 0,2-49 afios) y de peso 55 kg (RIQ,
17-110kg). E1 50% tratado en profilaxis primaria, 35% secundaria
y 15% terciaria. El 50% de los pacientes tratados con rFVIIIFc
tienen estudio de Pk con una mediana de vida media de 14,5 horas
(RIQ, 9 a 23 horas). De forma previa al cambio el FVIII usado fue
plasmadtico en un solo caso. El motivo del cambio fue reduccién
de inyecciones en 70% de los casos y aumento del valle en 15%.
Los resultados clinicos del tratamiento de 6 meses con rEVIIFc vs
los 6 meses previos con FVIII estdndar son:

e Consumo FVIII anual Ul (mediana, RIQ): rFVIIFc
110.000 UI (25.000-200.000) vs FVIIIst 137.500 (30000-
350.000) (p. 0.001).

* Frecuencia 2 infusiones semanales o menos: rFVIIIFc 80%
vs. FVIII st 15%, (p.0.000).

e Sangrados en 6 meses (mediana y RIQ): rFVIIIFc 0 (0-4)
vs. FVIII st 1 (0-5) (p.0.383).

* Visitas hospitalarias en 6 meses (mediana y RIQ): rFVIIIFc
7 (2-24) vs. FVII st 7 (2-23) (p.0.545). La mitad de estas
visitas es para retirada de medicacién. El resto a hematolo-
gfa, rehabilitacién y urgencias.

Conclusiones: En nuestra experiencia la profilaxis con rFVI-
IIFc permite optimizar los resultados de la profilaxis continuada
en todos los sujetos analizados, reduciendo el nimero de unida-
des consumidas y/o la frecuencia de dosis semanales de FVIII,

manteniendo la eficacia clinica y sin incrementar las visitas al
centro hospitalario. El uso de este tipo de FVIII podria mejorar la
adherencia al tratamiento, la calidad de vida de los pacientes con
una reduccion de costes.

C0-172 Analisis de la utilizacion de aplicaciones
mdviles en pacientes con hemofilia tras dos
aios de seguimiento

Megias Vericat JE; Jiménez Somoano K; Monte Boquet E; Pérez
Huertas P; Cuéllar Monreal MJ; Tarazona Casany MV; de la
Puerta R; Poveda Andrés JL; Bonanad Boix S

Hospital Universitari i Politecnic La Fe. Valencia

Introduccién: Disponer de un sistema de registro fiable y
facil de cumplimentar por los pacientes es fundamental en la
préctica clinica. Las aplicaciones mdviles (apps) nos permiten
recoger datos objetivos, asi como poder acceder de forma re-
mota y resumida a estos registros. Tras 2 afios de utilizacion
de diversas apps en pacientes hemofilicos vamos a analizar la
utilizacién.

Material: Se elaboré una encuesta electrénica mediante
un formulario Google® con 14 preguntas cerradas y 2 abier-
tas para valorar el uso de apps. El cuestionario consté de 4
preguntas dicotémicas y 9 de opcién mdltiple con tnica res-
puesta. La encuesta se distribuy6 a través de una asociacién de
pacientes y se evalué 3 semanas después (20 marzo al 10 abril
de 2019). Cuatro preguntas estaban ya incluidas en una en-
cuesta realizada en enero 2017, se compard el antes y después
del empleo generalizado de apps por parte de los pacientes.
También se analizaron los registros actuales obtenidos de las
apps empleadas.

Resultados: La encuesta se distribuyé a 61 pacientes y la
contestaron 50 (81,9%). La mediana de edad fue 33,5 (rango:
3-55) afios y el 96% fueron varones. Comparando la encuesta
realizada en enero del 2017 y la actual observamos que antes el
método de registro de administraciones del factor de coagulacién
elegido eran las apps (73,7%) frente al método manual (15,8%)
o web (10,5%), y actualmente el 88,5% prefiere utilizar apps,
frente al registro manual (9,6%) o web (1,9%). En la actualidad
el 70% de los pacientes emplea apps, mientras que antes solo el
15,8% las utilizaba. En 2017, las funciones que considerarian
mas ttiles en una app especifica para hemofilia fueron: registro,
comunicacién directa y estimacién niveles de factor. Después
de generalizar el empleo de apps, creen que lo mds util de las
mismas es el registro (77,5%), fotografiar la lesién (15%) y los
recordatorios (5%), y les gustaria incluyera: comunicacion direc-
ta con médico/farmacéutico (42%), lector cédigo barras (28%)
y estimacion niveles de factor (12%). Las apps empleadas por
los encuestados fueron: Haemoassist (60%), myPKFiT app (6%),
myWAPPS (4%) y MicroHealth (4%), ninguna (28%). En cuanto
al momento de registro, el 64,3% registra justo tras la adminis-
tracion, el 21,4% el mismo dia, el 7,1% una vez por semana y el
7,1% restante 1-2 veces al mes. El tiempo requerido para regis-
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trar en la app fue 5 minutos (5,1%), resultando las apps de facil
manejo para el 94,9% de los pacientes. El 82% de los pacientes
percibian que el empleo de apps mejoraba la adherencia al tra-
tamiento. Actualmente tenemos 94 pacientes con Haemoassist,
4 con myPKFiT app y 10 con myWAPPS. De los pacientes con
Haemoassist, en 2018 se han registrado 5500 infusiones (58,5
infusiones/paciente/afio). En 34 pacientes se registraron 106
hemorragias, 48,1% espontdneas y 51,9% traumaticas, afectan-
do principalmente a tobillos (25,3%), codos (15,5%) y rodillas
(12,4%).

Conclusiones: La adherencia al tratamiento en hemofilia se
mide habitualmente empleando métodos indirectos y retrospec-
tivos (encuestas y registros de dispensacion). Las apps permiten
disponer de datos reportados directamente por el paciente en
tiempo real, informaciéon mds completa y objetiva. La encuesta
realizada en nuestros pacientes muestra que las apps son el méto-
do de registro favorito, que resultan sencillas, que proporcionan
registros fiables de gran utilidad y que pueden favorecer una ma-
yor adherencia al tratamiento.

C0-173 El factor rVIII-SC de cadena tinica en la
profilaxis quirirgica: eficacia y seguridad
en 43 cirugias

Mahlangu J'; Riera-Sans L% Abdul Karim F’; Djambas Khayat C*;
Ong J5; Oldenburg J% Brainsky A’; Lucas S’; Pabinger I®
'University of the Witwatersrand. NHLS and Charlotte Maxeke Hospital.
Johannesburg, Sudafrica. 2CSL Behring. Barcelona, Espafia. *National Blood
Centre. Kuala Lumpur, Malasia. *Hotel-Dieu de France Hospital. Ashrafieh,
Lebanon. Francia. ®Brokenshire Integrated. Davao City, Filipinas. éInstitute of
Experimental Haematology and Transfusion Medicine. University Clinic Bonn.
Bonn, Alemania. ’CSL Behring. King of Prussia. Pensilvania, EE. UU. éClinical
Division of Haematology and Haemostaseology. Medical Clinic I. Medical
University Vienna. Viena, Austria

Introduccion: el rVIII-SC de cadena tnica es un nuevo fac-
tor VIII recombinante disefiado con el dominio B truncado y un
enlace covalente entre las cadenas pesadas y ligeras que confiere
una mayor afinidad de unién al factor de von Willebrand. Los
subestudios quirtrgicos del programa Affinity investigan la segu-
ridad y la eficacia del rVIII-SC de cadena unica para controlar la
hemostasia quirtrgica en nifios y adultos con hemofilia A grave.

Métodos: La cirugia se definié6 como un procedimiento que
requiere anestesia general, raquidea o regional. La dosis de rVI-
II-SC de cadena tnica se determiné segtin el tipo de cirugia y las
recomendaciones de la FMH. El rVIII-SC de cadena tnica se ad-
ministré como bolo o perfusion continua. El investigador calificé
la eficacia hemostdtica mediante una escala de calificacion de 4
puntos (mala/ninguna, moderada, buena y excelente); el éxito del
tratamiento se definié como una calificacién de excelente o buena.

Resultados: Se realizaron 43 cirugias en 32 pacientes con
edades comprendidas entre los 5 y los 64 afios (mediana, 32). 22
de las cirugias fueron ortopédicas: extraccion de material quirdr-
gico del tobillo, artrodesis de la articulacién del tobillo, artroplas-
tia (de tobillo y rodilla), artroscopia (de rodilla), sinovectomia

artroscopica, reemplazo de codo, extirpacién, curetaje e injerto
6seo, fijacion del fémur con el método Ilizarov, manipulacién
de rodilla, reemplazo de rodilla (6), espaciador de rodilla e in-
movilizacién, alargamiento del tendén de Aquiles (3), reduccién
abierta y fijacion interna del tobillo derecho y osteotomia. 21 de
las cirugfas no fueron ortopédicas: reparacién de una hernia abdo-
minal, apendicectomia, colecistectomia, circuncisién (10), des-
bridamiento (2), extraccion dental (4), retirada de un Port-a-Cath,
drenaje de heridas e injerto cutdneo. Diecisiete de las cirugias
estuvieron relacionadas con la hemofilia o sus complicaciones
y 1 cirugia (apendicectomia) se realiz6 de urgencia. En total, el
rVIII-SC de cadena unica se administré como bolo en 35 cirugfas
y como perfusidn continua en 8 cirugias. No se observaron AA o
AAG relacionados durante el periodo perioperatorio. La eficacia
hemostatica fue calificada como excelente o buena en 38 (88%)
y 5 (12%) cirugfas, respectivamente. Dieciocho (82%) de las ci-
rugias ortopédicas fueron calificadas como excelentes y otras 4
(18%) fueron calificadas como buenas.

Conclusién: El rVIII-SC de cadena tdnica, administrado
como bolo o perfusion continua, fue seguro y eficaz para alcanzar
la hemostasia quirdrgica y perioperatoria, con una tasa global de
éxito del tratamiento del 100%.

Tratamiento antitrombotico
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Introduccién: Los anticoagulantes orales de accién directa
(ACODs) se utilizan cada vez mds en nuestra practica habitual
en prevencion de embolismo sistémico en fibrilacion auricular no
valvular (FANV) y en tratamiento de enfermedad tromboembdli-
ca venosa (ETEV). Anualmente, al menos el 10% de estos pacien-
tes se someten a procedimientos diagndsticos y/o terapéuticos.
La terapia puente con heparina de bajo peso molecular (HBPM)
puede beneficiar a pacientes de alto riesgo con antagonistas de
vitamina K (AVK). Sin embargo, en pacientes con ACODs, la
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