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RELACION ENTRE LAS ALTERACIONES POR CITOMETRIA DE FLUJO SEGUN LAS ESCALAS
CFM Y RED CON EL iNDICE PRONOSTICO INTERNACIONAL (IPSS-R) EN PACIENTES CON
SINDROME MIELODISPLASICO.

. RESUMEN

Antecedentes:

El Sindrome mielodisplasico (SMD) comprende un grupo de enfermedades heterogéneas de origen
clonal mieloide, manifestada por citopenias, y con riesgo de progresion a leucemia mieloide aguda
(LMA). En los ultimos anos la citometria de flujo ha sido validada como herramienta diagnostica del SMD,
siendo la estrategia mas comunmente usada la escala CFM que evalua alteraciones relacionadas con
el compartimiento CD34+, con una sensibilidad y especificidad del 80%, sin embargo su valor pronostico
aun sigue en estudio. La escala RED que evalua el compartimiento eritroide, ha sido empleado con fines
diagnésticos, sin embargo su implicacion pronostica aun no.

Material y métodos: Cohorte retrospectiva, que incluyo 32 pacientes mayores de 18 anos de edad en
periodo de Enero 2015 a Marzo 2016, con diagndstico confirmado por morfologia y citogenética de
Sindrome mielodisplasico primario, a quienes se realizé Citometria de flujo de la muestra de medula
6sea inicial y se determiné el puntaje segun la Escala CFM y RED. Se asignaron a grupos de la escala
CFM segun el puntaje obtenido, Grupo 1 con 7 pacientes (21.8%), Grupo 2 24 pacientes (75%) y el
grupo 3 con 1 paciente (3.13%). Para los grupos de la Escala RED el grupo 1 solo era el 3.5%, grupo 2
21.9% y en el grupo 3 el 75%. El andlisis estadistico entre el puntaje obtenido por la escala CFM y RED
con el IPSS-R se realizd con la prueba estadistica Rho de Spearman, usando el paquete estadistico
SPSS 23.

Resultados: Segun con el objetivo principal del estudio no se encontrd correlacion entre los grupos de
la escala CFM con el indice pronostico IPSS-R (Rho= 0.194, p= 0.323), ni con ningun otra variable
clinica. Se encontré correlacion entre los grupos de la escala RED y el IPSS-R (Rho=0.442, p= 0.019).
Del total de pacientes el 42.8% de los pacientes que no tenian IPSS-R bajo y muy bajo se encontraron
en el grupo 3. Es decir que los pacientes que tienen puntajes de 6 y 7 (grupo 3) se correlacionan
negativamente con el IPSS-R bajo y muy bajo (Rho=-0.442, p=0.018).

Conclusiones: La Escala CFM no mostro correlacién con el indice pronostico IPSS-R; sin embargo los
grupos de la Escala RED si se correlacionaron con el IPSS-R, de esta manera los pacientes con puntaje
RED alto (7 puntos) se relacionan con no tener un IPSS-R bajo y muy bajo, pero no podemos decir

estadisticamente que un RED alto significa que el IPSS sera alto y muy alto.



Il.  INTRODUCCION

Los sindromes mielodisplasicos (SMD) representan un grupo de enfermedades hematolégicas
de origen clonal mieloide, con un espectro de presentacion relativamente heterogéneo,
caracterizadas por citopenias, displasia en uno o mas de los linajes celulares y hematopoyesis
ineficaz. El principal problema clinico en estas patologias es la morbilidad causada por las

citopenias y el potencial de evolucionar a leucemia mieloide aguda’.

Analizando esta definicidon se deduce la existencia de un evento que produce un grupo de
células madre hematopoyéticas genéticamente idénticas (clona) con la capacidad de
expandirse por la adquisicidon de ventajas de supervivencia, pero también bloqueando sus
mecanismos de diferenciacion lo que les impide producir células sanguineas maduras (son las
que circulan en la sangre contenida en cada uno de los vasos sanguineos).De esta manera se
ha mencionado la paradoja del SMD que consiste en una médula 6sea hipercelular y la sangre
periférica deficiente de células (citopenias), es decir, la ocurrencia de muerte celular

intramedular o apoptosis?®.

En la poblaciéon general, la incidencia de SMD es aproximadamente 4.8 casos por 100,000
personas por afno. El SMD es raro entre los nifios, adolescentes y adultos jovenes; con una
incidencia en menores de 40 anos de 0.2 por 100,000 personas al afio. Sin embargo en
individuos entre 70 y 79 afos, la incidencia aumenta a 29.6 por 100,000 personas,
incrementandose aun mas en personas de 80 o0 mas afos de edad con una incidencia de hasta
55.8 por 100,000 personas®.

En México se carece de informacién amplia de los SMD. El registro mexicano de enfermedades
hematoldgicas (REMEDEH) es una plataforma que se cre6 para el registro en linea de
enfermedades hematologicas iniciando con SMD. El primer estudio multicéntrico mexicano de
SMD y el tercero mas grande en Latinoamérica fue realizado entre el 25/10/2012y el 17/12/2013
e incluyo cuatro hospitales de tercer nivel de la Ciudad de México, los cuales registraron 329
casos, de los que 40% fueron hombres y 60% mujeres (relacién H/M 1:1.5). Dentro de los datos
relevantes se encontré que solo el 36% presentd macrocitosis, se identificaron comorbilidades
en el 63% de los pacientes y de éstos, el 32% tuvo 2 o mas. En este registro se encontraron
diferencias importantes comparado con lo publicado en series extranjeras en las siguientes

variables: mayor proporcion de mujeres, de individuos menores de 60 anos (41.9%), de



trombocitopenia grave, de SMD hipoplasicos y de Citopenia refractaria con displasia multilineal
(CRDMY)’.

ABORDAUJE INICIAL DEL PACIENTE CON SOSPECHA DE SINDROME MIELODISPLASICO

El estudio del paciente con sospecha de sindrome mielodisplasico requiere considerar el tipo
de citopenia (anemia, neutropenia y/o trombocitopenia), la duracion de la misma, la cuenta de
reticulocitos, una cuidadosa evaluacion del frotis de sangre periférica, asi como de la morfologia
de la medula 6sea, y orientar el interrogatorio (historial transfusional y comorbilidades), con la

finalidad de descartar otras potenciales causas de las citopenias.

Ademas el aspirado de medula ésea con tincidon de azul de prusia para hierro y una biopsia de
hueso son necesarias para evaluar el porcentaje de blastos, la celularidad, el numero y displasia
en los megacariocitos, la presencia o ausencia de sideroblastos en anillo, la presencia de
hemosiderina y de fibrosis, esta ultima llegando a estar presente en aproximadamente 5 a 10%
de los casos de SMD al momento del diagndstico. El estudio citogenético de la muestra de
medula 6sea debe realizarse, debido a su importancia pronostica. Otros estudios de laboratorio
utiles incluyen niveles séricos de eritropoyetina, vitamina B12 y folatos, ferritina, B2-
microglobulina, lactato deshidrogenasa (LDH), hormona estimulante de la tiroides, T3, T4,
TORCH, serologia para VHB, VHC y VIH.

Dentro de los estudios adicionales, la identificacion de clonas de hemoglobinuria paroxistica
nocturna es importante en ciertos casos ya que la asociacion con SMD puede estar presente
en cerca del 20%. El estudio de HLA cuando muestra la presencia del antigeno DR15,
principalmente en los casos de SMD Anemia Refractaria (AR), es un indicador prondstico de
respuesta favorable a la terapia inmunosupresora. La citometria de flujo es una prueba
diagnodstica que puede ser util en el abordaje inicial al identificar la presencia de displasia, asi
como para el diagnéstico diferencial e incluso aportando informacion pronostica, como se

mencionara mas adelante.

De manera ideal se debe complementar el caso con estudios moleculares de genes

identificados como recurrentemente afectados en 90% de los pacientes con SMD".



DIAGNOSTICO DEL SINDROME MIELODISPLASICO

La caracteristica patologica que define a los sindromes mielodisplasicos es la displasia de la
medula, la cual representa la base de la clasificacién de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) de estas enfermedades®. Esta clasificacion proporciona a los médicos una herramienta
muy util para la definicion de los diferentes subtipos de SMD y determina el prondstico

individual??: 21,

Para ayudar a proporcionar coherencia en las pautas de diagnéstico de SMD, un grupo de
trabajo realiz6 un consenso internacional recomendando los criterios diagnosticos minimos para
esta enfermedad incluyendo dos prerrequisitos: 1) citopenias estables (por o menos 6 meses
sin un cariotipo especifico o displasia bilinaje, en cuya presencia solo son necesarios 2 meses
de citopenias estables); 2) la exclusidén de otras enfermedades como razdn primaria de displasia
y/o citopenias. Ademas, el diagnoéstico requiere de por lo menos uno de los tres criterios
relacionados a SMD: 1) Displasia (igual o mayor al 10% en uno o mas de los tres principales
linajes de la médula; 2) cuenta de blastos de 5 a 19%; y 3) cariotipo especifico asociado a
SMD?2,

La propuesta de la OMS, sin embargo ha levantado cierta preocupacion con respecto a los
criterios diagnésticos minimos. El diagnéstico de SMD es sencillo si las anormalidades son
claramente objetivas, es decir, un aumento de blastos y/o si estan presentes sideroblastos en
anillo y/o anomalias citogenéticas clonales. Sin embargo, el diagndstico de un SMD de bajo

grado es un reto ya que carece de estos marcadores diagnoésticos especificos?® 24,

Varios estudios pueden ayudar a confirmar el diagnéstico de SMD, entre los que se incluyen la
citometria de flujo, la histopatologia e inmunohistoquimica de la biopsia de hueso y el analisis

de marcadores moleculares??.

10



CLASIFICACION DIAGNOSTICA DEL SINDROME MIELODISPLASICO

Con respecto al subtipo de sindrome mielodisplasico son varias las clasificaciones que se han
utilizado hasta la actualidad. Desde la descripcion por Leube en 1900 de un paciente con
anemia macrocitica severa con evolucion a leucemia aguda, le siguieron varios reportes de
pacientes con anemia macrocitica, citopenias, alteraciones morfolégicas de los precursores
mieloides, aumento del numero blastos y riesgo de evolucion a leucemia aguda. En 1953 se
introdujo el término de anemias refractarias, que englobaban a un grupo de anemias con
caracteristicas bien definidas, diferentes a las anemias refractarias congénitas. En la década de
1970 Saarni y Linman reconocieron a la enfermedad como un trastorno primario de la medula
Osea, caracterizado por hipercelularidad de la medula ésea y hematopoyesis ineficaz® °. A
mediados de la década de 1970 un grupo internacional constituido por médicos y patdlogos
conformaron el grupo cooperativo Franco-Americano-Britanico (FAB), quienes en 1976
acunaron el término “Sindromes mielodisplasicos” en una serie de capitulos sobre las leucemias
agudas. Surgieron dos subgrupos: Leucemia mielomonocitica cronica (LMMC) y Anemia
Refractaria con Exceso de Blastos (AREB) 0.

En el ano de 1980 esta clasificacion fue ampliada y posteriormente publicada. La primera
clasificacion publicada fue en 1982 por el Grupo FAB, elaborada mediante criterios morfolégicos
de facil obtencion y reproducibilidad. En ellas se distinguian 5 categorias con reconocido valor
prondstico. Es una clasificacion morfologica que tiene en cuenta el porcentaje de blastos en
sangre periférica y medula 6sea, el numero absoluto de monocitos, la presencia de bastones
de Auer y la cantidad de sideroblastos en anillo’. En 1990 la OMS propone revisar la
clasificacion, la cual estuvo basada en un estudio que incluyé 1600 pacientes del registro de
SMD de la universidad de Dusseldorf, con diagndstico de SMD primario?. En el 2001 en su 3°
edicién la OMS incluyé numerosos cambios que tiene como objetivo separar entidades que, a
pesar de tener un comportamiento bioldgico y clinico propios, eran incluidas hasta ahora dentro
de un mismo subtipo. En primer término disminuyé el porcentaje de blastos requeridos para
hacer el diagnéstico de leucemia mieloide aguda de 30 a 20%. De esta manera se elimind la
subcategoria Anemia refractaria con excesos de blastos en transformaciéon (AREB-T) y LMMC
y a esta ultima la reclasifica dentro de otra categoria de desordenes
mielodisplasicos/mieloproliferativos’®. Asi, la anemia refractaria (AR), en la que solo deben
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existir rasgos diseritropoyéticos, se subdivide en dos grupos de acuerdo a la presencia (ARSA)
o ausencia (AR) de sideroblastos en anillo. El nuevo subtipo citopenia refractaria con displasia
multilineal (CRDM) incluyo todas las bicitopenias y pancitopenias refractarias con displasia de
al menos dos lineas celulares. Los casos con displasia mieloide o megacariocitica aislada
pasaron a engrosar el grupo de SMD no clasificables. La anemia refractaria con exceso de
blastos (AREB) se subdividié en dos grupos segun la proporcion de blastos en médula 6sea o
en sangre periférica, lo cual como demostraron Sanz et al. Tiene valor prondstico’. Finalmente
el sindrome 5@-, se considerd una entidad propia. Se da la inclusion de la LMMC como sindrome
mielodisplasico/Mieloproliferativo (SMD/SMP), sin embargo se reportan casos de LMMC con
leucopenia y monocitosis que deberian ser clasificados como SMD segun algunos expertos,

pero aun no hay consenso™.

En el 2008 la OMS en su 4° edicion propone nuevos cambios aun vigentes, agregando nuevas
entidades y clasifica los SMD y SMP'% 16_ E| primer cambio notable de esta nueva clasificacion
es el término de Citopenia Refractaria con Displasia Unilineal (RCUD). Teniendo en cuenta que
hay algunos pacientes con neutropenia y displasia solo limitada a neutréfilos y sus precursores
o con trombocitopenia y displasia solo en megacariocitos. Se agregan entonces la Anemia
refractaria (AR), la neutropenia refractaria (NR) y la trombocitopenia refractaria (TR). La anemia
refractaria con sideroblastos en anillo debe distinguirse de la citopenia refractaria con
sideroblastos en anillo y displasia multilineal.

En resumen, con el mejor estudio de este grupo de patologias, se han podido identificar
caracteristicas clinicas y fisiopatoldégicas que permiten afinar su clasificacion siendo
actualmente considerados 7 subtipos por la OMS: Citopenia refractaria con displasia unilinaje;
Anemia refractaria con sideroblastos en anillo (ARSA); Citopenia refractaria con displasia
multilinaje (CRDM); Anemia refractaria con exceso de blastos tipos 1 0 2 (AREB-1, AREB-2);
SMD asociado a deleccion aislada del brazo largo del cromosoma 5 (SMD con del5q) y el SMD
no-clasificado'” 8. (ANEXO 1).
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PRONOSTICO DEL SINDROME MIELODISPLASICO

El curso clinico de los pacientes con SMD se caracteriza por dos escenarios: el desarrollo de
citopenias progresivas o transformacion a leucemia mieloide aguda (LMA). La estimacién de la
supervivencia y/o el riesgo de desarrollar LMA esta cambiando y es un reto debido a la
heterogeneidad incluso dentro de los subgrupos de SMD. La clasificacién de la OMS ya
reconoce que un mayor porcentaje de blastos y la presencia de displasia multilinaje por
morfologia (displasia en el linaje eritroide, megacariocito y mieloide) en la médula ésea (MO) se

asocian con un mal prondstico?.

El Sistema Internacional de Puntaje Pronédstico (IPSS) definido en 1997, se basd en tres
indicadores clinicos que consisten en el porcentaje de blastos en MO, citogenética y el numero
de citopenias en sangre periférica. El IPSS reconoce cuatro diferentes grupos de riesgo (Bajo,
intermedio-1, intermedio-2 y alto), que se diferencian por un incremento en el riesgo de muerte
y de transformacion a LMA. El sistema de puntuacion proporciona informacion pronostica en
pacientes recién diagnosticados con SMD, orienta la toma de decisiones de tratamiento y es util
en la seleccién de pacientes para ensayos clinicos. Sin embargo surgio evidencia de que el
puntaje asignado a cada subgrupo citogenético y los puntos de corte de los otros componentes
del IPSS debian ser redefinidos. Por lo que en el afio 2012, se hizo un ajuste del antiguo sistema
de clasificacion pronostica internacional (IPSS, international prognostic scoring system),
llamado IPSS-R o IPSS-revisado, el cual incluye los siguientes aspectos a evaluar: estudio
citogenético, porcentaje de blastos en la médula ésea y el nivel de hemoglobina, plaquetas y
neutrofilos. Cada uno aportando un puntaje para finalmente clasificar al paciente en un grupo
de riesgo: Muy bajo, Bajo, Intermedio, Alto y Muy alto, teniendo una posibilidad de supervivencia
global que va de 8.8 afios para el muy bajo en comparacién a 0.8 afios para el muy alto?%-28.
(ANEXO 2).

Aunque todavia no se encuentren incluidos en el IPSS-R, los estudios sobre analisis
moleculares y citometria de flujo (CF), han mostrado que estas técnicas pueden identificar
subgrupos de riesgo incrementando la posibilidad de afinar el prondstico y por tanto el

tratamiento de los pacientes con SMD?5,
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CITOMETRIA DE FLUJO EN EL SINDROME MIELODISPLASICO

La aplicacion de la citometria de flujo (CF) para el estudio del SMD esta basado en el concepto
de que las alteraciones sutiles en la hematopoyesis que no son reconocidas por la morfologia,
se pueden determinar mediante esta técnica. Esto tiene consecuencias tanto para el diagndstico

y el prondstico de los pacientes con SMD?%: 29,

La CF es un método fiable para la evaluacién cuantitativa y cualitativa de las células
hematopoyéticas y desempefa un papel cada vez mas importante en el diagndstico y manejo
de las hemopatias malignas®® 3'. Varios estudios han evaluado la citometria de flujo como una
herramienta de diagndstico potencial para el SMD?° 3235 Para llegar a ser clinicamente
aplicable, el analisis por citometria de flujo debe basarse en parametros con suficiente
especificidad y sensibilidad, los datos deben ser reproducibles por diferentes operadores y los

resultados deben ser de facil comprension para los médicos?* 36-37,

En 2009, el grupo de trabajo del European LeukemiaNet en Citometria de Flujo para SMD
publico directrices relativas a los métodos recomendados para la toma de muestras de células,
manipulacién y procesamiento®¢. En 2012 se publico un articulo por el mismo grupo de trabajo
que describe un panel de anticuerpos combinados para estudiar los linajes mielomonocitico y
eritroide®. El conocimiento de los patrones de maduracion normal relacionados a la edad y los
niveles de expresion de marcadores de linaje es obligatorio para poder evaluar la médula 6ésea
por CF3%, No hay un uUnico marcador por citometria de flujo especifico para SMD, pero la

presencia de multiples anomalias predice un trastorno clonal.

Multiples sistemas de puntuacién para SMD por citometria de flujo describen la evaluacién de
diversos marcadores y diferentes estrategias de puntuacion. Un ejemplo de un sistema de
puntuacion, que aplica la mayor parte de los marcadores recomendados se muestra en la escala
de Wells adaptado por Cutler. Hay superposicion entre la mayoria de los sistemas de puntuacién
en: la cuantificacion de aberraciones en el linaje celular mielomonocitico, el analisis de la
expresion de marcadores especificos de linaje y la presencia de marcadores de linaje no
especificos; el analisis de porcentaje de células progenitoras mieloides y sus niveles de
expresion de antigenos y la presencia de marcadores asincronos y marcadores de linaje no
especificos. Hay una amplia gama de sistemas de puntuacion que van desde aquellos que

incluyen pocos parametros hasta los mas complejos, con una sensibilidad y especificidad que
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va desde 69 a 98% y 78 a 93%, respectivamente3? 4042, Parece no haber asociacion entre la

cantidad de parametros y la sensibilidad y especificidad del score por citometria de flujo.

Un estudio realizado utilizando la escala de Wells (FCSS) mostré que los pacientes con SMD y
dispoyesis severa en la CF tenian peor prondstico en comparaciéon con los pacientes sin
alteraciones o con anomalias leves. Estudios anteriores han demostrado que el FCSS se
correlaciona con la clasificacion de la OMS y el IPSS y tiene valor prondstico para el
comportamiento clinico del SMD. EI FCSS combinado con el IPSS-R fue un mejor predictor de
la supervivencia global de los pacientes con SMD, lo que indica que el analisis por citometria

de flujo es fundamental para el refinamiento prondstico en el SMD?.

Debido a que el compartimiento de células CD34+ es particularmente perturbado en los SMD,
los parametros relacionados con CD34+ son buenos candidatos para la identificacion de

marcadores diagndsticos para esta enfermedad*3-4°.

Aberraciones inmunofenotipicas consistentemente reportadas en el compartimiento de células
CD34+ en SMD son: un incremento de la poblacion CD34 comprometida al linaje mieloide, una
disminucién de los progenitores de células B, la co-expresion de antigenos mieloides tempranos
y tardios, la expresion de antigenos linfoides y la expresion anormal de CD45. Se ha informado
en estudios previos que los datos para tres de estos parametros (porcentaje de mieloblastos,
porcentaje de progenitores de células B y la expresion de CD45 en los mieloblastos) junto con
la evaluacion de la dispersion lateral (SSC) en los granulocitos son reproducibles en muchos
laboratorios cuando se miden por métodos que aseguren poca variabilidad inter-operador, y
cuando se combinan son capaces de diferenciar correctamente a los pacientes con SMD de los
pacientes con citopenias no clonales3640% 44, Siendo la estrategia diagnostica mas cominmente
usada, la escala por citometria de flujo (CF) que incluye cuatro parametros que se describen

mas adelante.

La mayoria de los sistemas de puntuacion por citometria de flujo se han desarrollado y validado
en cohortes de pacientes con SMD, comparando aquellos con SMD de los pacientes con
citopenia(s) no clonales y controles normales. La citometria de flujo es capaz de identificar
diferentes categorias dentro las subcategorias de la OMS en SMD. Esto se demuestra por la

deteccion de displasia mieloide en pacientes en los que la citomorfologia solamente observo
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displasia eritroide y megacariocitica. Es de destacar que la diseritropoyesis vy

dismegacariopoyesis no son evaluados por los sistemas de puntuacion mencionados.

Hasta hace poco, la evaluacion del linaje de células eritroides por citometria de flujo fue dificil
debido a la falta de validacion de los marcadores y problemas técnicos. Hoy en dia marcadores
como CD45, CD71, CD235a, CD36, CD117 y CD105 se aplican para estudiar el linaje de células
eritroides*®4®. Una escala eritroide (SCORE RED) que evalia marcadores eritroides especificos
por citometria de flujo y el nivel de hemoglobina, reveld que la sensibilidad y especificidad era

mayor al 80%%°.

El analisis por CF de los megacariocitos se enfrenta a dificultades técnicas debido a su escasez
en las muestras. Se estan haciendo esfuerzos para superar estos problemas mediante el

analisis de los trombocitos. Los estudios de validacion estan en curso.

En resumen, la citometria de flujo tiene una alta sensibilidad y especificidad en la deteccion de
displasia mielomonocitica y eritroide. Sin embargo, nunca debe ser interpretada como una unica
herramienta de diagndstico en los SMD. Los resultados por citometria de flujo necesitan ser
incluidos en un reporte de diagndstico integrado, junto con los resultados de citomorfologia,
citogenética y/o analisis moleculares'®. De acuerdo con la clasificacién de la OMS, actualmente
el SMD sélo se puede diagnosticar cuando se han excluido otras causas de

citopenias/displasia°.
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ESCALA POR CITOMETRIA DE FLUJO (SCORE CFM)

La escala por citometria de flujo (CF) definida como la combinacién de cuatro parametros que
evaluan el compartimiento CD34+: 1. Porcentaje de progenitores mieloides CD34 positivos en
todas las células nucleadas; 2. Porcentaje de progenitores de células B dentro del
compartimiento CD34 positivo; 3. Nivel de expresion de CD45 en progenitores mieloides CD34
positivo (en relacidon con el nivel de expresién de CD45 en linfocitos); 4. Canal pico de dispersion
de la luz lateral de los granulocitos (en relacién al canal pico de dispersion de luz lateral de los
linfocitos). A cada anormalidad se le asigna 1 punto, y dos puntos 0 mas se asocia con
diagnostico de SMD'? (VER ANEXO 3).

Dicha escala surgié de un estudio multicéntrico con 797 pacientes con citopenias de 6
instituciones, cuyo objetivo fue desarrollar y validar una puntuacion de citometria de flujo para
el diagnostico del sindrome mielodisplasico. Se analizaron cuatro parametros reproducibles, ya
mencionados previamente. El estudio comprendié un "grupo de aprendizaje" (n = 538) para
definir a cada marcador y una "cohorte de validacién" (n = 259) para confirmar su valor
diagndstico. En comparacion a las citopenias no clonales, los pacientes con sindrome
mielodisplasico tenian aumentado el tamafio del cluster relacionado a mieloblastos, disminucion
del tamafio del cluster relacionado con células progenitoras B, expresion aberrante de CD45 y
reduccion de la dispersion lateral de granulocitos (P <0.001). Para definir la puntuacion de la
citometria de flujo, estos cuatro parametros se combinaron en un modelo de regresién y el peso
de cada variable se estim6 a partir de los coeficientes de ese modelo. En la cohorte de
aprendizaje un correcto diagndstico de sindrome mielodisplasico se formulé en 198/281 casos
(sensibilidad 70%), mientras que los 18 resultados falsos positivos se observaron entre los 257
controles (especificidad 93%). El sesenta y cinco por ciento de los pacientes sin marcadores
especificos de displasia (sideroblastos en anillo y anomalias citogenéticas clonales) fueron
clasificados correctamente. Un valor alto de la puntuacion de citometria de flujo se asocié con
displasia multilinaje (P = 0.001), dependencia transfusional (P = 0.02), y citogenética adversa
(P = 0.04). La sensibilidad y especificidad en la cohorte de validacion (69% y 92%,

respectivamente) fueron comparables a las de la cohorte de aprendizaje’?.

Tomando en cuenta lo anterior los puntajes por citometria de flujo se correlacionan con las

categorias de riesgo del IPSS y el IPSS-R. Sin embargo, las puntuaciones por CF dentro de las
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categorias de riesgo validadas son heterogéneas. Esto significa, que dentro de las categorias
de riesgo especificas IPSS y IPSS-R, la CF es capaz de identificar diferentes categorias de
riesgo en base a la cantidad de aberraciones. La presencia de multiples anomalias por CF
reveld un riesgo prondstico pobre dentro de los SMD de bajo riesgo por IPSS-R. Por otra parte
la presencia de progenitores mieloides aberrantes por CF en pacientes con <5% de blastos por
citomorfologia impacta negativamente en el prondstico. Finalmente en pacientes con displasia

unilinaje la CF puede identificar displasia multilinaje lo cual se asocia a un peor prondstico*': 50-
51

Con el aumento de la disponibilidad de terapias modificadoras de la enfermedad en los SMD
existe una creciente necesidad de herramientas que pueden predecir la respuesta al tratamiento
y pueden guiar las decisiones de tratamiento. Uno de los primeros estudios que abordan este
tema evalua la presencia de células progenitoras mieloides aberrantes para predecir la
respuesta a los agentes estimulantes de la eritropoyesis. Se ilustra que la presencia de
progenitores mieloides aberrantes por CF actua como un biomarcador importante de fracaso
del tratamiento®®. Los pacientes con células progenitoras anormales por CF no muestran
respuesta o la duracién de la misma es corta a la eritropoyetina, con o sin factor estimulante de
colonias de granulocitos. Por otra parte, en pacientes con SMD de riesgo alto en manejo con
terapia hipometilante, la CF ha demostrado valor adicional en la prediccion de la respuesta al
tratamiento y los resultados se correlacionan con la supervivencia®2. Pacientes con respuesta
al tratamiento después de tres ciclos revelan una significativa disminucién en el numero de

alteraciones por CMF en comparacion con pacientes sin respuesta a la terapia.

La presencia de los progenitores mieloides aberrantes al inicio de la terapia, con independencia
del porcentaje de células progenitoras, se correlaciona significativamente con falta de
respuesta. Ademas, un numero bajo de aberraciones al inicio de la terapia se correlaciona con
una supervivencia global significativamente mayor. Los estudios que evaluan el papel de la CF
en la prediccion de la respuesta al tratamiento, por ejemplo, agentes inmunomoduladores, estan

en Curso.
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CITOMETRIA DE FLUJO EN LA DETECCION DE DISERITROPOYESIS (ESCALA RED)

Varios grupos han publicado escalas de citometria de flujo utiles para el diagnostico o prondstico
de los sindromes mielodisplasicos, basados principalmente en la deteccion de alteraciones en
el linaje mielomonocitico y linfoide; muy pocos se refieren especificamente al compartimiento
eritroide. Sin embargo, las alteraciones en la expresion de CD71 (receptor de transferrina),
CD36 (receptor de trombospondina) o CD235a (glicoforina-A) han sido durante mucho tiempo
reportados en SMD. De hecho, varios autores han hecho hincapié en la especificidad y la

consistencia de la disminucion de la expresion de CD71 en los pacientes con SMD32: 34,3551,

En el 2013 se publicd un estudio prospectivo, que evaluo las alteraciones en el linaje eritroide,
con el objetivo de proponer una herramienta sencilla por citometria de flujo, reproducible y util
dentro del estudio diagndstico de pacientes con sospecha de SMD. Este estudio comprendié
dos etapas que corresponden a las fases | y Il del proceso de desarrollo de pruebas
diagnosticas*.

En un primer paso, se compararon cuatro marcadores de superficie en los eritroblastos entre
53 pacientes con SMD y 46 controles, que permitié identificar el coeficiente de variacion (CV)
de CD71 y CD36 como herramientas discriminativas altamente sensibles para el diagnostico de
SMD. Usando un algoritmo simple que incluyo la combinacion de los dos CV (CD 71 y CD 36)
y el grado de anemia (VER ANEXO 4), la escala por CF fue capaz de predecir el diagndstico
correcto en 80% de los pacientes de una cohorte mas amplia de 110 pacientes en el segundo
paso del estudio. Curiosamente, ambos CV estan correlacionados negativamente con los
niveles de Hemoglobina (Hb), lo que indica que este enfoque sera particularmente exitoso para
pacientes con anemia, que representan la mayoria de los pacientes con sospecha de SMD. De
hecho, 16 de los 20 pacientes con SMD para quienes la escala RED era menor a 3 no tenian
anemia. Nueve de estos pacientes tenian un CV  anormal y podrian, por tanto, haber sido
diagnosticados si hubieran tenido anemia. De los cuatro pacientes restantes que tenian anemia,
dos fueron diagnosticados con sindrome 5g-. Por el contrario, los dos pacientes sin SMD,
clasificados como falsos positivos con un score RED > o igual a 3, fueron diagnosticados
inicialmente como sindrome mielodisplasico no clasificado, no tenian anemia y presentaban
trombocitopenia moderada. En estos pacientes con displasia leve o ausente, no habia ningun
elemento para el diagndstico de SMD, y después de 6 meses de seguimiento se les considero
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que finalmente no tenian SMD. En el mismo estudio se combinaron los resultados de la escala
RED con los de la escala de CF Ogata, alcanzando una sensibilidad muy alta en el diagnéstico
de SMD, ya que el 88% de los pacientes fueron correctamente clasificados*® Muy
recientemente, el equipo del Laboratorio de Munich Leukemia demostr6 que con un seguimiento
mas largo, la mitad de los pacientes con anormalidades por CF y sin prueba de mielodisplasia
por citomorfologia o citogenética, desarrollaron la enfermedad abiertamente, reforzando el

papel de la CF en el diagnéstico precoz de SMD53.
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M. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢, Cual es la relacion de las alteraciones en la citometria de flujo, segun las Escalas CFM y RED,
con el indice pronostico internacional IPSS-R en pacientes con sindrome mielodisplasico

primario?
IV.  JUSTIFICACION

El sindrome mielodisplasico es un grupo de enfermedades sumamente heterogéneas
clinicamente, aunque no se conoce su incidencia en poblacion mexicana se estima que es mas
frecuente que la leucemia aguda; de acuerdo, al estudio publicado por el grupo mexicano para

el estudio de SMD se encontré que es mas frecuente en adultos jovenes entre 40 y 60 afios.

En el Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI del Instituto Mexicano
del Seguro Social, se tienen 20 casos nuevos por afio, con una prevalencia de 130 pacientes
atendidos en la clinica de SMD, llamando la atencién que 40% de ellos son menores de 60 afos
de edad. Por lo que ante este panorama epidemiolégico, el diagndstico y estratificacion

pronostica ha sido de suma importancia para establecer el tratamiento.

El IPSS-R es un indice prondstico que ha demostrado su utilidad en numerosos estudios,
mientras que la citometria de flujo es una herramienta util para el diagnostico, con una
sensibilidad de 70-90%. En este hospital se realiza de manera rutinaria el estudio de las
muestras de medula ésea al diagnéstico de pacientes con citopenias, siguiendo la
estandarizacion de EURO FLOW por lo que es posible calcular el puntaje segun las
aberraciones fenotipicas detectadas en la muestra. Por este motivo podemos determinar la
escala CF y definir tres grupos de riesgo: grupo 1 0-1 puntos, grupo 2 2-3 puntos y grupo 3 4
puntos, esperando que al compararlos con la nueva clasificacion pronostica de SMD, IPSS-R,
el grupo 1 se relacione con riesgo muy bajo y bajo, el grupo 2 a riesgo intermedio y el grupo 3

a riesgo alto y muy alto.

El objetivo del estudio es evaluar si el grado de displasia por citometria de flujo se relaciona
clinicamente con las categorias del IPSS-R que incluye diversos parametros clinicos, en
especial para los casos cuya presentacion clinica es dificil de estadificar. Por tanto, se propone
que la citometria de flujo ademas de ser un método de diagnostico tenga implicaciones

pronosticas.
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V. HIPOTESIS
HIPOTESIS PRINCIPAL

Los puntajes obtenidos mediante las escalas CFM y RED se relacionan con el indice prondstico

internacional IPSS-R en pacientes con sindrome mielodisplasico primario.
VL. OBJETIVOS
GENERAL.:

Evaluar la relacién de las alteraciones en la citometria de flujo, segun las escalas CFM y RED,
con el indice pronostico internacional IPSS-R en pacientes con sindrome mielodisplasico

primario.
ESPECIFICOS:

e Determinar si los puntajes obtenidos con las escalas CFM y RED se relacionan con los
riesgos segun la escala pronostica IPSS-R en pacientes con sindrome mielodisplasico.
e Determinar si un puntaje de 4 puntos en la escala CFM y de 6-7 puntos en la escala RED

se relacionan con mayor dependencia transfusional.
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VIl. METODOLOGIA

Disefo del estudio
Estudio de cohorte retrospectiva.

Poblaciéon de estudio

Pacientes con diagnostico confirmado de por morfologia y citogenética de Sindrome
mielodisplasico primario a los que se realizé Citometria de flujo de la muestra de medula 6sea
inicial, y se determiné el Score FCM y RED, en el hospital de Especialidades Centro Médico
Nacional siglo XXI, en el periodo de Enero del 2015 a Marzo del 2016.

A. Criterios de Seleccion

1. Criterios de Inclusién
Pacientes mayores de 18 anos sin limite superior.
De cualquier género.
Que contaban expediente cinico.
Con diagndstico de SMD con estudio citogenético y citometria de flujo al

diagnéstico.

2. Criterios de Exclusiéon

Pacientes en los que no se dispuso del expediente fisico para realizar el analisis.
Que no contaban con protocolo de estudio completo.

Cariotipo sin crecimiento o algun problema técnico para su realizacion.

3. Criterios de Eliminacion

Pacientes con citopenias secundarias a deficiencias de folatos, vitamina B12 y
hierro, infecciones, enfermedades autoinmunes, hipotiroidismo, que recibieron
quimioterapia y/o radioterapia, con hiperesplenismo, hepatopatia y otras
enfermedades hematoldgicas.
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Tamaiio de la muestra

Segun estudios previos donde se han utilizado escalas por citometria de flujo los puntajes
elevados se presentaron en 25% de los pacientes con SMD, identificando a los pacientes con
IPSS-R alto y muy alto.

Considerando un a de 5%y un poder de 80% para una variable dicotémica escala CF igual a 4
puntos o menor de 4 puntos, que en el caso de estar presente identificara a 25% de los
pacientes que corresponden a IPSS-R alto y muy alto, y tomando en cuenta que se espera tener
un paciente con estas caracteristicas versus dos pacientes con un puntaje menor de 4 puntos,
el tamafio de la muestra necesario para rechazar la hipétesis nula es de 21 pacientes con

puntaje de 4 puntos versus 42 pacientes con puntaje menor de 4 puntos, en total 63 pacientes.

Estrategia de Estudio

Se incluyeron todos los pacientes con diagndstico de sindrome mielodisplasico primario, que
contaban con protocolo de estudio completo y estudio de citometria de flujo al diagndstico,
durante el periodo de Enero de 2015 a Marzo 2016.

Se obtuvo el expediente clinico de cada caso y se registraran los datos demograficos, y clinicos
de importancia para nuestro estudio. Se reviso el subtipo de sindrome mielodisplasico al que
corresponde de acuerdo a la OMS 2008, asi como la clasificacién pronostica IPSS-R.

Las muestras para analisis por inmunofenotipo fueron obtenidas por aspirado de medula 6sea
en pacientes con diagnostico de Sindrome mielodisplasico, y fueron procesadas y analizadas
dentro de un periodo de 24 horas posterior a la toma de la muestra, con una solicitud

previamente requisitada con los datos clinicos del paciente.

El estudio de dispoyesis en medula ésea por Citometria de flujo de pacientes con diagnédstico
de sindrome mielodisplasico fue realizado en el laboratorio de Hematologia especial de la
UMAE del hospital de Especialidades de Centro médico nacional siglo XXI del IMSS, centro de
referencia de pacientes con enfermedades hematoldgicas, incluyendo los SMD tanto para
diagndstico como para el tratamiento.

El estudio de displasia por poblaciones celulares incluyo la serie eitroide, mieloide (granulocitos
y blastos) y monocitoide, se utilizo el panel de anticuerpos aceptado a nivel internacional con el

estandar de 4 colores. Los tubos se rotularon con numeros progresivos y se anadieron 100 uL
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(concentracion de células de 107/uL) de muestra de médula ésea, adicionando los anticuerpos
conjugados a distintos fluorocromos, de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. En las
muestras con numero de células insuficientes se agregaron cantidades mayores de muestras a
los tubos, quedando registrado en el informe. Los tubos se agitaron por 10 segundos y se
incubaron 15 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad; posteriormente se realizo la lisis
de los hematies con 1mL de solucién de lisis diluida 1/10 en agua destilada del producto
“FACSIysing solution” (BDB, San Jose CA USA), e incubacion durante 10 min a temperatura
ambiente y en oscuridad. Al termino se centrifugdé a 2000 rpm durante 5 min, se decanto el
sobrenadante y se lavo con 2 mL de PBS pH 7.4 y se volvié a centrifugar a 2000 rpm 5 min,
posteriormente se decantd nuevamente el sobrenadante y se resuspendié con 350 uL de PBS
pH 7.4.

En el caso de los antigenos intracelulares después de haber incubado con el anticuerpo para el
antigeno de superficie, se adiciond 100 uL del reactivo A de la solucién Intrasure (solucién
fijadora de formaldehido), y se incubd 5 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad,
posteriormente se lisaron los eritrocitos con 2 mL de solucion de lisis durante 10 min a
temperatura ambiente, se centrifugé a 2000 rpm por 5 min, se decant6 el sobrenadante y se
adicion6 50 puL de reactivo B (solucion permeabilizante) y 10 uL de anticuerpo para el antigeno
intracelular, se mezclé e incubd por 15 minutos a temperatura ambiente, se adicionaron 2 mL
de PBS pH 7.4, se centrifugd a 2000 rpom 5 min, y finalmente se decanto6 el sobrenadante y se
resuspendié con 350 uL de PBS pH 7.4.

Se procedi6 a la lectura y analisis, empleando el método recomendado por el grupo EuroFlow
2012 con el equipo FACSCANTO Il de 4 colores y con el Software de adquisicion y analisis de
datos BD Diva. El analisis de los compartimientos hematopoyéticos en las muestras de medula
o0sea con CF se evalud bajo una vision de teoria de conjuntos en la siguiente forma: a) se
identifico de forma inicial la distribucién celular por medio de analisis de tamafio FSC (Foward
light scatter) contra complejidad SSC (Sideward light Scatter) que tiene dos propdsitos, el
primero es obtener un primer conjunto de acuerdo a la distribucion celular sobre el cual se
realizara el analisis (células nucleadas), y el segundo es que se depuran las poblaciones de
detritus celulares que pudieran interferir en el analisis, b) posteriormente se utiliz6 CD45 contra

complejidad (SSC), lo que nos agrupa cada compartimiento de acuerdo a su desarrollo o
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madurez (Serie eritroide, granulocitos, monocitos, linfocitos y area de progenitores), c) se
realizaron combinaciones de marcadores para analizar cada uno de los compartimientos. El
panel que se ocupd para caracterizar los sindromes mielodisplasicos se apega a los estandares
de grupos internacionales de Citometria de flujo como el grupo Euroflow 2012. Las

combinaciones de anticuerpos para cada tubo fueron:

CD2/CD19/CD45/CD34, CD7/CD5/CD45/CD34, MPO/CD117/CD45/CD34,
CD64/CD14/CD45/CD34, HLADR/CD33/CD45/CD34, CD38/CD11c/CD45/CD34,
CD16/CD11b/CD45/CD34, CD36/CD4/CD45/CD34, CD71/CD13/CD45/CD34,

CD56/CD123/CD45/CD34, CD15/CD45/CD34.

ANALISIS POR CITOMETRIA DE FLUJO PARA LA OBTENCION DE LA ESCALA CFM Y RED
Escala citometria de flujo multiparametrica (CFM)

En el dot plot de tamafo (FSC) contra complejidad (SSC), se seleccionaron todas las células
nucleadas (P2), eliminando las células muertas. Se cre6 cada una de las regiones en el dot plot
de SSC contra CD45 de cada poblacion dependiendo de su complejidad (eritrocitos, linfocitos,
monocitos, granulocitos y progenitores). De la region P2 en el dot plot de FSC contra SSC, se

seleccioné toda la regién de linfocitos, monocitos y progenitores (P3).

Se cred un nuevo dot plot de CD34 contra CD45 mostrando sélo la region P3, en el cual se
seleccionaron las células CD34+ (P4); estas células CD34+ se exhiben en otro dot plot de CD45
contra SSC, dentro de las cuales las células con menor complejidad y baja expresion de CD45
son los progenitores linfoides B (llamado B-progenitor related cluster) con CD19+ y CD13-,
CD33-, mientras que los que tuvieron una mayor complejidad y una mayor expresiéon de CD45

son los mieloblastos (Ilamados myeloblast related-cluster) con CD19- y CD13+, CD33+.

A partir del analisis por citometria de flujo, se analizaron cuatro parametros cada uno de los
cuales equivale a un punto en la escala CFM: (i) porcentaje total de mieloblastos en todas las
células nucleadas; (ii) porcentaje total de células progenitoras linfoides B en todas las células
CD34+; (iii) Relacion CD45 linfocito/mieloblasto (definido como la intensidad media de
fluorescencia, IMF, de CD45 en la poblacién de linfocitos entre la IMF de CD45 en los

mieloblastos CD34+) vy (iv) la relacién del canal maximo en SSC de granulocitos a linfocitos
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(definido como el numero maximo de granulocitos en SSC entre el numero maximo de linfocitos
en SSC).

Escala RED

Se obtuvo el coeficiente de variacion en la poblacion de eritrocitos a partir de dos histogramas
con los marcadores CD71 FITC (Ficoeritrina) y CD36 FITC, posteriormente se realiz6 una
correlacion entre el coeficiente de variacion y la hemoglobina de los pacientes. Con ello se

obtuvo un puntaje para definir la presencia de displasia.
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VIIl. ANALISIS ESTADISTICO

Se determind la relacion entre las variables cualitativas ordinales, escala CFM e IPSS-R, asi
como entre las variables escala RED e IPSS-R, empelando la prueba estadistica Rho de
Spearman, considerando sin asociacion un valor de 0, asociacion positiva un valor cercano a
+1, y asociacion negativo un valor cercano a -1. Se consideré estadisticamente significativo un
valor de p <0.05. El analisis estadistico se realiz6 con el programa SPSS23.
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IX. ASPECTOS ETICOS

El presente estudio se apega a las normas éticas vigentes. De acuerdo a la Ley General de
Salud en materia de investigacion para la salud se trata de un estudio sin riesgo, ya que se
emplearan técnicas y métodos de investigacion documental retrospectivos y no se realiza una
ninguna intervencién o modificacidn intencionada en las variables fisioldgicas, psicologicas y
sociales de los individuos que participan en el estudio.

Se cuidara la confidencialidad de la manera siguientes: No se incluiran nombres ni
identificadores de pacientes en este estudio; Se empelaran los expedientes clinicos que se
encuentran en el archivo del hospital de especialidades, asi como una base de datos del

laboratorio de citometria de flujo, en el que se asignara un numero de folio.

Se incluye carta de consentimiento para solicitar en los pacientes que se encuentren en la
consulta externa, su autorizacion para obtencién de los datos. El consentimiento lo solicitara un

meédico diferente al investigador.
Consideraciones de la Norma e Instructivos Institucionales

Este estudio se ajusta a las normas e instructivos institucionales en materia de investigacion
cientifica, por lo tanto se realizara hasta que haya sido aprobado por el comité local de

investigacion.
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X. RESULTADOS

En el servicio de Hematologia del Hospital de Especialidades “Dr. Bernardo Sepulveda
Gutiérrez”, del Centro Médico Nacional siglo XXI del IMSS, se realiz6 el diagndstico de primera
vez de sindrome mielodisplasico primario en 32 pacientes, durante el periodo comprendido de
Enero de 2015 a Marzo de 2016.

Analizamos retrospectivamente estos 32 casos considerando sus caracteristicas y las pruebas
clinicas realizadas al momento del diagndstico. Las variables analizadas se muestran en la tabla
1.

La mediana de edad de los pacientes estudiados fue de 71 afos, siendo mayores de 60 afios
el 84% y menores de esta edad el 16%. En cuanto al género no hubo diferencia significativa,

53% fueron hombres y 47% mujeres, con una relacién H: M de 1.1

El subtipo de SMD que predominé en este grupo de pacientes fue la CRDM (68.8%), el resto
comprendié CRDU (6.3%), AREB 1 (12.5%) y AREB 2 (12.5%).

El subtipo de SMD se relacion6é con el nivel de hemoglobina (Rho= -0.404, p= 0.022), el
porcentaje de blastos en medula ésea (Rho= 0.685, p=0.0001) y la citogenética (Rho= 0.720,
p=0.0001). Asi los pacientes con SMD con displasia unilinaje y multilinaje tuvieron un porcentaje
de blastos mas bajo en medula 6ésea. Mientras que los pacientes con AREB 1y AREB 2 tuvieron

una media de hemoglobina mas baja, asi como una citogenética mas desfavorable.

El porcentaje de blastos en medula 6sea como se menciond, se relaciond con la citogenética
(Rho= 0.590, p=0.001), entonces los pacientes con citogenética buena (71.4%), intermedia
(17.9%), mala (7.1%) y muy mala (3.6%) tuvieron una media de blastos de 1%, 6%, 10% y 8%,

respectivamente.

Presentaron dependencia transfusional de concentrados eritrocitarios 62.5% de los pacientes,
encontrando que la citogenética ademas de relacionarse con el subtipo y porcentaje de blastos
en la medula 6sea, se relacionaba con la dependencia transfusional (Rho= -0.400, p=0.035).
En los pacientes con citogenética buena e intermedia el 31.2% y 14.29%, respectivamente,
tenian dependencia transfusional, mientras que el 39.29% y 3.57% no la tenian; aquellos con

citogenética mala y muy mala (10.7%) todos tenian dependencia transfusional. La dependencia
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transfusional también estuvo relacionada con el nivel de hemoglobina (Rho= 0.661, p=0.000),
el porcentaje de blastos en la medula 6sea (Rho= -0.351, p=0.049), subtipo de SMD (Rho= -
0.512, p= 0.003) y como se menciond previamente con la citogenética.

A todos los pacientes se les realizd el analisis de una muestra de médula ésea por medio de
citometria de flujo para determinar el puntaje tanto en la escala CFM como en la escala RED.
Sin embargo, en 4 de ellos no se cont6 con el estudio citogenético por lo que no fue posible
calcular el riesgo prondstico segun IPSS-R y no fueron incluidos en el analisis de correlacion

con las escalas de la citometria de flujo.
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas al diagndstico de los pacientes con Sindrome Mielodisplasico

primario.

Caracteristica Numero Porcentaje/Maximo-
Minimo/Desviacién estandar

Numero de pacientes 32
Sexo
Hombres 17 53.1%
Mujeres 15 46.8%
Edad 71 24-90
Cifra de hemoglobina gr/dl 9 gr/dl 1+3.20
(DE)
Cifra de neutroéfilos 1180 x103/uL  200-4100
Cifra de Plaquetas 40000 x103/uL 5000-457000
Deshidrogenasa lactica U/L  489.9 U/L +162.87
(DE)
Porcentaje de blastos en MO 2 % 0-18
Citogenética
Buena 20 71.4%
Intermedia 5 17.9%
Mala 2 7.1%
Muy Mala 1 3.6%
Subtipo SMD
CRDU 2 6.3%
CRDM 22 68.8%
AREB-1 4 12.5%
AREB-2 4 12.5%
IPSS-R
Muy bajo 1 3.6%
Bajo 14 50%
Intermedio 5 17.9%
Alto 3 10.7%
Muy alto 5 17.9%
Dependencia transfusional
Si 20 62.5%
No 12 37.5%
Puntaje en la escala CFM 2 +0.77
(DE)
Puntaje en la escala RED 7 2-7
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ANALISIS CON LA ESCALA CFM

A 32 pacientes se les realizé el estudio de citometria de flujo y se calcul6 el puntaje CFM,
teniendo una distribucion en los tres grupos resultantes de la siguiente manera: Grupo 1 (0-1
puntos) con 7 pacientes (21.8%), Grupo 2 (2-3 puntos) 24 pacientes (75%) y el grupo 3 (4
puntos) con 1 paciente (3.13%).

Al realizar el analisis de correlacion entre la variable escala CFM con el IPSS-R no se identificd
relacion con significancia estadistica (Rho= 0.194, p= 0.323). Cuando se correlaciond con otras
variables clinicas como hemoglobina, blastos en la médula 6sea, citogenética, dependencia
transfusional, entre otras, no se encontr6é significancia estadistica. Tampoco se encontrd
relacion entre el puntaje CFM de 4 puntos con la dependencia transfusional (Rho= 0.139, p=
0.448).

ANALISIS CON LA ESCALA RED

Se evalud también la escala RED en los 32 pacientes, teniendo una distribucién en los grupos
resultantes de la siguiente manera: grupo 1 (<3 puntos), 3.5%, grupo 2 (3-5 puntos) 21.9% y
grupo 3 (6-7 puntos) 75% (24 de 32 pacientes) (Figura 1).

Escala RED (Grupo)

Figura 1. Distribucion de los pacientes con SMD primario segun la escala por citometria de flujo
RED.
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Se encontré una correlacién positiva entre los grupos de la escala RED y el IPSS-R (Rho=0.442,
p= 0.019). Del total de pacientes, 42.8% que tenian IPSS-R intermedio, alto y muy alto se
encontraron en el grupo 3. Es decir que los pacientes que tienen puntajes de 6y 7 (grupo 3) se
correlacionan negativamente con el IPSS-R bajo y muy bajo (Rho=-0.430, p= 0.022). Entonces
un puntaje RED bajo (menor de 6) se relaciona con mayor probabilidad de IPSS-R bajo y muy

bajo, es decir, buen prondstico.

Los 3 grupos en la escala RED se correlacionaron negativamente con la dependencia
transfusional (Rho= -0.445, p=0.009) y el nivel de hemoglobina (Rho= -0.645, p=0.000) y
positivamente con la edad (Rho= 0.372, p=0.036).

Encontrandose que aquellos pacientes que pertenecen al grupo 3 (6 y 7 puntos) tienen
correlacion positiva con el nivel de hemoglobina (Rho= 0.447, p=0.0001), y por lo tanto con la
dependencia transfusional (Rho= 0.6411, p=0.0001).

Escala RED (Grupo)
1 2 3

60.0%

50.0%—

40 0%

Porcentaje
8
o
4

20.0%

10.0%—

==L

0% T T T T
Si No Si No Si No

dependencia_tranfusional

Figura 2. Dependencia transfusional segun el puntaje en la escala RED, grupo 1 (<3 puntos),

grupo 2 (3-5 puntos), grupo 3 (6-7 puntos).

En el grupo 2 que incluyo 7 pacientes, la mediana de edad fue de 67 afios (46-74) y en el grupo
3 que comprendio el 75% de los pacientes fue de 75 anos (24-90). Encontrando que la mayor
parte de la poblacién de mayores de 60 afos se encuentra en el grupo 3, lo cual indica que hay

una correlacidn positiva con la edad y el grupo en la escala RED (Rho=0.372, p=0.036).
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Escala RED (Grupo)
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Figura 3. Distribucién por edad de los pacientes con SMD en los grupos de la escala RED.

El IPSS-R bajo y muy bajo se correlacioné positivamente con los grupos de RED (Rho= 0.433,
p=0.021), y negativamente con los puntajes 6 y 7 (Rho=-0.430, p= 0.022) y con el IPSS- R alto
y muy alto (Rho=-0.679, p= 0.000).
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Figura 4. Distribucion de los pacientes con SMD de riesgo IPSS-R bajo y muy bajo segun los
grupos de la escala RED.
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Los puntajes de 6 y 7 no se correlacionaron con IPSS-R alto y muy alto, pero si correlacionaron

con IPSS-R bajo y muy bajo (Rho=-0.430, p= 0.022) asi como con los grupos de la escala RED
(Rho=-0.995, p=0.000).

Escala RED (Puntaje 6 y7)
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Figura 5. Distribucion de los pacientes con SMD de riesgo prondstico IPSS-R bajo y muy bajo,
segun el puntaje alto (6 y 7 puntos) en la escala RED.
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Xl. DISCUSION

En los ultimos afios han surgido estudios que han evaluado el valor diagndstico de la citometria
de flujo en pacientes con sindrome mielodisplasico primario, que van desde los mas complejos
a los mas sencillos, demostrando su utilidad con una sensibilidad y especificidad que va de 69
a 98% y 78 a 93%, respectivamente. Sin embargo, su implicacion pronostica aun no ha sido
claramente establecida. Por lo que el objetivo de este estudio fue evaluar la correlacion de las
alteraciones en la citometria de flujo mediante la escala CFM y RED con el IPSS-R y de esta

manera establecer su valor prondstico.

Consideramos que la citometria de flujo ademas de ser un método altamente reproducible,
puede ser aplicado en centros hospitalarios donde no se cuente con estudio citogenético de la
meédula ésea, con la finalidad de apoyar el diagnostico citomorfolégico, pero que también puede
tener una implicacion pronostica. En el Hospital de Especialidades del CMN SXXI se cuenta
con el panel de anticuerpos estandarizados segun el European LeukemiaNet para la

determinacion de estas escalas en pacientes con sospecha de sindrome mielodisplasico.

Las caracteristicas de los pacientes analizados en nuestro estudio son similares a las que han
reportado multiples estudios realizados en Estados Unidos y Europa occidental, donde la
enfermedad se presenta principalmente en pacientes mayores de 71 afos (53.12%),
representando el 40% de nuestra poblacion pacientes entre 40 y 70 afios, con ligero predominio
en hombres con respecto a las mujeres (1.1:1), y siendo el subtipo de SMD mas frecuente la
displasia multilinaje (68.8%), con un IPSS-R bajo en 50% de los pacientes.

A pesar de existir criterios bien establecidos para el diagndstico de SMD, sigue siendo un reto
el poder establecerlo por las multiples dificultades que se pueden presentar como la presencia
de hipocelularidad, escaso material para analisis y casusas secundarias (no clonales). Esta
dificultad para diagnosticar a los SMD llevo a la busqueda de otros métodos, como la citometria

de flujo con una sensibilidad y especificidad alta.

Desde entonces han surgido multiples sistemas de puntuacién por CFM que han apoyado a su
diagndstico, y algunos de ellos han hecho la correlacion con los indices prondsticos (Wells et
al, 2003; van de Loosdrecht y otros, 2008; Scott et al, 2008)332°. Basados en el concepto de

que alteraciones sutiles que no pueden ser detectadas por morfologia puedan ser reconocidas
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por citometria de flujo. Un sistema de puntuacion de citometria de flujo (FCSS) fue desarrollado
por Wells et al (2003)33, y mostrd que los pacientes con dispoyesis severa tenian peor prondstico
que los pacientes con SMD con o sin alteraciones leves (Van de Loosdrecht et al, 2008; Scott
et al, 2008)%°. Estudios anteriores han demostrado que la FCSS se correlaciona con la
clasificacion de la OMS vy el IPSS y tienen valor pronéstico para el comportamiento clinico del
SMD (Wells et al, 2003; van de Loosdrecht y otros, 2008; Scott et al, 2008; Kern et al, 2010;
Matarraz et al, 2010; Chu et al, 2011)3357. Alhan et al. 2014, evalud la escala FCSS combinada
con el IPSS-R encontrando que fue un mejor predictor de la supervivencia global de los
pacientes con SMD que el IPSS-R por si solo, o que indica que el analisis de citometria de flujo

es decisivo para redefinir el prondstico?.

Ogata disefio un sistema de puntuacion para el diagnéstico de SMD de bajo grado basado en
el compartimiento de células CD34+, obteniendo una sensibilidad del 58% y especificidad del
100%, no obstante el valor de este sistema en la evaluacién pronostica no fue descrita**. Siendo
en el 2012 cuando el grupo del estudio Europeo del LeukemianNET (Della Porta) llevo a cabo
un estudio de validacion multicéntrico con la escala CFM, integrando cuatro parametros que
evaluan las células CD34+, mostrando una mayor sensibilidad y especificidad (70% y 92%
respectivamente), y su expresion se correlaciona con la gravedad de la enfermedad
(confirmando una fuerte relacion con el fenotipo mielodisplasico). Encontrando con dicha escala
que un valor alto de puntuacion por citometria de flujo se asoci6 con displasia multilinaje (P =
0.001), dependencia transfusional (P = 0.02), y citogenética adversa (P = 0.04)*2. Tomando en
cuenta lo anterior los puntajes por citometria de flujo se correlacionan con las categorias de
riesgo del IPSS y el IPSS-R. Sin embargo, las puntuaciones por citometria de flujo dentro de
las categorias de riesgo validadas son heterogéneas*?. Esto significa, que dentro de las
categorias de riesgo especificas IPSS y IPSS-R, la citometria de flujo es capaz de identificar

diferentes categorias de riesgo en base a la cantidad de aberraciones.

Posteriormente han surgido otras escalas que han evaluado la expresién anormal de
inmunofenotipos asociados con la diferenciacién/proliferacion y la expresion sincronica de
inmunofenotipos no especificos del estadio en células CD34+, los cuales se correlacionaron
positivamente con el IPSS (Rho 0.498, p<0.001) en todos los pacientes con SMD estudiados?®.
Sin embargo no hubo correlacion del IPSS con SMD de bajo grado o alto grado?®.
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Debido a lo expuesto anteriormente, se decidié emplear la escala CFM, por su sencillez y
reproducibilidad, empleando los cuatro parametros que evaluan el compartimiento de células
CD34+, asignando a cada una de los parametros 1 punto, y siendo agrupados para finalidades
de nuestro estudio en tres grupos de riesgo basados en el numero de alteraciones que

presentaban para asi relacionarlos con los grupos de riesgo del IPSS-R#2.

En nuestro estudio no se encontré correlacion entre la escala por CFM de 28 pacientes con
SMD primario y el indice pronostico IPSS-R, y ni con ningun otra de las variables clinicas
analizadas, y por lo tanto la dependencia transfusional no se vio correlacionada con un puntaje

de 4 puntos.

Como mencionamos la mayoria de los sistemas de puntuacion se basan en las alteraciones
inmunofenotipicas de los compartimientos mielomonocitico y linfoide, y muy pocas han surgido
para evaluar el compartimiento eritroide, sin embargo como sabemos las alteraciones a este
nivel son muy frecuentes en pacientes con SMD, y se han relacionado con anemia, la cual se
reporta en casi la totalidad de los pacientes. Mathis et al en el 2013 evalud la escala RED
demostrando tener una sensibilidad del 80% para el diagnostico de SMD, y por lo tanto
decidimos emplearla estableciendo tres grupos dentro de esta y correlacionarlos con el IPSS-
R.

Asi mediante la prueba de correlaciéon estadistica Rho de Spearman, se demostro relacion de
los Grupos RED (1, 2y 3) con el IPSS-R (Rho 0.442, p=0.019). Se vio que conforme el puntaje
dentro de los grupos es mayor, el porcentaje de pacientes con IPSS-R intermedio, alto y muy
alto también es mayor. Esto significa clinicamente que al diagnosticar a un paciente con SMD
con un puntaje menor a 6 (25% de los casos), indicara que se encuentra en el grupo de riesgo

prondstico favorable, aun sin disponer del estudio citogenético.

El IPSS-R bajo y muy bajo se correlacioné con los diferentes grupos de la escala RED
(Rho=0.433, p=0.021), con aumento de prevalencia en los diferentes grupos, teniendo el
porcentaje mas alto en los pacientes del grupo 3 (28.5%), sin embargo hay que considerar que
este grupo incluye el mayor numero de pacientes. Y por lo tanto la prevalencia de pacientes de
riesgos IPSS-R intermedio, alto y muy alto es menor, conforme es menor el puntaje RED. En el

grupo 3 (6 y 7 puntos) el 42.86% eran pacientes con IPSS-R intermedio, alto y muy alto.
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La edad también se encontré correlacionada positivamente con los grupos de la escala RED
(Rho= 0.372, p=0.036), asi aquellos con puntajes menores a 6 tuvieron una mediana de edad

de 67 afos, mientras que con puntajes de 6 y 7 la mediana fue de 75 afnos.

La dependencia transfusional se correlacion6 negativamente, y conforme el puntaje en los
grupos aumento la independencia transfusional disminuyé (Rho= -0.0454, p=0.009). Los
pacientes que obtuvieron puntajes de 6 y 7 tuvieron mayor dependencia transfusional. Asi el
90% de pacientes del grupo 3 tiene dependencia transfusional, y solo el 10% en aquellos que
se encontraron en los grupos 1y 2. Mientras que la independencia transfusional es igual entre

los que tiene puntaje menor a 6 y los que tiene 6 y 7 puntos.

Dentro de las variables clinicas analizadas ademas se encontré que el subtipo de SMD se
relaciona con el nivel de hemoglobina, el porcentaje de blastos en medula 6sea, la citogenética
y la dependencia transfusional. La dependencia transfusional aumenta principalmente en los
pacientes que tienen un pronostico mas desfavorable (AREB 1 y AREB 2), donde ademas la
citogenética es mas adversa. En nuestro estudio los pacientes con SMD con displasia unilinaje
tenian citogenética buena e intermedia, mientras que pacientes con AREB 1 y AREB 2 tuvieron
citogenética de buena a muy mala y en este grupo de pacientes todos tenian dependencia
transfusional. Sin embargo en el grupo de pacientes con displasia multilinaje el 37.5% tenian
dependencia transfusional mientras que el 31.25% no la tenian, lo cual puede estar en relacién

a otros factores desfavorables como la citogenética y porcentaje de blastos.
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XIL.

CONCLUSIONES

. Los sindromes mielodisplasicos comprenden un grupo de enfermedades heterogéneas

de origen clonal, caracterizadas por citopenias, dispoyesis y hematopoyesis ineficaz. Con

alta morbilidad asociada y riesgo de progresién a leucemia mieloide aguda.

. El diagnostico en muchas ocasiones es dificil porque no se cuenta con el protocolo de

estudio completo para descartar citopenias de origen no clonal, o debido a condiciones
inherentes a la medula como hipocelularidad, dificultades para obtener una muestra

adecuada. Asi como no tener acceso a estudios de citogenética.

. La citometria de flujo es un método que ha demostrado su utilidad como apoyo en el

diagndstico, y también con implicaciones pronosticas que se han evaluado mediante
escalas que detectan patrones anormales de expresion en el componente

mielomonocitico, encontrando correlacién con los diferentes indices prondsticos.

. La Escala CFM se estratifico en 3 grupos con base en el niumero de alteraciones que

presentaban, sin embargo no se encontrd relacion con el indice pronostico IPSS-R.

. La escala RED también se dividié en 3 grupos dependiendo del numero de alteraciones.

Tomando en cuenta que el componente eritroide se afecta en la mayor parte de los

pacientes, esto asociado a la presencia de anemia.

. Los pacientes con puntaje RED alto (6 y 7 puntos) se relacionan con IPSS-R intermedio,

alto y muy alto. Por lo que podemos decir que si tenemos un paciente de novo con
Sindrome mielodisplasico y un puntaje RED menor a 6 puntos (25% de los casos), se

espera que este sea de riesgo IPSS-R muy bajo o bajo.
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XIV. ANEXOS

Anexo 1

TIPO DE SINDROME MIELODISPLASICO: consideramos a un paciente con SMD si
presentaba citopenias en un estudio de biometria hematica (Hemoglobina <10gr/dL; Neutréfilos
<1,800/uL y/o Plaquetas <100,000/uL), sin tener causal aparente (Sin enfermedad
hematoldgica previa; sin enfermedad autoinmunitaria; sin haber recibido quimioterapia o
radioterapia; con panel viral para VIH, Hepatitis B y C negativos; perfil tiroideo normal; sin
deficiencia de hierro, acido folico o complejo B), y de quien se dispuso de una muestra de
médula ésea tefiida con Wright, en la que se observaron <20% de blastos del total de células

nucleadas, con 210% de displasia en la serie eritroide, mieloide y/o megacariocitica.

De acuerdo a estos hallazgos se clasificd en uno de los 7 subtipos de sindrome mielodisplasico
identificados por la OMS, 2008: Citopenia refractaria con displasia unilinaje; Anemia refractaria
con sideroblastos en anillo; Citopenia refractaria con displasia multilinaje; Anemia refractaria
con exceso de blastos, tipo 1y tipo 2; Sindrome mielodisplasico con deleccion aislada del brazo

largo del cromosoma 5; y Sindrome mielodisplasico no-clasificado.

HALLAZGOS
TIPO DE SMD EN SANGRE | HALLAZGOS EN MEDULA OSEA
PERIFERICA
Citopenia refractaria con Unicitopenia o | Displasia unilinaje =210% de las
displasia unilinaje: bicitopenia. células en un linaje.

Anemia refractaria, Neutropenia Blastos <1%. <5% de blastos.

refractaria, Trombocitopeni
efractaria, Trombocitopenia <15% de precursores eritroides de

refractaria. tipo sideroblastos en anillo.
Anemia refractaria con Anemia. 215% de precursores eritroides de
sideroblastos en anillo (ARSA). . tipo sideroblastos en anillo.
Sin blastos.

Displasia unica eritroide.

<5% de blastos.
Citopenia refractaria con Citopenia(s). Displasia 210% de las células en
displasia multilinaje (CRDM). dos o tres linajes.
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Blastos <1%.

No cuerpos de
Auer.

Monocitos
<1000/mL.

<5% de blastos.
No cuerpos de Auer.

+15% de sideroblastos en anillo.

Anemia refractaria con exceso
de blastos tipo 1 (AREB-1).

Citopenia(s).
Blastos 2-4%.

No cuerpos de
Auer.

Displasia uni o multi-linaje.
Blastos 5-9%.

No cuerpos de Auer.

Monocitos

<1000/mL.
Anemia refractaria con exceso | Citopenia(s). Displasia uni o multi-linaje.
de blastos tipo 2 (AREB-2). Blastos 5- Blastos 10-19%.

19%.

+ Cuerpos de
Auer.

+ Cuerpos de Auer.

Monocitos

<1000/mL.
SMD asociado a delecion Anemia. Megacariocitos normales o
aislada del(5q). aumentados con nucleo

Plaquetas .

hipolobulado.
normales o
aumentadas. <5% de blastos.

Blastos <1%.

Anormalidad citogenética aislada
del(5q).

No cuerpos de Auer.

SMD no-clasificado.

Citopenias.

Blastos <1%.

Displasia inequivoca en menos
del 10% de las células en uno o
mas linajes y anormalidad
citogenética presuntiva de SMD.

<5% de blastos.
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IPSS-R: se refiere al Sistema de clasificacion pronostica internacional revisado en 2012, que
identifico a cada caso el diagndstico de SMD e a de cinco categorias de acuerdo al
numero de blastos, estudio citogenético y numero de citopen

e NUMERO DE BLASTOS: espondid a la cantidad de células de aspecto inmaduro
observadas en el microscopio Optico en una muestra de médula ésea preparada con la
tincion de Wright.

Escala: porcentaje respecto del total de células evaluadas.
e ESTUDIO CITOGENETICO: se refirié al estudio citogenético por bandeo GTG, realizado
una muestra de meédula 6sea y cuyo resultado fue categorizado segun el Sistema de
clasificacion citogenética del SMD, publicado en el 2012.
Escala: 1. Muy bueno; 2. Bueno; 3. Intermedio; 4. Pobre; y 5. Muy pobre.
o NUMERO DE CITOPENIAS: es cuando en el estudio inicial de un paciente el reporte de
la biometria hematica indicé: Hemoglobina <10gr/dL, Neutréfilos <1,800/uL y/o Plaquetas
<100,000/pL. Por lo que pueden ser desde 1 hasta 3 citopenias
Escala: 1. Una citopenia; 2. Dos citopenias; 3. Tres citopenias
a) Variables pronosticas:

PUNTOS POR 0
VARIABLE

Citogenética MB “\\\\

Z.; IZ;astos enmédula | _, \\\\\\ N\ \\\\\\\\\\\\\\\\

Hemoglobina (gr/dL) | 10 \\\\& <8 %\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\

Neutréfilos (1x10° | _ o[ _ ¢ &\\\\\\\\\\\\ \\\\\\\\\\\\\\\\

COIENE =

d bI d I d p d t P b (P) -7, (3)/t(3q)/d I(3q) d bI
I y d 7/d el(7q), c mpI eja con 3 anormalidades; Muy pobre (MP): Compleja con
mas de 3 anormalidades
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b) Estratificaciéon pronostica del SMD segun IPSS-R, 2012:

i SUPERVIVENCIA
CATEGORIA DE PUNTAJE GLOBAL (mediana en
Muy bajo <15 8.8
Bajo >1.5a3 5.3
Intermedio >3a4.5 3
Alto >4.5 a 6. 1.6
Muy Alto >6 0.8
Anexo 3
FCM SCORE
Parametro de Valores de Coeficiente de Puntos
citometria referencia regresion

Tamano del cluster >2 2.59 1
relacionado a
mieloblastos (%)
Tamano del cluster <5 1.87 1
relacionado a
progenitores B (%)
Relacién CD45 <4 0275 1.76 1
linfocitos/Mieloblastos
Relacion SCC <6 2.31 1
Granulocitos/linfocito

50



Anexo 4

RED SCORE

Parametro RED Score

CD71CV (%)

<80: 0 puntos
=280: 3 puntos

CD36CV (%)

<65:0 puntos
265: 2 puntos

Nivel de Hemoglobina (g/dl)

>10.5 (M) 0 >11.5 (H): O puntos
<10.5 (M) 0 <11.5 (H): 2 puntos
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Anexo 5

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE
INVESTIGACION MEDICA

Titulo del protocolo: “Relacion entre las alteraciones por citometria de flujo segun las
escalas CFM y RED con el indice pronostico internacional (IPSS-R) en pacientes con
sindrome mielodisplasico”

Investigador principal: Dr. Carlos Roberto Hernandez Pérez.
Sede donde realizare el estudio: Hospital de Especialidades CMN SXXI.

Nombre del paciente

A través de este documento queremos hacerle una invitacion a participar voluntariamente en
un estudio de investigacion clinica. Antes de que usted acepte participar en este estudio, se le
presenta este documento de nombre “Consentimiento Informado”, que tiene como objetivo
comunicarle de los posibles riesgos y beneficios de su participacion para que usted pueda tomar
una decision informada. Su decision es voluntaria, lo que significa que usted es totalmente libre
de ingresar o no en el estudio. Podra retirar su consentimiento en cualquier momento y sin tener
que explicar las razones, sin que esto signifique una disminucién en la calidad de la atencién
meédica que se le provea, ni deteriorara la relacion con su meédico.

El sindrome mielodisplasico (SMD) es una enfermedad hematoldgica que se presenta porque
la médula 6ésea donde se produce la sangre, deja de funcionar, los pacientes presentan
cansancio y palidez de la piel por la baja de gldbulos rojos conocida como anemia, también
pueden tener infecciones frecuentes porque bajan los glébulos blancos que sirven de defensas
contra infecciones, en algunos casos pueden presentar sangrado por baja de las plaquetas que
son unas pequenas células que sirven para la coagulacién. En la médula ésea que se ve al
microscopio las células tienen alteraciones en su forma, pero existen aparatos especiales
pueden ver mejor estas alteraciones, uno de esos aparatos es el citometro de flujo.

El objetivo de este estudio es evaluar si las alteraciones en la forma de las células medidas por
citometria de flujo, de la muestra de médula 6sea que le tomaron al momento de su diagndstico,
nos ayudan a clasificar mejor la enfermedad.

Su participacion consiste en permitirnos analizar sus estudios de laboratorio registrados en su
expediente clinico, asi como los estudios especiales que le realizaron llamados citometria de
flujo y cariotipo, en caso de que se los hayan realizado.

Es posible que los resultados de este estudio ayuden a otros pacientes a clasificar mejor la
enfermedad. Esto no quiere decir que no se haya hecho antes o que su enfermedad esta mal
clasificada, lo que se busca es utilizar una herramienta relativamente nueva como la citometria
de flujo en mejorar la identificacion de cada enfermedad.

El estudio no implica riesgo para usted ya que los datos seran obtenidos del expediente clinico
mientras usted participa en este estudio, asi como los registros de salud relacionados,
informacion que permanecera estrictamente confidencial en todo momento.
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Al firmar la forma de consentimiento, usted otorga su autorizacion para a esta informacion para
el estudio actual y cualquier investigacién posterior que pueda llevarse a cabo utilizando estos
mismos datos. Sin embargo, el Investigador del estudio tomara las medidas necesarias para
proteger su informacioén personal y no incluird su nombre en ningun formato, publicaciones o
divulgacion futura, evitando que usted sea identificado. Si se retira del estudio, no obtendremos
mas informacion personal acerca de usted, pero podremos necesitar continuar utilizando la
informacion ya recopilada.

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a:
Comision de Etica de Investigacion de la CNIC del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso
Bloque “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720. Teléfono
(55) 56 27 69 00 extensidon 21230, Correo electronico: comision.etica@imss.gob.mx.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, he leido y
comprendido la informacion anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera
satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden ser
publicados o difundidos con fines cientificos. Convengo en participar en este estudio de
investigacion. Recibiré una copia firmada y fechada de esta forma de consentimiento

Firma del participante o del padre o tutor Fecha:
Testigo 1 Fecha:
Testigo 2 Fecha:
He explicado al Sr (a). la naturaleza y los

propdsitos de la investigacion; he explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su
participacion, He contestado a las preguntas en la medida de lo posible y he preguntado si tiene
alguna duda. Acepto que he leido y conozco la normatividad correspondiente para realizar la
investigacion con seres humanos y me apego a ella.

Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedidé a firmar el presente
documento.

Firma de investigador.

Fecha:
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