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DIAGNOSTICO DE LOS SINDROMES MIELODISPLASICOS POR CITOMETRIA DE FLUJO Y
CORRELACION CON LOS TIPOS DE ACUERDO A LA CLASIFICACION DE LA
ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD.

RESUMEN

Antecedentes: Los sindromes mielodisplasicos (SMD) son un grupo de enfermedades
hematoldgicas de origen clonal con gran heterogeneidad bioldgica, con potencial de progresion
a leucemia mieloide aguda. actualmente clasificados en varios tipos de acuerdo a la OMS.

La citometria de flujo es capaz de analizar aberraciones en las células de pacientes con
mielodisplasia. Su utilidad no se encuentra bien establecida; en nuestro pais no hay estudios
que evaluen la citometria de flujo en el estudio de los SMD y su correlacién con los subtipos de
la OMS.

Metodologia: Se analizé una cohorte de 31 casos de SMD clasificados por tipo de la OMS,
IPSS y WPSS, cariotipo y sobrevida. Se analizaron las muestras de médula 6sea usando la
citometria de flujo con un panel determiando de anticuerpos en busqueda de aberraciones en la
expresion de antigenos celulares para determinar la presencia o ausencia de displasia. Se
incluyé el analisis de un sujeto sano.

La displasia se determiné para cada una de las poblaciones celulares: progenitores,
granulocitos, monocitos y compartimento eritroide; asi como su el procentaje de expresion para
cada antigeno del panel utilizado.

Se compararon medias de expresion de antigenos con el tipo de la OMS de cada sindrome
mielodisplasico, el IPSS, WPSS, cariotipo y progresion a leucemia aguda.

Resultados: La citometria de flujo se determind la expresion aberante de antigenos en
pacientes con mielodisplasia y se determind displasia en 27 de los 29 casos analizados con
SMD. Por medio de la CF se pueden diferenciar los que tienen AREB-2 de los que no lo tienen.
También se encontré6 que no hay relacién entre el tipo de mielodisplasia y la cantidad de
poblaciones con caracteristicas de displasia.

La expresién de CD34 y CD117 tiene relevancia para distinguir el IPSS de alto riesgo, WPSS de
muy alto riesgo, cariotipo de riesgo pobre y del resto de los demas grupos de cada una de las
clasificaciones y fue un factor que los dos marcadores que se encontraron pueden afectar la
supervivencia.

Conclusiones: La citometria de flujo es util para determinar si hay displasia en la
hematopoyesis y permite conocer la agresividad de los sindromes mielodisplasicos.

Palabras clave: Sindromes Mielodisplasicos, Citometria de flujo, CF, Mielodisplasia,
diagnostico.



Il. INTRODUCCION

Los sindromes mielodisplasicos (SMD) son un grupo heterogéneo de enfermedades
hematoldgicas, , que se define por una alteracidon clonal de las células progenitoras
hematopoyéticas, presentando caracteristicas displasicas y hematopoyesis ineficaz
(maduracién alterada y muerte prematura de los precursores). Clinicamente se
manifiestan con citopenias periféricas (anemia, trombocitopenia y leucopenia) y un

riesgo mayor de progresién a leucemia mieloide aguda 2.

Las manifestaciones clinicas dependen del tipo y severidad de las citopenias, los
sintomas mas frecuentes estan en relacién con el sindrome anémico como: palidez de
tegumentos, cansancio cronico, palpitaciones y disnea que se traducen en conjunto
limitan el desarrollo de las actividades cotidianas. En algunos pacientes se presentan
complicaciones infecciosas, y/o hemorragicas, que se traduce en mayor detrimento de

la calidad de vida. 2

En algunos pacientes se presentan complicaciones infecciosas, y/o hemorragicas, que
finalmente se traduce en gran detrimento de la calidad de vida de los pacientes que

padecen esta enfermedad. 2

La incidencia de los SMD se incrementa con la edad, es mas frecuente en pacientes
mayores de 70 anos; en Estados Unidos hay una incidencia de 3.3 casos por 100,000
habitantes en la poblacion general, sin embargo, llega a ser de hasta 20 por 100,000
habitantes en los mayores de 70 afios. No obstante los SMD se pueden presentar en

cualquier etapa de la vida, incluyendo nifios y adultos jovenes. %34

De acuerdo a la clasificacién de la OMS mas reciente, los SMD se agrupan en siete
categorias: 1) citopenias refractarias con displasia unilinaje (CRDU), de la cual puede
haber tres tipos: anemia refractaria, neutropenia refractaria, Trombocitopenia refractaria;
2) anemia refractaria con sideroblastos en anillo, 3) citopenia refractaria con displasia
multilinaje (CRDM), 4) anemia refractaria con exceso de blastos-1 (AREB-1), 5) anemia
refractaria con exceso de blastos-2 (AREB-2), 6) SMD no clasificable (SMDU), 7)

sindrome mielodisplasico con delecion del 5q [del(5q)] ', (Tabla 1).



La definicion y el diagnostico de la enfermedad de acuerdo a esta clasificacion se
sustenta en dos métodos diagndsticos; el primero es el estudio citomorfolégico de las
células obtenidas por aspirado de la médula 6sea en busqueda de cambios

dispoyéticos, que puede afectar una o las tres lineas celulares:

Serie eritroide: Caracteristicas de diseritropoyesis a nivel del nucleo de los eritroblastos
como puentes internucleares, punteado internuclear, multinuclearidad, hiperlobulacion,
cambios megaloblasticos, entre otros. A nivel del citoplasma con sideroblastos en anillo

en la tincién de pearls, vacuolizacion, Positividad para tincion de PAS '2.

Serie granulocitica: disgranulopoyesis entre las que se encuentran alteraciones en el
tamano, hipolobulacién nuclear (pseudo pelger-huét), hipersegmentacion de forma
irregular, alteraciones en la granulacién del citoplasma desde un decremento en la
cantidad (hipogranulacion) hasta una ausencia de ellos y presencia de mieloblastos con

o sin bastones de auer.

Serie megacariocitica: entre las que figuran micromegacariocitos, hipolobulacién
nuclear y multinucleacion (a diferencia de los megacariocitos normales con nucleo unico

pero multilobulado).

El segundo método diagndstico es el estudio del cariotipo en el cual se buscan
alteraciones a nivel cromosomico; dichas alteraciones se documentan en
aproximadamente 50% de los casos con SMD de novo y en 90% de los SMD
secundarios #°. También tienen implicaciones en el curso clinico de la enfermedad ya
que existen alteraciones de buen prondstico como la delecién del brazo largo del
cromosoma 5 [del(5q)], del brazo largo del cromosoma 20 [del(20q)], pérdida del
cromosoma Y (-Y) y cariotipo normal; de mal prondstico como la presencia de mas de 3

anormalidades citogenéticas y anormalidades del cromosoma 7.

Con respecto al curso de la enfermedad y tomando en cuenta la heterogeneidad
biolégica de la mielodisplasia ya que agrupa enfermedades que presentan curso
indolente hasta enfermedades con rapida progresién a leucemia aguda, por lo que se

han creado indices prondsticos como el IPSS (international prognostic Scoring System)
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el cual toma en cuenta variables como el porcentaje de blastos en médula ésea, el
cariotipo y el numero de citopenias. En conjuncion de estos parametros resultan 4
grupos de riesgo: riesgo bajo, intermedio 1, intermedio 2 y alto, (tabla 3). La
supervivencia y el riesgo de evolucionar a leucemia aguda es diferente para cada
grupo, mas prolongada para los de riesgo bajo y mucho menor para el riesgo alto. El

IPSS es util ademas, para tomar decisiones terapéuticas.

Existe también el WPSS (WHO Casification based Pronostic System Score) el cual
toma en cuenta el subtipo OMS de mielodisplasia, el cariotipo y la dependencia
trasnfusional agrupando los Sindromes mielodisplasicos en 5 grupos de riesgo, con

diferencias en la sobrevida y tiempo de progresion a leucemia®.
1.1. Citometria de Flujo y sus aplicaciones en hematologia.

La CF es un método diagndstico que evalua a las células individuales en suspension e
identifica la presencia o ausencia de antigenos especificos de la superficie (membrana)
celular y de algunos que se encuentran dentro del citoplasma celular, obteniendo asi

un fenotipo de cada célula en particular.?®

Actualmente, la CF es reconocida como una herramienta indispensable para
diagnosticar, clasificar, estadificar y monitorizar enfermedades hematoldgicas en las
cuales ya se encuentra estandarizada y validada su utilidad, como en el caso de las
leucemias de cualquier tipo, los linfomas y el mieloma por mencionar algunos

ejemplos.®

En una descripcion breve este método de diagndstico, se hace pasar en forma
individual, a cada una de las células que se encuentran suspendidas en un fluido ya
sea sangre periférica, Médula 6sea o liquido cefalorraquideo por mencionar algunos, a
través un espacio en el que un laser que va a incidir sobre la superficie celular en la
cual hay anticuerpos fluorescentes adheridos (los cuales son especificos) y que a su
vez reflejaran longuitudes de onda de diferentes caracteristicas las cuales seran

cuantificadas por detectores especificos.
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Dichas variaciones en la longuitud de onda de la luz reflejada representan diferencias
en la cantidad de fluorocromo adherido a la superficie celular traduciendo asi la
presencia o ausencia del antigeno estudiado. Lograndose de esta manera obtener
mediciones precisas y objetivas que se pueden representar en eventos y a su vez

representarse en graficas suceptibles de analisis con rigor matematico.
1.2 La aplicacion de la Citometria de Flujo en los SMD.

Algunos estudios proponen a la citometria de flujo como una herramienta util para el
diagndstico y pronédstico de los SMD, sin embargo, ha sido dificil llegar a un consenso
debido a lo heterogéneo de los padecimientos y las escasas descripciones que se
tienen al respecto. Las técnicas para su evaluacion deben ser estandarizadas para su
correcta interpretacion y que exista concordancia entre los diferentes laboratorios que

realicen el estudios de los SMD con esta tecnologia.

El primer estudio que demostré la utilidad de la citometria de flujo para el diagnédstico de
los SMD fue el realizado por Stetler-Stevenson en 2001 en el que sent6 las bases y
abrié el campo de la citometria de flujo para la evaluacion de la displasia en la médula
6sea.’ Dicho andlisis lo llevo a cabo realizando una comparacién en la expresion de
antigenos en la ontogenia normal de cada compartimiento hematopoyético y a su vez
contrastando los antigenos expresados en pacientes con mielodisplasia, encontrando
que éstos ultimos exhiben aberraciones en la expresion de dichos antigenos, es decir,
las células tienen antigenos anormales o bien carecen de algunos antigenos

observados normalmente en las células hematopoyéticas.

Inicialmente, el estudio inmunofenotipico de la mielodisplasia se utilizd para determinar
la progresién a leucemia aguda, con base en la cuenta de blastos, es decir células
CD34+°%". Aunque fue util en demostrar correlacion entre la citomorfologia con la cuenta
de blastos, no se recomienda usar de forma rutinaria la cuenta el conteo aislado de
blastos en la practica clinica, principalmente por el costo y la informacion que esta unica
determinacién puede aportar tanto al diagnéstico, como para evaluar la respuesta al

tratamiento y el prondstico de la enfermedad.
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Actualmente se busca correlacionar esta herramienta diagnostica con criterios ya
validados y aceptados como los subtipos de la OMS, el IPSS o el WPSS o con
caracteristicas clinicas como la dependencia de transfusiones, progresién a leucemia
aguda y la evolucion pos-trasplante; sin embargo, no existen estudios con el numero

suficiente de casos para realizar una adecuada validacion de los resultados .

Lo anterior se convierte en un gran campo de oportunidad para los diferentes grupos
que estudian los SMD y que pretenden adicionar a la CF como método para el

diagndstico y prondstico de esta enfermedad.

1.3 Métodos de analisis de la mielodisplasia por Citometria de Flujo y su aplicacién en

la clinica.

La citometria de flujo determina de manera cuantitativa y cualitativa las aberrancias que
presentan cada una de las células que compone los compartimentos hematopoyéticos 8

dichas alteraciones o aberrancias se califican como displasia.

La definicion de la displasia identificada por CF ha resultado de estudios comparativos
entre pacientes con mielodisplasia conocida y definida por medios citomorfologicos y
citogenéticos que confrontan o comparan la expresion de antigenos con sujetos sanos
(expresion normal de antigenos en sus células) y también con otras patologias
causantes de citopenias periféricas como deficiencias nutricionales o padecimientos
sistémicos de causa no hematolégica que provocan procesos reactivos que son los
responsables de las citopenias que se presentan, esto ultimo permite que la CF sea util

dentro del diagndstico diferencial de la mielodisplasia.

Del Canizo y col. estudiaron 101 pacientes con SMD definida por los criterios de la
OMS, analizaron 5 compartimentos hematopoyéticos: 1) células progenitoras CD34", 2)
neutréfilos (CD 457/SSCS™M) 3) monocitos (CD45+/++/SSC°™), 4) precursores
eritroides (CD45-/+SSC"™) y 5) linfocitos (CD45%/SSC"). Ellos encontraron mayor
proporcion de células CD34+ con una tendencia a la diferenciacion mielomonocitica en
los pacientes con mielodisplasia y en el andlisis de los blastos comprometidos a un

linaje mieloide lo asociaron a un IPSS de alto riesgo por una mayor cuenta de blastos®.
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Wells y col. realizaron un analisis multiparamétrico del compartimiento mieloide y
monocitoide por CF de 115 pacientes con SMD (en un periodo de 5 afios de un hospital
de referencia oncohematolégica) comparando con 114 pacientes con otros desérdenes
y 25 donadores de sangre sanos, con la intencion de proponer un sistema de
puntuacion por CF (FCMSS Flow Citometry Myelodisplasic Scoring System) que
correlacionara con el IPSS y el resultado pos-trasplante de los pacientes candidatos a

ello; incluyendo dentro de esta puntuacién caracteristicas como®:

a) Granularidad anormal de los neutrdfilos en el analisis de complejidad: SSC (side
scatter gating) %'>°.

b) Expresién anormal del CD45 para identificar arresto en la maduracion.

c) Relacion de expresion del CD11b y la expresion de HLA-DR en células mieloides
maduras, monocitos o ambos.

d) Expresion anormal del CD13 y CD16 en el compartimiento mieloide y monocitoide.

e) Expresion aberrante del CD56 en células mieloides maduras y monocitos.

f) Expresion homogénea del CD33 en células mieloides maduras o monocitos.

g) Cambio a la izquierda de forma asincrénica durante la maduracion de la serie
mieloide.

h) Presencia de CD34 en células mieloides maduras o monocitos.

i) Presencia de antigenos linfoides en células mieloides maduras o monocitos.

j) Ausencia de CD13, CD33 o CD14 en monocitos, presencia de mieloblastos
anormales y finalmente alteracion en la proporcion mieloide/linfoide a nivel de la

médula 6sea.

El estudio anterior presenta un enfoque en el que la CF es una herramienta de
diagndstico para el clinico la cual ofrece una apreciacién de la displasia como “la
distancia que existe de lo normal” es decir, cuantas y cuales aberraciones presenta la
mielodisplasia de cada paciente en particular y comparado con lo normal, esto
representado en relacion a la suma de aberraciones a nivel global obtenidas por medio

de “un panel estandar’ de antigenos .*'"'
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Es importante mencionar que este sistema de puntuacion por CF agrupa a los
pacientes en tres categorias: 1)displasia leve, 2) displasia moderada y 3) displasia
grave, de acuerdo al numero de puntos que se les asignan por aberraciones
antigénicas, documentando asi una estimacién de riesgo util en el diagnéstico,
prondstico e incluso con los alcances esperados en la respuesta a la terapéutica

empleada.® "

Posteriormente otros grupos utilizaron este analisis por sistema de puntuacién por CF
en 56 pacientes con mielodisplasia conocida y 27 sujetos control, encontrando una
especificidad del 100% con una sensibilidad del 75% en el diagndstico del sindrome

mielodisplasico, correlacionando también con prondstico.'* 819

Cherian y col. intentaron definir una puntuacion por analisis con CF en los neutréfilos de
la sangre periférica de pacientes con mielodisplasia encontrando que estos neutréfilos
presentaban hipogranularidad '®'”, con mayor expresién de CD66 y CD 11a, asi como
el hallazgo de que algunos pacientes presentaban muy baja expresion de CD10 y CD
116 éste ultimo marcador cobra relevancia al ser la cadena alfa del receptor del factor
estimulante de colonias macréfago granulociticas y con potencial valor en la predicciéon
de respuesta a citocina estimulante de colonias granulociticas, siendo este estudio
ademas uno de los primeros en considerar la estandarizacién de la CF para encontrar

marcadores con relevancia clinica.™

Existen revisiones acerca de la utilidad de la CF para el uso rutinario dentro de los SMD
encontrando que el analisis de la displasia comparado con el estudio citomorfolégico y
citogenético de la enfermedad ofrece mejor sensibilidad especialmente en casos con
cariotipo normal ™.

Dentro de estas consideraciones se enfatiza la utilidad de la CF en los casos que no
tienen caracteristicas displasicas tipicas por morfologia como blastos o sideroblastos en
anillo y que no tienen alteraciones citogenéticas particulares; pero que al analizar las

aberraciones antigénicas como marcador de displasia se pueden encontrar que existen
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dichas aberraciones en algunos casos no concluyentes; otra ventaja que presenta la CF
es que no tiene lo subjetivo que el estudio morfolégico supone, y que la calidad del
espécimen es menos relevante al realizar el analisis a diferencia de la citogenética que

tiene mayor sensibilidad al estudiar casos tempranos de mielodisplasia.’'*

Cada vez mas grupos a nivel mundial realizan estudios de validacion para considerar la
CF como herramienta diagndstica y prondstico dentro del sindrome mielodisplasico
como por ejemplo Ogata y col., en un estudio hecho en conjunto con el grupo italiano
de Della Porta®’; realizan su propio esquema de andlisis semejante al sistema de
puntuacion antes mencionado e incluyendo la relacién linfoide/mieloide asi como con la
introduccion del analisis méas especifico de la relacion de mieloblastos CD34/células B
CD34". Encontrando en dicho grupo que los pacientes presentaron mayor incidencia de
aberraciones a nivel de CD15, CD11b y CD56 que los casos control. Llama la atencién
de este estudio que se resalta el hecho de que muchas veces el grupo de riesgo bajo
de mielodisplasia es de analisis complicado ya que de ordinario carece de
caracteristicas como blastos o alteraciones citogenéticas y que la CF permite discernir

si existe o no displasia.

Debido a la importancia que se reconoce para el estudio de los SMD por CF, en
Amsterdam (2008); se aprobd su uso como herramienta diagnodstica en estos
padecimientos, asi como la creaciéon de un grupo de expertos para dar apoyo en la
clasificacion, evaluacion del tratamiento y prondstico de la enfermedad para los grupos

afiliados al grupo The European Leukemia Net.???’

Es en este punto se hace evidente la necesidad de estandarizar el analisis por CF, ya
que a pesar de que el sistema de puntuacién (FCMSS) correlaciona bien con el IPSS
este no discrimina entre los grupos de clasificacion de la OMS como AREB, AR o
CRDM vy por ello se dirigio el enfoque de la CF de forma inicial a elucidar la biologia de
la mielodisplasia de acuerdo a su agresividad, por ejemplo existen antigenos aberrantes
de importancia como CD117 el cual es el proto oncogen (KIT) y que tiene mayor
expresion en los blastos de la leucemia mieloide aguda y los SMD de alto riesgo con

2,23,25

gran tasa de progresion al respecto Falco y reporta diferencias en la supervivencia
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de los pacientes que expresan mas de 5% de CD117 o una expresion mayor de 3% en
el caso del CD34%°. A lo anterior se han agregado otros antigenos de la estirpe linfoide
como el CD7/TdT/CD56 en la valoracion de co-expresion en los SMD al respecto de su
biologia ya que se traducen en mayor agresividad debido a infidelidad de linaje en el

compartimento mieloide.?

En los estudios mencionados previamente el analisis se realizé primordialmente en el
compartimento de células CD34" de linaje mieloide, granulocitos y monocitos; sin
embargo desde que se publicaron los primeros estudios, la serie eritroide, la serie
megacariocitica y otros compartimentos también fueron estudiados. Sin embargo hasta
el momento la caracterizaciéon de la displasia en la megacariopoyesis se excluye en
todos los estudios revisados ya que el conocimiento de la expresion de marcadores
aberrantes en estos, aun es limitada y de dificil analisis ya que requiere incluso de una
forma de preparacion celular diferente. Sucede lo mismo para basdéfilos, eosindfilos,
células dendriticas y mastocitos, aunque algunos grupos ya se encuentran analizando
basofilos (CD123"/HLA-DR’) y células dendriticas (CD123"/HLA-DR") basados en su
cantidad expresada en porcentaje y los niveles de expresion de CD123 esto con

probables implicaciones prondsticas.?-2%%% 2>

Con respecto al compartimento eritroide, un enfoque de analisis que resulta prometedor
es el estudio de las proteinas involucradas en el metabolismo celular del hierro, las
cuales son de gran especificidad para la linea eritroide y que se encuentran
peculiarmente alteradas en los SMD con caracteristicas de “sobrecarga de hierro”,
presentandose en los progenitores eritroides desde su ausencia hasta un incremento en
el contenido de ferritina y una expresién reducida del receptor de transferrina en la
membrana (CD71)." Por ello hasta ahora la displasia eritroide se ha determinado en la
disminucién de la expresion de CD71. Hay estudios que analizan la serie eritroide
ubicando a los eritroblastos con CD235a y posteriormente sobre ellos analizando la
relacion de la expresion de antigenos CD71 y CD105, encontrando, relacion con los

niveles de hemoglobina de los pacientes, pero que requiere de mas estudios 2
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Dentro del rubro de prondstico, la CF tiene la gran ventaja sobre la morfologia en
cuanto que es capaz de valorar pequefias alteraciones como la expresiéon de
marcadores linfoides aberrantes en células de linaje mieloide o en monocitos, lo que
como mencionado arriba se traduce en agresividad, y el cual no es posible determinar

durante el andlisis citomorfoldgico.

El definir estas alteraciones de forma temprana puede marcar la diferencia en cuanto a
curso de la enfermedad y definir por ejemplo cuando una anemia refractaria con o sin
sideroblastos en anillo presenta a su vez marcadores de infidelidad de linaje con o sin
incremento en células CD34" reflejando asi un ejemplo de “fenotipo leucémico”; y con
ello hacer consideraciones acerca del riesgo y agresividad que de otra forma no serian
factibles. Es posible ademas, tomar decisiones terapéuticas o bien cambios en las
tratamientos ya iniciados; como lo seria el empleo de agentes nuevos como
inmunomoduladores o hipometilantes en los sindromes mielodisplasicos de bajo riesgo

o intermedio 1.2%242526

En el andlisis del prondstico de los Sindromes Mielodisplasicos por medio de la CF hay
estudios con gran relevancia como el de Matarraz y col. donde analizan multiples
compartimentos hematopoypeticos con 83 variables inmunofenotipicas, encontrando

que tienen relevancia para el prondstico las siguientes alteraciones:

a) El numero de células CD34*.%’

b) La presencia de precursores con aberrancia CD34'/CD117" (mayor riesgo de
progresion a leucemia)?22>%,
c) El decremento en el numero de neutréfilos maduros y precursores eritroides CD34."

d) Disminucién en el nimero de células eritroides nucleadas CD36".%

Resumiendo lo anterior encontramos que la CF aporta informacion relevante y objetiva
de la biologia de cada sindrome mielodisplasico en particular; por lo que tiene la calidad
y utilidad para ser incluida en la valoracibn prondstica de los sindromes
mielodisplasicos sin embargo la gran limitante continda siendo el hecho de que no hay

estudios suficientes de validacion, incluyendo nuestro pais.
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lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢ Existe correlacién entre los inmunofenotipos celulares en médula ésea por CF vy el tipo

de SMD de acuerdo a la clasificacién de la Organizacién Mundial de la Salud ?
IV. JUSTIFICACION

Los SMD representan un problema hematolégico frecuente, y posiblemente se
incremente aun mas, con el incremento en la esperanza de vida; en el Servicio de
Hematologia se tiene un amplio grupo de pacientes con este diagndstico, incluyendo
pacientes menores de 60 afos, que son referidos para confirmar su diagnédstico y
ofrecer algun tratamiento curativo.

Aunque el diagndstico de los SMD se ha facilitado, gracias a criterios bien definidos por
grupos de expertos, en algunos casos, el diagndstico es dificil, por este motivo se han
intentado pruebas diagndsticas que no tengan las bases subjetivas de la morfologia,
que puedan ser reproducibles, y accesibles a los centros de estudio. Lo anterior se ha
intentado mejorar con la CF. Sin embargo, aun existen controversias, el campo de
investigacién en esta area puede ser fuente de importantes aportaciones, tanto a nivel
internacional y como nacional, donde la experiencia es practicamente nula, por tal
motivo consideramos de sumo interés realizar un estudio de pacientes mexicanos con
SMD vy correlacionar nuestros resultados con la literatura internacional y con los
subtipos de SMD de acuerdo a la clasificacion de la OMS y del WPSS.

Se han realizado importantes avances para estandarizar el analisis por CF en
mielodisplasia, para que este método sea una herramienta diagndstica de uso cotidiano
en la practica clinica, asi como posible marcador prondstico de utilidad en la toma de
decisiones durante el manejo de estos pacientes. En algunos grupos de trabajo como el
European Leukemia Net se estan estandarizando las bases técnicas de esta
herramienta. Finalmente mencionar qu en el Hospital de Especialidades se tiene

experiencia en el manejo y procesamiento de estas por CF.?>%*

19



V. HIPOTESIS

Los inmunofenotipos celulares en médula 6sea determinados por CF correlacionan con

los tipos de SMD de acuerdo a la clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud.

VI. OBJETIVOS
6.1. General.
1. Determinar los inmunofenotipos celulares por CF de los pacientes mexicanos con

SMD comparado con pacientes con otros padecimientos hematoldgicos benignos vy

pancitopenias de otro origen.
6.2 Especificos.

1. Definir el panel de anticuerpos y fluorocromos utilizado para definir aberrancias
inmunofenotipicas en el servicio para diagnostico de Sindrome Mielodisplasico y si
dicho panel corrobora lo establecido en la literatura y si es util para determinar
displasia.

2. Describir como se analizan las muestras de médula ésea por CF y como se
expresan en forma grafica posterior a ser procesadas y validadas por el personal del
servicio de hematologia especial.

3. Determinar si existe correlacién entre las aberraciones inmunofenotipicas y otras

caracteristicas de cada paciente como IPSS, WPSS, Cariotipo y Progresion a leucemia.

4, Determinar si hay relacion entre la sobrevida de los pacientes y la displasia
definida por CF.
5. Determinar cuales son las aberraciones mas importantes si las hay, en relacién a

la sobrevida de los pacientes incluidos en esta cohorte.
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VIl. METODOLOGIA

Estudio de una cohorte retro-prolectiva realizado Servicio de Hematologia de la UMAE
Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS, centro de referencia de
pacientes con enfermedades hematoldgicas incluyendo los SMD, tanto para el
diagndstico como para el tratamiento. En el laboratorio de Hematologia especial parte
del mismo Servicio se cuenta con un citdmetro de flujo y personal especializado que

cumple con los estandares de calidad internacional.
7. 1. Universo de trabajo

Fueron incluidos pacientes mayores de 18 anos de edad, de cualquier género,
derechohabientes, con diagnéstico de SMD que cuenten con estudio morfolégico de
médula ésea, biopsia de hueso y cariotipo de médula 6sea para determinar el tipo de
SMD de acuerdo a la OMS y al WPSS, que cuenten con estudio de inmunofenotipo para
estudio de Mielodisplasia, realizado en el laboratorio de hematologia especial del Servicio
de Hematologia. En una base de datos recopilada a partir de 2009 Se cuenta con

aproximadamente 50 pacientes que cumplen esos criterios de inclusion.

7. 2 Criterios de Inclusion:

—_—

. Mayores de 18 afios sin limite superior

2. Cualquier género

3. Con SMD tanto de novo como secundario

4. Que cuenten con estudio de cariotipo

5. Que cuente con estudios de inmunofenotipo por CF con el panel completo.
6. Sin tratamiento previo para el SMD.

7. Biometria completa al diagnéstico.
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7.3 Criterios de exclusion:
1. Pacientes con estudio incompleto.
2. No crecimiento en el cariotipo o algun problema técnico para realizarlo.

Se utilizé una base de datos de los pacientes con sindrome mielodisplasico que cuentan
con cariotipo, estudio citomorfoldégico para su adecuada clasificacion como determina la
OMS, de los cuales se les realizo tincidn de hierro asi como muestra de médula ésea por
aspirado para realizar estudio de inmunofenotipo dentro de un periodo maximo de 48

horas posterior a la toma de la muestra y con una solicitud requisitada previamente.

El panel del inmunofenotipo que se utilizé fue el aceptado a nivel internacional con el
estandar de 4 colores para el estudio de displasia por poblaciones celulares: serie

eritroide, mieloide (granulocitos y blastos) y monocitoide.
7.4 Método de Tincion para analsis por CF.
7.4.1 Marcaje de antigenos de membrana.

Rotulamos los tubos con un numero progresivo y afiadir 100 wl de muestra
(concentracion de células de 107/ul) a cada tubo. En aquellas en donde no se disponga
de suficiente numero de células (p/e Leucopenia) se podra afiadir a los tubos cantidades

inferiores de muestras, quedando registrado en el informe.

ARadimos cantidades saturantes de anticuerpo entre 5 y 20 ul. La cantidad es la
recomendada por el fabricante o bien tras las pruebas de titulacion, las fijadas en el

Laboratorio.
Se Agitan los tubos 10 seg. e Incubar 15 min a temperatura ambiente y en oscuridad.

Posteriormente se realizamos la lisis de los hematies y la fijacion de los leucocitos con 2
uL de solucién de lisis diluida 1/10 en agua destilada del producto “FACSIysing solution”

(BDB,San José CA USA). E Incubamos 10 min a temperatura ambiente en oscuridad.
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Al término de la incubacion, se centrifuga 5 min a 2000 rpm, se decanta el sobrenadante
una vez centrifugado, invirtiendo el tubo una sola vez en el contenedor habilitado para
ello y se resuspende el botdn celular en 2 uL de FACSflow. Y Se realiza una nueva

centrifugacion de 15 min a 2000 rpm.

Tras decantar el sobrenandante invirtiendo el tubo una sola vez en el contenedor

habilitado para ello, se resuspende el botén celular en 0.3 mL de FACSFlow.
Se procede a la lectura en el citometro de flujo FACSCANTO II.
7.4.2 Marcaje simultaneo de antigenos de membrana e intracelulares.

Rotulamos los tubos con un numero progresivo y afiadir 100 wl de muestra
(concentracion de células de 107/ul) a cada tubo. En aquellas en donde no se disponga
de suficiente numero de células (p/e Leucopenia) se podra afiadir a los tubos cantidades

inferiores de muestras, quedando registrado en el informe.

Se afiaden cantidades saturantes de anticuerpo entre 5 y 20 ul. La cantidad es la
recomendada por el fabricante o bien tras las pruebas de titulacion, las fijadas en el

Laboratorio.
Agitar los tubos 10 seg. Incubar 15 min a temperatura ambiente y en oscuridad.

Posteriormente se procede a realizar la lisis de los hematies y la fijacidén de los leucocitos
con 2 uL de solucién de lisis diluida 1/10 en agua destilada del producto “FACSIysing
solution” (BDB,San José CA USA). E Incubamos 10 min a temperatura ambiente en

oscuridad.

Al término de la incubacion, se centrifuga 5 min a 2000 rpm, se decanta el sobrenadante
una vez centrifugado, invirtiendo el tubo una sola vez en el contenedor habilitado para
ello y se re-suspende el botdn celular en 2 mL de FACSflow. Y se realiza una nueva

centrifugacion de 15 min a 2000 rpm.

Decantamos sobrenadante y afiadir 500 ul de solucién permeabilizante e incubar 10

minutos. Lavamos con PBS y centrifugar 5 min a 2000 rpm.
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Decantamos nuevamente el sobrenadante y adicionar anticuerpo monoclonal intracelular.
(Incubar a temperatura ambiente durante 15 min en oscuridad. Afiadir a cada tubo 2 ulL
de FACSFlow. Centrifugar durante 5 minutos a 2000 rpm y decantar sobrenadante y
resuspender en 300 ml de FACSDFlow. Se procede a la lectura en el citdmetro de flujo
FACSCANTO II.

7.5 Método de lectura y analisis con el citometro de flujo FACSCanto Il.

Se utilizdé el método empleado por el grupo EuroFlow el con equipo FACSCANTO Il de 4

colores y con el software de adquisisidn y analisis de datos BD Diva.

El andlisis de los compartimentos hematopoyeticos en las muestras de médula ésea con

CF se evaluo y analizé bajo una visidon de teoria de conjuntos en la siguiente forma:

a) Se identifica de forma incial la distribucion celular por medio de analisis de tamafio
FSC (foward light scatter) contra complejidad SSC (Sideward light Scatter) que tiene dos
propostios el primero es obtener el un primer conjunto de acuerdo a la distribucién celular
sobre el cual se realizara el analisis (células nucleadas) y el segundo es que se depura

las poblaciones de detritus celulares que pudieran interferir con el analisis.

b) Posteriormente se utilizé CD45 contra complejidad (SSC) lo que nos agrupa cada
compartimento de acuerdo a su desarrollo o madurez en comparitiementos. Serie

eritroide, granulocitos, monocitos, linfocitos y el area de progenitores.

C) Se realizaron combinaciones de marcadores para analizar cada uno de los
compartimentos. En este apartado en donde surgen las posibilidades de estandarizar un
panel de para analisis de mielodisplasia.como se ha mencionado en la literatura para

leucemias’??’ .

d) El panel que se ocupd en el estudio se apega a los estandares de grupos
internacionales de citometria de flujo como el grupo europeo, dicho panel es muy
semejante al empleado en el andlisis de la leucemia mieloide aguda ya que los estudios
que identificaron patrones de expresidon aberrante (displasia) fueron estudios dirigidos a

evaluar enfermedad minima residual en leucemia mieloide aguda.
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e) Las combinaciones de anticuerpos para cada tubo fueron:
1. CD45+/PE, CD45/PerCP.
2. CD19/CD2/CD45.

3. CD7/CD5/CD45.

4. CD15/CD16/CD45.
5. CD33/CD13/CD45/.
6. CD117/PE.

7. CD64/CD14/CD45/.
8. CD38/CD34/CD45/.
9. CD16/CD56CD45/.
10.CD71/CDGpA/CDA45.
11.CD123/CD45.
12.MPQO/CD45.

f) Finalmente se realiza el analisis de cada uno de los compartimentos de acuerdo a
las ventanas o dot plots en donde se identificaron, cuantificaron y caracterizaron cada
una de las poblaciones que presentaban displasia. Y se realiza un reporte (Anexo 5) que

fue la fuente de los datos.

Los resultados se reportaron en un formato ya utilizado en el servicio de hematologia
especial el cual incluye: identificacion del paciente, porcentaje de expresion de antigenos
y comentarios de acuerdo a la poblacién o compartimento celular en donde se encontrd

la displasia.
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VIIl. ANALISIS ESTADISTICO

Se compararon las medias utilizando ANOVA de 1 factor y se consideré una p<0.05.
Psoteriormente se hizo una estratificacion de los grupos de acuerdo a los estrados de
expresion mencionados en la literatura®?® ,CD34> 5% y CD117 > 5% y se hicieron

curvas de supervivencia con Kaplan y Meier.

Las comparaciones se reaizaron con el panel de anticuerpos de acuerdo al tipo de
mielodisplasia de acuerdo a la OMS, categoria en el IPSS y WPSS respectivamente, el
cariotipo definido por su riesgo, la edad, la progresién a leucemia, la poblacién afectada
con displasia y el numero de compartimentos con displasia y finalmente la presencia de

progenitores definidos por CF.

Se utilizé el programa de andlisis estadistico SPSS y la paqueteria de software de
Microsoft office 2011.
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ASPECTOS ETICOS

Los estudios que se realizaron a los pacientes son los necesarios aceptados
mundialmente para el diagndstico de los SMD, la médula 6sea se realizo previa anestesia
local y con el consentimiento del paciente. En esta puncion se obtuvieron muestras para
el estudio de cariotipo y para el estudio por CF, se requiere de 5-10 ml como maximo. El
paciente fue se sometido a un riesgo extra que el habitual considerando el tipo de
enfermedad y el tipo de estudio. Las muestras s6lo se utilizaron para determinar el panel
de anticuerpos recomendados por los grupos de estudio. No se utilizaron para otro tipo
de estudios genéticos y las muestras no fueron almacenadas. No obstante se solicitd

carta de consentimiento informado por escrito para realizar el presente estudio.

Se apeg6 a los cddigos internacionales para la investigacion en seres humanos. Este
proyecto fue sometido al Comité Local de Investigacion en Salud (CLIS) aprobado con
un numero de registro R- 2012-3601-127(Anexo )
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X. RESULTADOS

Se analizaron 31 pacientes en un periodo de agosto del 2010 a junio del 2012 los
cuales cumplian con los criterios de inclusion. Los rangos de edad de 18 - 86 afos con
una media de 58.2 y una mediana de 59, agrupados por género fueron 17 (55%)
mujeres y 14 (45%) hombres. Se catalogaron 29 casos con mielodisplasia de acuerdo a
la OMS con los siguientes tipos: CRDU 2 (6%), CRDM 18 (58%), AREB-1 4 (13%) y
AREB-2 5 (16%). (Tabla 1).

De acuerdo al cariotipo clasificado con los criterios del IPSS 22 pacientes (70%) eran
de buen pronéstico, intermedio 3 (10%) y con cariotipo de pobre prondstico 4 (13%).
(Tabla 1)

Clasificando por grupo de riesgo segun el IPSS: de bajo riesgo 6 (19%) casos, riesgo
intermedio-1 fueron 15 (48%) casos, riesgo intermedio-2 fueron 3 (10%) casos y alto
riesgo 5 (16%) casos. (Tabla 1)

Para WPSS: 3 (10%) de muy bajo riesgo, 10 (32%) de bajo riesgo, de riesgo intermedio
5 (16%), de alto riesgo 5 (16%) y 6 (19%) de muy alto riesgo (Tabla 1 ).

Se analizaron dos pacientes que no presentaban Mielodisplasia, 1 sano y 1 paciente

con mielofibrosis primaria, lo anterior con fines comparativos.

Finalmente se document6 la progresion a leucemia aguda, con una frecuencia de

progresion a leucemia aguda de 4 (13%) casos. (Tabla 1)

La sobrevida en meses para los 31 casos se documentdé con una media de sobrevida

de 16.1 meses con un seguimiento de 2 a 60 meses.
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Tabla 1. Resumen de las caracteristicas
demograficas de los pacientes. n=31

Edad.

Rango (media) 18- 86 (58)
Género. n (%)

Femenino. 19 (55)
Masculino. 12 (45)
OMS 2008 n (%)

CRDU 2 (6)
CRDM 18 (58)
AREB-1 4 (13)
AREB-2 5(16)
NO SMD 2 (6)
IPSS n (%)

Bajo 6 (19)
Intermedio-1 15 (48)
Intermedio-2 2 (10)
Alto 5(16)
WPSS n (%)

Muy Bajo 3(10)
Bajo 10 (32)
Intermedio 5 (16)
Alto 5(16)
Muy Alto 6 (19)
Cariotipo * n (%)

Bueno 22 (70)
Intermedio 3 (10)
Pobre 4 (13)
Progresion a Leucemia Aguda n (%)

Progresaron 4 (13)
No progresaron 27(87)

OMS: Organizacion Mundial de la Salud, CRDU:
Citopenia(s) Refractaria con displasia multilinaje,
CRDM Citopenia(s) refractaria con displasia
multilinaje, AREB Anemia refractaria con exceso de
blastos. SMD: Sindrome mielodisplasico. IPSS;
International Prognostic score system. WPSS: WHO
Casification based Pronostic System Score. *se
agruparon de acuerdo al IPSS.

29



De las 31 pacientes estudiados en 28 (90%) se observé displasia por citometria de flujo;
uno de estos pacientes presenté mielofibrosis importante y esplenomegalias, por tal
motivo se excluyd. En la figura 12 se muestra la grafica de la citometria de flujo de uno
de los pacientes con SMD. En uno de los 3 pacientes que no se observé displasia se
observo recuperacion de las citopenias por tanto se descartdé la mielodisplasia y se

consideré dafo toxico medular. Los otros 2 pacientes continuaron con las citopenias.

La citometria de flujo mostro displasia en diferentes grupos de poblaciones celulares en
los 29 pacientes; se observé displasia en una poblacién ya sea mieloide, monicitoide o
eritroide en 11 (36%) casos, en 2 poblaciones fueron 8 (26%) casos, y en las 3

poblaciones o compartimentos celulares fueron 9 (29%) de los casos (Tabla 2).

La poblacion celular que mas caracteristicas displasicas presento fue el compartimiento
mieloide dentro de 22 de los casos. En contraste con menos casos de presentacion, el
compartimiento eritroide fue el menos frecuente dentro de 11 de los casos; ya fuera

aislado o asociado a displasia en otras poblaciones. (Tabla 2).

Tabla 2. Resumen de hallazgos obtenidos por CF.
Con caracteristicas de displasia. n (%)

Presente con MDS 27 (87)
Ausente con MDS 2 (6)
Presente sin MDS$ 1(3)
Ausente sin MDS 1(3)
Compartimentos con displasia**.

Mieloide 22
Monocitoide 19
Eritroide 11
compartimentos con displasia por paciente. n (%)

1 11(36)
2 8(26)
3 9(29)

§: Mielofibrosis primaria.

* Algunos pacientes tienen mas de un compartimento
afectado. “sin diferencia estadistica significativa al
comparar IPSS y WPSS en este estudio.
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En la tabla 3 se muestran a media y el rango de los niveles de hemoglobina, leucocitos,

neutréfilos y plaquetas.

Tabla 3. Hemoglobina, leucocitos,
neutrofilos y plaquetas al diagndstico.
Hemoglobina. mg/dL.

Rango 29-13.0
Media 8.7
Leucocitos. 1*1026/uL.

Rango 0.1-15.1
Media 3.8
Neutrofilos absolutos. 1*1046/uL.
Rango 0.1-7.8
Media 1.7
Plaquetas.

1*1073/uL.

Rango 3 -411
Media 75.7
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Figura 1. Andlisis por CF de médula ésea normal. A) SCC/FSC (complejidad/tamafo) Distribucién celular y obtencién de poblaciones
ademas sin detritus celular. B) SSC/CD45 (complejidad/CD45) separacion de los diferentes compartimentos eritroide (magenta), progenitores
(verde), linfocitos (amarillo), Granulocitos o serie mieloide (azul) y monocitos (negro). Se muestran los Dot Plot que evallan el desarrollo de
los granulocitos (azul) y monocitos (negro): C) CD15/CD11b. Expresién heterogénea de CD11b en los granulocitos y constante de CD15
durante su desarrollo, en el caso de monocitos expresiéon CD11b homogénea y heterogénea en CD15 durante su desarrollo (flecha). D)
CD33/CD13 expresion de CD33 en los granulocitos la cual es homogénea y CD13 heterogénea (flecha); en monocitos tanto CD13 como
CD33 tiene expresion homogénea. E) CD117/FITC expresion de CD117 en progenitores (verde) dentro del circtlo. F) CD38/CD34 muestra la
maduracion de las células progenitoras con disminucién en la expresién CD34 e incremento en CD38 (flecha). G) Expresion CD14/CD64 en
granulocitos hetergénea para CD64 siendo mayor en monocitos los cuales expresan CD14 (flecha) H) Ausencia de expresion de CD56 en los
monocitos y granulocitos los cuales expresan en forma heterogénea el CD16.
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Figura 2. Analisis por CF de paciente con AREB-1. A) SCC/FSC (complejidad/tamafio) en donde se aprecia disminucién de la
poblacién eritroide (magenta). B) SSC/CD45 (complejidad/CD45) expresion homogénea de CD45 en la poblacion granulocitica (azul) con
la flecha se indica la expresion normal. C) CD15/CD11b expresion homogénea de CD15 en granulocitos y CD11b en los monocitos; D)
CD33/CD13 expresion homogénea de CD33 y CD13 en los granulocitos. E) Células progenitoras (verde) con patrén de expresion de
CD117 homogéneo de forma aberrante (circulo). F) en el panel CD38/CD34 se observa la expresiéon homogénea y restringida de CD34
(circulo). G) CD64/CD14 expresion aberrante de CD14 en poblacion granulocitica (azul). H) CD16/CD56 expresion aberrante de CD56 en
monocitos y granulocitos.(recuadro).
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Figura 3. Analisis por citometria de flujo de un paciente con CRDM. A) FSC/SSC (complejidad/tamafio para determinar la distribucion celular
sin alteraciones en la distribucién de las poblaciones. B) CD45/SSC las poblaciones se agruparon en compartimentos sin datos de
aberrancia en complejidad y expresion de CD45. C) CD15/CD11b expresion homogénea de CD15 en granulocitos y heterogénea para
CD11b, en los monocitos, el compartimento es a la inversa CD15 heterogéneo y CD11b homogéneo. D) CD33/CD13 expresién normal. E)
CD64/CD14 poblacion de monocitos (negro) y granulocitos (azul) adecuada maduracion de ambas poblaciones. F) se aprecia expresion de
CD56 en los monocitos de forma aberrante. G y H) se muetra marcada disminucioén en las células progenitoras (verde).
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En la tabla 4 se muestran los resultados de los dos antigenos aberrantes que
presentaron mayores diferencias estadisticas significativas (p < 0.05) con los factores
comparados, que fueron: tipos de la OMS, Grupos de riesgo de acuerdo a IPSS y

WPSS, Cariotipos agrupados por riesgo y progresion a leucemia.

Se observaron diferencias en la expresion de CD34 en los pacientes con CRDM con
respecto a los pacientes con AREB-2 (p< 0.05) por consiguiente la expresion de CD34
divide al grupo de pacientes con AREB-2 del resto de los grupos incluyendo los que no

tienen mielodisplasia.

Algo muy similar ocurre con la expresion de CD117 al no correlacionar su grado de
expresion con cada uno de los tipos de la OMS sin embargo queda dividido el tipo
AREB-2 del resto.

Los resultados encontrados para la comparacion de las medias de expresion entre
CD34 y CD117 tomando como factor el grupo de pacientes de acuerdo al riesgo
clasificado por el IPSS. En esta no se encuentra diferencia significativa para cada
riesgo, sin embargo existe diferencia estadistica para el grupo de riesgo alto
contrastando con el riesgo bajo e intermedio-1. El grado de expresion tanto de CD34
como CD117 divide a los pacientes en dos conjuntos: el primer conjunto compuesto por
riesgo bajo e intermedio-1 y el otro intermedio-2 y alto riesgo, lo que también se
presenta cuando se analizan por separado los cariotipos de cada paciente agrupados

de acuerdo al prondstico definido por el IPSS.

La correlacion entre la expresién de CD34 y CD117 persiste al comparar medias con el
WPSS en donde los dos grupos surgen entre el grupo de muy alto riesgo y el resto de

los grupos de riesgo definidos por esta puntuacion.

Finalmente al comparar la progresion con CD34 y CD117 hay diferencia significativa

entre los dos grupos.
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Tabla 4. Comparaciéon de CD34 y CD117 y los diferentes grupos obtenidos en el estudio.

Expresion de CD34 y CD117 de AREB-2 entre los otros tipos de la OMS.
(CD34=12.4) (CD117=19.6)*

CD34 p CD117 p
CRDU 0.50 0.001 1.50 0.016
CRDM 1.94 <0.001 1.72 <0.001
AREB-1 4.00 0.002 5.75 0.023
NO SMD 0.50 0.001 1.00 0.013

Expresiéon de CD34 y CD117 de entre el grupo de riesgo Alto del IPSS vy los otros.
(CD34=12.4) (CD117=19.6)*

CD34 p CD117 p
Bajo 1.33 <0.001 1.50 <0.001
Intermedio -1 1.67 <0.001 1.67 <0.001
Intermedio -2 8.00 0.231 7.67 0.92

Media de expresion de CD34 y CD117 de entre el grupo de riesgo muy alto del WPSS y los
demas. (CD34=11.67) (CD117=19.6)*

CD34 p CD117 p
Muy Bajo 1.67 0.003 2.00 0.040
Bajo 1.70 <0.001 1.80 0.002
Intermedio 1.20 <0.001 1.40 0.008
Alto 4.20 0.010 1.67 0.032

Media de expresion de CD34 y CD117 entre Cariotipos de pobre prondéstico+ con los cariotipos
de prondstico bueno e intermedio (CD34=13.25) (CD117=21.75)*

CD34 p CD117 p
Bueno” 2.04 <0.001 243 <0.001
Intermedio” 6.00 0.021 6.33 0.007

Media de expresion de CD34 y CD117 entre los pacientes que progresaron a leucemia y los
que no progresaron (CD34=13.25) (CD117=21.75)*

CD34 p CD117 p
Sin Progresion 2.48 <0.001 2.59 <0.001
Media de expresion de CD34 y CD117 entre los pacientes que progresaron a leucemia y los
que no progresaron (CD34=13.25) (CD117=21.75)*

CD34 p CD117 p
Sin Progresion 2.48 <0.001 2.59 <0.001

OMS: Organizacion Mundial de la Salud, CRDU: Citopenia(s) Refractaria con displasia
multilinaje, CRDM Citopenia(s) refractaria con displasia multilinaje, AREB Anemia refractaria
con exceso de blastos. SMD: Sindrome mielodisplasico. IPSS; International Prognostic score
system. WPSS: WHO Casification based Pronostic System Score. +Se agruparon de acuerdo
al IPSS. * diferencias para cada tipo obtenidas en los datos post hoc con método de tukey.
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En relacion a la sobrevida de los pacientes, se estratificaron a los pacientes con
expresion mayor de 5% y menor de 5% para CD34 y CD117. Se realizaron curvas de
kaplan meier con estas variables en donde se distinguen dos curvas en las cuales tanto
para CD34 con expresién mayor a 5% y CD117 mayor a 5% la supervivencia es menor

en este grupo de pacientes.

Supervivencia en funcion de CD34
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-8

--<""No

0,87
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Grafico 1. Impacto de la expresion mayor a 5% de CD34 en la
sobrevida de los pacientes con diagndstico de sindrome
mielodisplasico.
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Grafico 2. Impacto de la expresion mayor a 5% de CD 117 en la
sobrevida de los pacientes con diagnostico de sindrome
mielodisplasico. 37



XI. DISCUSION

Aunque la utilidad de la CF esta bien establecido para enfermedades como la leucemia
aguda, su utilidad aun no se encuentra bien definida y documentada en los sindromes

mielodisplasicos.

En nuestro pais no hay trabajos que evaluen la utilidad de la CF en el campo de los
sindromes mielodisplasicos, por ello nuestro estudio valoré las caracteristicas
inmunofenotipicas de los pacientes con sindrome mielodisplasico que se presentan en
nuestra poblacion. Es por ello que esta cohorte se integrd por un grupo de pacientes
cuyo diagnostico se encontraba establecido de acuerdo a los criterios de la OMS
basados en caracteristicas citomorfolégicas y de acuerdo al estudio de citogenética.
Ademas de incluir el estudio de un sujeto con médula osea normal, ya que al igual que
en los estudios internacionales se documenté la displasia de acuerdo a la comparacion

con la ontogenia normal de cada poblacion célular en particular.

A pesar de criterios bien establecidos para su diagnostico. En la practica clinica
cotidana se presentan casos en los el diagnostico de mielodisplasia resulta en un
proceso complicado por falta de elementos como las carcteristicas de dispoyesis
francas o la ausencia de alteraciones cromosomicas, por ejemplo aquellos con una

celularidad baja o escaso material para analisis.

Esta dificultad para diagnésticar la enfermedad fue la causa primordial por la que
surgieron estudios a nivel internacional que examinaron el valor diagnéstico de la CF
aplicada en la mielodisplasia. Se reconoce al estudio de Setler-Stevenson® en 2001
como el primero en reportar la utilidad de la CF para el diagnéstico de sindromes
mielodisplasicos basandose en anormalidades en el inmunofenotipo de las diferentes
poblaciones celulares por medio del panel de complejidad y expresién de CD45
(SSC/CD45) siendo el primero en utilizarlo™, siguiriendo su uso en casos de dificil
diagndstico por su alta sensibilidad para demostrar la displasia®'*. En nuestro estudio el
panel utilizado cumpli6 con el estandar utilizado por los grupos de CF a nivel

internacional, esta fue la razén por la cual solo se incluyeron en la cohorte los analisis
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realizados desde la segunda mitad del 2010 ya que fue la fecha en que se implemento

por completo el panel de anticuerpos.

La definicion de las aberraciones que presentan las poblaciones celulares de los
pacientes con mielodisplasia fueron resultado de una comparacion y correlacién con la
expresion de esos mismos antigenos en la ontogenia normal de los progenitores dentro
de la médula 6sea sana. Del Cariizo y Col® en un trabajo comparativo encontraron
diferencias entre la distribucion de las poblaciones celulares asi como la expresion de
CD34 de pacientes con mielodisplasia y lo sujetos sanos, nuestro estudio documentd y
reprodujo estas caracteristicas como se reportan en la literatura. °'% ' 12 28 | 55
aberraciones inmunofenotipicas que discriminan la displasia se analizaron de acuerdo a
cada poblacién celular como progenitores, poblacion mieloide y poblacion monocitoide
y eritroide tal como se describen en las revisiones de Wells, Elghetany y Pagnucco y
Della Porta 219111220 |35 cuales determinamos en su mayoria en el estudio y
reportamos de acuerdo a la poblacibn o compartimento afectados (progenitores,
mieloide, monocitoide y eritroide) sin encontrar correlacién con los tipos de la OMS
entre el tipo de poblacion afectada o su numero y tampoco con las clasificaciones

pronosticas como IPSS o WPSS.

El objetivo general de nuestro estudio fue evaluar si existe una correlacion con la
displasia estudiada por CF con los tipos de la OMS para sindromes mielodisplasicos. Al
respecto Mayandié y Cols”; en 2002 compard los tipos de mielodisplasia de acuerdo a
la FAB con los hallazgos por CF, concluyendo que la CF es capaz de diferenciar las
anemias refractarias con o sin sideroblastos de la anemia refractaria con exceso de
blastos y la LMMC, basando el analisis sobre el hallazgo de una mayor poblacién de
celulas progenitoras definidas en la seleccion de poblaciones de acuerdo a complejidad
y expresion de CD45 (SSC/CD45)%782101112 " A pesar de que nuestro estudio no es
comparable con el trabajo mencionado debido a que son diferentes las clasificaciones
utilizadas. Sin embargo coniciden los dos estudios en determinar que la expresion
incrementada de CD34 se asocié a un prondstico pobre de acuerdo a IPSS, WPSS®

ademas de un cariotipo de pobre prondstico.
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En nuestro estudio la correlacion entre los tipos de sindromes mielodisplasicos
definidos por la OMS y la displasia evaluada por CF tuvo utilidad en diferenciar AREB-2
del resto de los demas tipos, sin embargo al igual que otros autores como Matarraz y
Cols*® consideran que la CF correlaciona con la biologia de la enfermedad ya que la
disregulacion clonal de la hematopoyesis se traduce en patrones aberrantes de
expresion de marcadores en las células hematopoyéticas de todos las poblaciones
entre ellos CD34 y CD117. En nuestro estudio se corrobora que no hay relacion con los
tipos de la OMS pero que si existe con las categorias prondsticas validadas para los
sindromes mielodisplasicos tales como el IPSS o WPSS asi como la progresion a

leucemia y sobrevida.

En este estudio se corrobora que es util determinar el grado de expresion de CD34 y
CD117 como marcadores que reflejan la biologia de cada mielodisplasia en particular y
asi valorar la agresividad, el riesgo y la sobrevida de los pacientes con
mielodisplasia®?*?*?°; tambien se muestra la utilidad de la CF en la valoracién del

riesgo y prondstico de los sindromes mielodisplasicos.

La importancia de conocer la agresividad de cada sindrome mielodisplasico es que esto
permite realizar intervenciones tempranas que se traducen en mayor eficacia de la
medida terapéutica para un paciente en particular, en nuestro estudio se corrobora que
uno de los grupos mas importantes para su evaluaciéon por CF como herramienta util en
el prondstico es el de aquellos pacientes ubicados el riesgo intermedio-1 del IPSS. Ya
que una expresion aberrante de CD34 o CD117 mayor a 5% puede hacer la diferencia

entre tomar o no la descicién por un trasnplante o no®"".

La CF representa un método altamente sensible y reproducible para la evaluacién tanto

cualitativa como cuantitativa de las células hematopoyéticas'* '™

por ello el grupo
europeo Leukemia Net en 2009 % subray6 la importancia de la estandarizacién de
paneles y de métodos de obtencidén de datos asi como de analisis para lograr difundr y

ampliar su aplicacion en el campo de los sindromes mielodisplasicos.

Con el panel de anticuerpos utilizado en este estudio fue posible analizar y describir las
aberraciones documentadas a nivel internacional por los distintos grupos de trabajo % ,
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por lo que es posible aplicar los principios de la CF y realizar comparaciones entre los

diferentes hallazgos que observamos.

Nuestro estudio incluy6 solamente pacientes con sindrome mielodisplasico y un control
sano asi como un paciente con aberracién en la expresion de antigenos pero sin
sindrome mielodisplasico, por ello no fue util para determinar la sensibilidad,

especificidad, valor predictivo positivo de la CF como método diagndstico.

Finalmente cabe mencionar que la CF se aplica al diagndstico y evaluacion de
enfermedades causantes de citopenias periféricas como lo son los sindromes
mielodisplasicos, tiene una alta sensiblidad para discriminar cuando las citopenias que
presenta un paciente representan el reflejo de la displasia en la médula 6sea o si son

secundarias a otros procesos reactivos que cursan sin displasia.®”8910.11.1215.17

Sin embargo es necesario destacar que hay otros procesos patologicos que afectan la
hematopoyesis y que pueden causar displasia tales como otros transtornos
hematoldgicos de origen clonal®®. Por ello la CF es una herramienta util en el
diagndstico y prondstico de los sindromes mielodisplasicos junto con la integracion del
abordaje y manejo que el clinico debe tener al momento evaluar a un paciente con

Sindrome mielodisplasico.
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Xll. CONCLUSIONES

1. El panel de anticuerpos y fluorocromos utilizado para el analisis en el estudio
cumple con el estandar para evaluacién de los sindromes mielodisplasicos por

ciotmetria de flujo.

2. La CF es util en la deteccion de patrones anormales de expresion en los

diferentes compartimentos hematopoyéticos de la médula ésea.

3. La CF es util puede diferenciar AREB-2 del resto de los tipos de la OMS para

sindromes mielodisplasicos.

4. Las medias de expresion de CD34 y CD117 permiten diferenciar AREB-2 del
resto de los tipos de la OMS.

5. La expresibn de CD34 y CD117 son un factor que pueden afectar la

supervivencia de los pacientes.

6. El numero de compartimentos que se presentan con displasia no correlaciona
con el tipo de sindrome mielodisplasico de acuerdo a la OMS, el IPSS, WPSS o

progresion a leucemia y el cariotipo.

7. La CF permite conocer la agresividad de cada sindrome mielodisplasico sin
embargo se requieren mas estudios ya que hay mas antdgenos aberrantes pendientes

de analisis.
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XIV. ANEXOS.

Anexo 1.

Clasificacion OMS de sindromes mielodisplasicos. 2008.

Enfermedad

Citopenias refractarias con
displasia de unilinaje.
(CRDU).
* Anemia refractaria.
* Neutropenia
refractaria.
*  Trombocitopenia
refractaria.

Anemia refractaria con
sideroblastos en anillo
(ARSA).

Citopenia refractaria con
displasia de multilinaje
(CRDM).

Anemia refractaria con
exceso de blastos -1.

Anemia refractaria con
exceso de blastos -2.

Sindrome mielodisplasico
inclasificable (SMD-In).

SMD asociado con deleciéon
aislada 5q; del(5q).

Hallazgos en sangre.

Citopenia o bicitopenia.
Sin 0 <1% de blastos.

Anemia sin blastos.

Citopenia(S)

Sin 0 <1% blastos.
Sin cuerpos de Auer.
Monicitos <1x1079.

Citopenia(S).
Blastos <5%.

Sin cuerpos de Auer.
Monicitos <1x109.
Citopenia(S).
Blastos 5-19%.
Cuerpos de Auer.
Monicitos <1x1079.
Citopenias.

Blastos <1%

Anemia.

Cuenta plaquetaria normal o
aumentada.

Sin 0 <1% de blastos.

Hallazgos en médula ésea.

Displasia (>10% de las
células) unica.

Blastos <5%.
Sideroblastos en anillo.

Sideroblastos en anillo >15%
Sdlo displasia eritroide.
Blastos <5%.

Displasia en >2 lineas
mieloides.

Blastos <5%.

Sin cuerpos de Auer.
Sideroblastos en anilo +-
15%.

Displasia unica o multiple.
Blastos 5-9%.

Sin cuerpos de Auer.

Displasia unica o mdltiple.
Blastos 10-19%.
Sin cuerpos de Auer.

Displasia en <10% de las
células mieloides.
Anormalidades
citogenéticas.

Blastos <5%.

Displasia megacariocitica.
Displasia eritroide +- del(5q)
Sin cuerpos de Auer.
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Anexo 2.

Clasificacion IPSS.

0 0.5 1.0
% de blastos en médula <5. 5-10. -
Osea.
Cariotipo. Bueno. Intermedio. Pobre.
Citopenias. 0. 2/3.
RIESGOS: Bajo Intermedio-1  Intermedio-
0 0.5-1 2
1.5-2

Bueno: normal, -y, del(5q), del(20q); pobre= complejo >3 anormalidades, anormalidades

del cromosoma 7; intermedio= cualquier otra anormalidad.

1.5 2.0
11-20. 21-30
Alto

>2.5

Anexo 3.
Clasificacion WPSS (tabla2).
Puntuacion.
Variable. 0 1 2 3
Clasificacion OMS. AR, ARSA, 5g-. CRDM, CRDM- AREB-1. AREB-2.
SA.
Cariotipo. Favorable. Intermedio. Pobre. -
Requerimientos No. Regular. - -
trasnfusionales.
0 Muy bajo 141 meses 3% prog.
1 Bajo 66 meses 6% porg.
2 Intermedio 48 meses 21% prog.
3-4 Alto 22 meses 38% prog
5-6 Muy alto 9 meses 80% prog.
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Anexo 4.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN
PROTOCOLOS DE INVESTIGACION CLINICA

México D.F. Hospital de Especialidades IMSS Siglo XXI
Fecha:

Por medio de la presente acepto participar en el protocolo de investigacion titulado:
“Diagnostico de los sindromes mielodisplasicos por CF y correlacidén con los tipos de
acuerdo a la clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud”.
Registrado ante el Comité Local de Investigacién con el numero: R- 2012-3601-127.

El objetivo del estudio es: Analizar por CF médula 6sea
Se me ha explicado que mi participacion consistira en proporcionar fuente de analisis.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos,
inconvenientes, molestias y beneficios derivados de mi participacion en el estudio, que
son los siguientes: dolor en sitio de puncion o infeccion.

El Investigador Responsable se ha comprometido a darme informacion oportuna sobre
cualquier procedimiento alternativo adecuado que pudiera ser ventajoso para mi
tratamiento, asi como a responder cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le
plantee acerca de los procedimientos que se llevaran a cabo, los riesgos, beneficios o
cualquier otro asunto relacionado con la investigacién o con mi tratamiento.

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en
que lo considere conveniente, sin que ello afecte la atencion médica que recibo en el
Instituto.

El Investigador Responsable me ha dado seguridades de que no se me identificara en
las presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio y de que los datos
relacionados con mi privacidad seran manejados en forma confidencial. También se ha
comprometido a proporcionarme la informacion actualizada que se obtenga durante el
estudio, aunque esta pudiera cambiar de parecer respecto a mi permanencia en el
mismo.

Nombre y firma del paciente

Nombre, firma y matricula del Investigador Responsable:

Numeros telefénicos a los cuales puede comunicarse en caso de emergencia, dudas o
preguntas relacionadas con el estudio: 56275900 ext. 21410.

Testigos
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ANEXO 5. Documentos fuente.

o

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
HOSPITAL DE ESPECIALIDADES C.M.N SIGLO XXI
Servicio de Hematologia
Laboratorio de Hematologia Especial

Paciente:
3] (e

INMUNOFENOTIPO

Tipo de muestra: Mddula dsea

DESCRIPUION INMUN

D3 23% D4 19% Cbs 23% | CD7 14% CD1ib  40% CD13  41%
Ch14 7% CD15 36% Ch16 15% CD33 2% D34 2% CD38 8%
Cb41 NR CD42a 2% | CD56 1% CD64  26% €71 3% CD117 2%
HLA-DR % MPO 63%

RESULTA DL

Nédu/a Gsea con distribucion de las células heterogénea, con la siguiente diferencial por
citometria de flujo: Linfocitos 26%, Monocitos 3.2%, Granulocitos 46% ,

Componente eritroide 11.8%, CD34/CD38+ 12%.

Poblacién de Linfocitos T CD3+++/CD5+++/CD7+++, sin presencia de linfocitos B

Serie granuiocitica:

CD11b++het/CD13+++/CD15+++/CD 1 6+++/CD64++/CD14+low/CO16+++/MPO+++.
Componente monocitoide CD4++het/CD14++++/CD38++/CD64++/HLA-DR+ +/MPO++
Presencia de precursores CD34++/CD38++het

Precursores mieloides CD117++

la linea eritroide

~

\De acuerdo al anélisis inmunaofenotipico la sospecha diagnbstica es de un SMD con afectacion en /

arrasco M en C Rocio Godinez Quezada

Laboratorio &€ Hebratologia Especial Laboratorio de Hematologia Especia
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INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
HOSPITAL DE ESPECIALIDADES C.M.N SIGLO XXI
Servicio de Hematologia
Laboratorio de Hematologia Especial

Paciente:

DESCRIPCIUIN INMUNOFENOTIPICA,
cD3 23% | cp4 14% | €D5 21% | CD7 9% CD1lb  42% | €D13 /5%
CD14  31% |CD15  38% |CD16  5/% |CD18 2% cD33 1% |cD34 2%
cD36 8% | D38 3% |CD56 _ 30% |CD64 9% | CDil7 1% | CD123 1%
HLA-DR _ 13% | CD71 1% | MPO 63% L

g

COMENTARIO:

I'analisis por citometria de flujo de la médula 6sea mostro en base a las poblaciones celulares y
fenotipo caracteristicas reactivas. '

a) Componente granulocitico :
CD11b+++/CD13++/CD15+++/CD33+het/CD56++/CDB4++/MPO++

b) Componente monocitoide :
CDA4+/CD11b++/CD13++/CD14++/CD15++het/CD33+/CD36++/CD38++/CD56++

¢) Componente linfoide
Predominio de linfocitos T CD3++/CD5#+/CD7++het
Células NK CD16++/CD56+

d) Componente eritroide
CD36++/CD71+++

De acuerdo al analisis inmunofenctipico se muestra la presencia de displasia en serie
mieloide y monocitoide.

ATENTAMENTE

M en C Laura Rabelo Carrasco
Laboratorio de Hematologia Especial
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GENETICA Y ESTUDIOS PRE Y POST NATAL, SC

XV aniversario

CARIOTIPO EN MEDULA OSEA

Clave Interna: 0244-280212-CMO-SX-DUDE Fecha: 14/03/12

Nombre del paciente. HERNANDEZ BARCENAS GISELA Edad 38 anos
Solicitado por. T T TUTTTTT O RIVERA

Tipo de muestra. OSEA

Fecha de obtencién 28/02/12 Fecha de recepcién 28/02/12
RESULTADO

Se recibié muestra de médula éseq, se trabajé en condiciones habituales con cultivo de 19 Y
24 hrs. sin estimulo mitogénico. Se analizaron 20 metafases con patrén de bandas “GTG”,
observando en el 100%, un complemento cromosémico 46,XX. Sin alteracién numérica ni
estructural.

INTERPRETACION
CITOGENETICA CARIOTIPO DEL SEXO FEMENINO.
ELABORO RESPONSABLE
Biol. Erika Ruiz Arteaga. Biol. Guadalupe Cdrdenas.
Dante 36 Depto.402 Tel. 52553275
Col. Nueva Anzures Fax. 52553293
11590, México DF geneticapreypostnatal@yahoo.com.mx
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