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1). Dos mutaciones eran recurrentes: p.Arg445Serfs*17 (N=5) vy
p.Pro439Thr (N=2). Seis ocasionaban DAT tipo I (anti-Xa:45,4+11,7 %)
con clinica trombdtica grave o muy grave; mientras que 3, todas mis-
sense, generaban DAT tipo II pleiotrépicas (anti-Xa:55,0+11,6%) con
aumento 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 cualitativas,
con leve alteracién en la secrecién (50-100%), formas no inhibitorias y
aumento de los niveles de la AT latente; mientras que las localizadas
tras Phe440 causaban deficiencias cuantitativas, con marcada disminu-
cién en la secrecién (< 30%), y en algunos casos con formacién de com-
plejos unidos por puentes disulfuro y efecto dominante negativo (Figura
2). Mediante mutagénesis dirigida, el cambio p.Leu441Pro rescaté la se-
crecién de la variante p.Arg445Lysfs*19, sin evitar su transformacién a
latente(Figuras 2,3).

Figura 2. Representacion grafica del estudio en modelo recombi-
nante de las 9 variantes C-terminales de antitrombina frameshift+1
generadas mediante mutagénesis dirigida (HEK-EBNA).Las vari-
antes 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. Medi-
ante mutagénesis dirigida, el cambio p.Leu441Pro (en rojo) rescatd
la secrecion de la variante p.Arg445Lysfs*19, sin evitar su trans-
formacion a latente.

AT: antitrombina. DAT: deficiencia de antitrombina. ND: no determinado. CR: condiciones re-
ductoras. CNR: condiciones no reductoras. S-S: puentes disulfuro.

Secuencia verde: secuencia nativa. Secuencia amarilla: secuencia aberrante frameshift+1.Trian-
8ulo negro: Pro439_Phe440.Stop: codén de parada.

Figura 3. Analisis de la secrecion de antitrombina recombinante
(western-blot) de variantes C-terminales generados mediante mu-
tagénesis dirigida (HEK-EBNA). Se objetiva que el cambio
p.Leud441Pro rescatd la secrecion de la variante p.Arg445Lysfs*19,
también con transformacion a latente (flecha roja), indicando 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.

Conclusiones: Las variantes de AT que afectan al extremo C-terminal,

relativamente frecuentes, generan una notable heterogeneidad bioldgica
y clinica, que guarda a su vez una estrecha relacién con su localizacién
en la secuencia y estructura de la molécula. Variantes que generan un
extremo C-terminal aberrante pueden provocar DAT tipo II pleiotrépi-
cas (con paso a forma latente), cuando estan localizadas entre los codo-
nes Val432-Phe440, y tipo I (polimerizacién intracelular), tras la Phe440.
Estas variantes ademads tienen un potencial efecto dominante negativo.
Sin embargo, si las variantes con frameshifi+1 se generan antes de
Phe440, la prolina que aparece en posicién 441 provoca una torsién es-
tructural que permitiria el plegamiento a conformacién 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.
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Introduccién: La combinacién de anticuerpos monoclonales anti CD20
con varios regimenes de quimioterapia se considera el tratamiento es-
tandar en pacientes con linfoma folicular (LF). A pesar de los buenos re-
sultados de este tratamiento, un porcentaje importante de los pacientes
no se beneficia de esta terapia ensombreciendo de manera considerable
su prondstico. Nuestra hipdtesis es que el tratamiento con una suspen-
sién de linfocitos efectores autélogos expandidos ex vivo (células LAK)
podria potenciar el efecto biolégico del tratamiento con rituximab (R)
mediante el incremento de la actividad ADCC. Investigamos la toxici-
dad y eficacia de dicho tratamiento con un ensayo clinico fase II.

Métodos: Entre 2010 y 2012 se reclutaron 20 pacientes con LF en res-
puesta tras una primera linea de tratamiento con R-CHOP. El objetivo
primario de este ensayo, multicéntrico, prospectivo y de un solo brazo
fue evaluar la seguridad y eficacia de la infusion de células LAK (admi-
nistradas cuatrimestralmente en los ciclos pares de R) en combinacién
con la pauta estandar de R de mantenimiento bimestral durante 2 afios.
La produccién de células LAK se realiz6 a partir de células de sangre pe-
riférica extraidas en los ciclos impares de R para aislar células mononu-
cleadas y estimularlas y expandirlas en cultivo con interleukina-2
durante 8 semanas. Uno de los objetivos secundarios del ensayo fue la
evaluacién de los fenotipos celulares y de la potencia bioldgica de las
células LAK midiendo su actividad citotéxica. Este ensayo esta regis-
trado en ClinicalTrials.gov con nimero NCT01329354

Resultados: Se registraron 29 eventos adversos (EA) relacionados con la
infusién de las células LAK. Las artralgias y las infecciones fueron los EA
mas frecuentes con un 24.1% y un 20.6 %, respectivamente (Tabla 1). La
mayoria de los EA (89.6%) fueron grado 1y 2. No se produjo ningin
EA grave relacionado con la infusién de las células LAK y ningtn pa-
ciente fue discontinuado. Se registraron 3 EA grado 3 que sucedieron
en el mismo paciente. La calidad de vida, evaluada a través de cuestio-
narios EORTC QLQ-C30, tendi6 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% (Figura 1). El estudio biolégico del
producto celular administrado demostré un aumento significativo de la
actividad ADCC en todos los ciclos (Figura 2).

Conclusiones: La infusion 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 bio-
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légico se consigue a través del incremento de la actividad ADCC de las
células infundidas.

Tabla 1. Eventos adversos (EA) y eventos adversos graves (EAG)

Figura 1.
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Figura 2.
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Introduccion: Las plaquetas, mas alld de su papel critico en la hemos-
tasia 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 inflamacién y trombosis. Las vias de senalizacién de NF-kB
participan en la activacién plaquetaria inducida por receptores clésicos,
como PAR4 y en otros circuitos de retroalimentacién secundaria. MiR-
146a, que se expresa principalmente en células hematopoyéticas, actia
como un importante freno de reacciones 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) regulando la formacién de trampas extracelulares de neu-
tréfilos (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) Unién de fibrinégeno (Fg) y expresién de selectina P (SelP) mediante
citometria de flujo en sangre total diluida, obtenida del seno retroorbi-
tal, que se activé con distintas dosis de agonistas plaquetarios (PAR4,
CRP, ADP+U46619 y PMA) (n=7/grupo); 3) Induccién de tromboem-
bolismo pulmonar (TEP) por inyeccién retroorbital (60ug/kg epinefrina
+ 0,4mg/kg coldgeno) y monitorizacién del tiempo hasta la muerte
(<30min) (n= 27 WT y 30 KO). La obstruccién del pulmén se evalué in-
yectando 500pl de azul de Evans 1% en el ventriculo derecho. 4) Induc-
cién de trombosis arterial (TA) con FeCl; y monitorizacion del tiempo
de oclusién del flujo sanguineo carotideo (n=17 WT y 24 KO). Se cuan-
tifico la formacién 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 volumen de san-



