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Abreviaturas.

AA Anemia Apléasica.

MO Medula 6sea

CF Citometria de flujo

TCPH Trasplante de células progenitoras hematopoyéticas.
hTERT Transcriptasainversa de la telomerasa humana.

HPN Hemoglobinuria paroxistica nocturna.

MLPA Amplificacién de sondas dependiente de ligandos multiples
RNAmM Acido ribonucleico mensajero.

DNA Acido desoxirribonucleico.

RNP Ribonucleoproteina.

HLA Antigeno leucocitario humano.

VIH Virus de lainmunodeficiencia humana.

RT Transcriptasa inversa.
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Oficio No. DECS/UP0-2390-2024
Num. Ident. Protocolo. (1541-072/24)

Ciudad de México a 21 de junio del 2024

Dra. Diana Laura Carrillo Rocha
Servicio de Hematologia
PRESENTE

Hacemos de su conocimiento que con esta fecha el Comité de Evaluacion de Protocolos de Investigacion de
Médicos Residentes dictaming la Gltima version de su Protocolo Titulado:
Asociacién entre factores prondsticos al diagnéstico, sobre la proporcién de respuestas globales al

tratamiento con ciclosporina y eltrombopag en pacientes de anemia aplasica.
como:

APROBADO (con cambios sugeridos)

En caso de que su protocolo tenga el dictamen de aprobado cuenta con el siguiente numero de registro:

DECS/UPO-CT-2390-2024

En el caso de que su protocolo tenga dictamen de CONDICIONADO A CORRECCIONES, éste NO cuenta
con numero de registro y debe realizar las correcciones que se enlistan en los puntos que integran la tabla
adjunta a este documento para su consideracion y en su caso, aprobacion definitiva y asignacion de nomero
de registro. Si su protocolo tiene dictamen de RECHAZADO, este ya no podra ser evaluado por este comité y
no se le asignara ningiin nimero de registro

Debera entregar la respuesta a las CORRECCIONES en un tiempo de 15 a 30 dias via correo electrénico, a
parti de la fecha de este oficio. Cabe mencionar que de no entregario como se indica, no sera revisado por el
Comité de Evaluacién de Protocolos de Investigacién de Médicos Residentes y su protocolo sera
cancelado.

Si su protocolo tiene dictamen de APROBADO, haga caso omiso de las indicaciones anteriores, ya que el
mismo cuenta con nimero de registro. Asi mismo debera entregar por escrito el avance del protocolo cada 3
meses a partir de la fecha en que fue aprobado y hasta obtener resultado de acuerdo con lo establecido en la
Norma Oficial Mexicana NOM-012-SSA3-2012, de la Secretaria de Salud. De no presentar los avances o
resultados del proyecto, la Direccion de Educacion y Capacitacién en Salud se reserva el derecho de
cancelar el registro del protocolo hasta la entrega de los mismos.

Sin mas por el momento, le envio un cordial saludo.

ATENTAMENTE

Dra. Rocio éémez Lopez
Presidenta del Comité

Ccep .- Acuse
cegr



indice
ReSUMEN @STIUCTUIATO ....oeevevieeiiieciieeeee ettt e e e et eennee e Error! Bookmark not defined.
2. Planteamiento del Problema ..o Error! Bookmark not defined.
3. JUSHIFICACION 1ot Error! Bookmark not defined.
O 1T 0 L0) (=1 LSS Error! Bookmark not defined.
5. ODJetiVO GENEIAL.....c.eeeieeeeee e e Error! Bookmark not defined.
5.1 Objetivos €SPECITICOS....ccuiiiiiiieciecece e Error! Bookmark not defined.
6.1 DiSefn0o de @STUAIO .....ooueeiieriiieiieiiee e Error! Bookmark not defined.
6.2 Poblacion y tamafio de la muestra........cccccceeveevieecieecic e Error! Bookmark not defined.
6.3 Criterios de SEIECCION .......ccuvvieiieieieeeee e Error! Bookmark not defined.
6.3.1 Criterios de iNCIUSION ......coviiiiiiiecieeece e Error! Bookmark not defined.
6.3.2 Criterios de eXCIUSION .....cooeeviiiiienieeece e Error! Bookmark not defined.
6.4 Operacionalizacién de las variables a evaluar y forma de medirla ............ Error! Bookmark not
defined.
(SR o o ToT=To [ 4 11=T 0 | (o TP PUPRTSUPRO Error! Bookmark not defined.
6.7 ANAliSIS €STAUdISTICO ..ovvieiiiiieeeeeee e Error! Bookmark not defined.
7. Aspectos éticos y de bioseguridad.........cccoeevivieiieeciiee e Error! Bookmark not defined.
8. RESUITATOS ...ttt e Error! Bookmark not defined.
9. DISCUSION ittt sttt et sttt sbe e st e e beesaeesateebeenees Error! Bookmark not defined.
10. Referencias BibliografiCas.......ccccvvviiiiiiiiiieceee e Error! Bookmark not defined.
N 1 0 1 PR Error! Bookmark not defined.



Resumen estructurado

Antecedentes: La anemia aplasica es una enfermedad rara, potencialmente mortal, que se
debe a un trastorno hematopoyético inmunomeditado caracterizado por pancitopenia y médula
Osea hipocelular y caracteristicamente existe un reemplazo por tejido adiposo. El tratamiento
de primera linea y si el paciente es candidato estd basado en trasplante de células madre
hematopoyéticas, y en aquellos no candidatos, el tratamiento se basa en la terapia
inmunosupresora 'y trombopoyética, aunque la respuesta al tratamiento varia
considerablemente entre los pacientes se necesita una mejor comprension de los factores

pronésticos al diagndstico que puedan influir en la respuesta al tratamiento.

Objetivo: Evaluar la asociacion entre factores pronosticos al diagnostico y la proporcion de
respuestas globales al tratamiento con ciclosporina y eltrombopag en pacientes con anemia

aplasica.

Material y métodos: Se realiz6 un estudio retrospectivo, observacional y analitico, en donde se
analizaron 22 registros clinicos de pacientes con diagndstico confirmado por biopsia de hueso
de anemia aplasica, se evaluo la asociacion que existe entre todas las variables (demograficas,
bioquimicas, moleculares, y marcadores por citometria de flujo) como factores prondésticos y

su impacto en las respuestas al tratamiento.

Resultados: Los resultados mostraron que de los 22 pacientes con A.A. el 27.2% (n=6)
presentaron una clasificacion no grave, el 54.5% (n=12) presenté una clasificacion grave y solo
el 18.3% (n=4) presentd una clasificacion muy grave. Solo en 13.6% (n=3) de los casos,
presentaban clonas de HPN por citometria de flujo. Los pardmetros bioquimicos no impactaron
antes o después del tratamiento. Los resultados de la expresion del RNAm del gen hTERT en
los 22 fue ausente. Al evaluar la ganancia o pérdida del DNA de los 16 exones por medio de
la técnica molecular de MLPA los resultados mostraron que el 46% (6/13) tuvieron alguna
delecién en algun exon. La respuesta al tratamiento fue nula en el 40.9% (n=9), el 22.7% (n=5)

fue parcial y el 36.4% (n=8) fue completa. La mediana de seguimiento fue de 12 meses (rango
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6 — 30 meses). Finalmente, se realiz6 un andlisis de correlacion y de Odds Ratio para
comprobar el efecto de diferentes variables clinicas sobre la respuesta en los pacientes con
anemia aplasica, sin embargo, ninguna variable mostré6 un efecto significativo sobre la

respuesta al tratamiento.

CONCLUSIONES: En nuestro estudio no se encontrd asociacion estadistica de todos los
parametros en conjunto, si encontramos informacion valiosa al fusionar dos parametros como
citometria de flujo y la expresion del gen hTERT asociados en la respuesta nula o parcial, se
deberan evaluar en futuros estudios los factores que pudieran condicionar la efectividad del
tratamiento con mayor nimero de pacientes. Sin embargo, en la medicina personalizada es
necesario evaluar cada alteracion de manera individual lo que se podria tener resultados mas

precisos en la toma de decisiones terapéuticas.

PALABRAS CLAVE: anemia aplasica, factores prondsticos, respuesta al tratamiento, MLPA,
hTERT, expresion del RNAm.



Introduccioén.

La anemia aplasica es una enfermedad rara, potencialmente mortal, que se debe a un
trastorno hematopoyético inmunomeditado caracterizado por pancitopenia y médula Osea
hipocelular y caracteristicamente existe un reemplazo por tejido adiposo. El tratamiento de
primera linea y si el paciente es candidato esta basado en trasplante de células madre
hematopoyéticas, y en aquellos no candidatos, el tratamiento se basa en la terapia
inmunosupresora 'y trombopoyética, aunque la respuesta al tratamiento varia
considerablemente entre los pacientes se necesita una mejor comprension de los factores

prondsticos al diagnostico que puedan influir en la respuesta al tratamiento.

1.1Definicion.

La anemia aplasica es una enfermedad una enfermedad poco frecuente caracterizada por
presentar pancitopenia asociada a una médula 6sea hipocelular persistente en ausencia de
signos displasicos y fibrosis medular. Se requiere la participacion de al menos dos linajes en
células de sangre periférica para confirmar diagndéstico. Los valores deben ser inferiores a <10
gr/dl para hemoglobina, inferiores a 1,5 x 109/L para neutrofilos e inferiores a 50 x 109/L para

plaquetas®.

1.2Epidemiologia
La anemia aplasica es una enfermedad rara con una incidencia de aproximadamente dos a
tres casos por millon por afio a nivel mundial, pero puede ser tres veces mayor en las
poblaciones asiaticas.?3
Presenta un predominio en el sexo masculino en una relacion 1:1.5, es una enfermedad de los
jovenes y tipicamente ocurre en las primeras tres décadas de la vida con una edad promedio

de alrededor de 20 afios, aunque un segundo pico ocurre alrededor de los 60 afios®.



1.3 Etiologia
La mayoria de los pacientes no tienen una causa subyacente identificada y se clasifican como
idiopaticos, pero la mayoria de los pacientes con Anemia aplasica parecen tener un
componente de destruccion autoinmune de las células madre hematopoyéticas. Se describen

las diferentes etiologias relacionadas con anemia aplasica®>®. Tabla 1.

TABLA 1 ETILOGIA DE LA ANEMIA APLASICA.

Drogas citotéxicas y radiacion Quimicos
Tratamiento de cancer Benceno
Medicamentos Solventes
Anticomiciales: Vapores del pegamento
Carbamazepina,fenitoina
Antibiodticos: Infeccionesvirales
Sulfonamidas,cloranfenicol
AINE’s:Indometacina,fenilbutazona Virusde Epstein-Barr
Antitiroideos: Propiltiuracilo, Tiamazol Virus hepatotropos
Oro,Derivados del arsénico VIH
Quimioterapeuticos Otros Herpes virus

1.4Fisiopatologia
Se han propuesto varias vias fisiopatologicas para explicar la naturaleza patologica de la
enfermedad, pero se supone que la mayor proporcion de casos es resultado de autoinmunidad
uniforme mediada por células T y destruccion de la médula que conduce a una hematopoyesis

defectuosa y casi ausente. El interferon gamma, otras citoquinas (por ejemplo, IL-17), células
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asesinas naturales y autoanticuerpos también han sido implicados en la destruccion inmune

de las células madre hematopoyéticas’®. Figura 1.
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FIGURA 1. MECANISMO INMUNOPATOGENICO DE LA APOPTOSIS DE CELULAS MADRE O PROGENITORAS
HEMATOPOYETICAS EN LA MEDULA OSEA DE ANEMIA APLASICA. IMAGEN TOMADA EUR J HAEMATOL.
2018;101(6):711~20.

1.5 Cuadro clinico.

El paciente con Anemia aplasica presenta con mayor frecuencia infecciones recurrentes
debido a neutropenia, hemorragia mucosa o menorragia debido a trombocitopenia, o fatiga y
hallazgos cardiopulmonares asociados con anemia progresiva. Las infecciones suelen ser
bacterianas e incluyen sepsis, neumonia, infecciones de la piel (celulitis, abscesos) e
infecciones del tracto urinario; La infeccidn fungica invasiva es una causa comun de muerte,

especialmente en sujetos con neutropenia prolongada y grave®.

Otros pacientes (en su mayoria nifios) tienen manifestaciones somaticas asociadas con

sindromes hereditarios especificos (p. €j., baja estatura, microcefalia, retraso en el desarrollo,
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lesiones en la piel y las ufias). Sin embargo, algunos adultos con anemia aplasica también
pueden manifestar anomalias somaticas caracteristicas (p. €j., distrofia ungueal asociada con

disqueratosis congénita) debido a un trastorno hereditario no reconocido previamente®.

1.6Diagnéstico.
El diagnéstico de Anemia aplasica se basa en la exclusion de otros trastornos que pueden
causar pancitopenia, es obligatoria una biopsia de médula 6sea con hallazgo de ser hipocelular
(<25%), con células grasas y el estroma fibrotico reemplazan el tejido normal de la médula

6sea. Deben descartarse causas secundarias *°. Figura 2.

FIGURA 2. LA SUSTITUCION DE LAS CELULAS HEMATOPOYETICAS POR GRASA ES LA CARACTERISTICA
PATOLOGICA DISTINTIVA DE LA ANEMIA APLASICA. IMAGEN TOMADA DEL N ENGL J MED.
2018;379(17): 1643-56

1.7 Clasificacion

Camitta en 1982 hizo la descripcion de los criterios de severidad, los cuales se encuentran
vigentes hasta la actualidad dividiéndolo en tres grupos de acuerdo con la profundidad de las
citopenias, cumpliendo todos con el criterio de una celularidad en médula 6sea menor al 25%.

Tabla 2. Los criterios de Camitta correlacionan con la supervivencia de los pacientes, aquellos
11
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pacientes clasificados como anemia apldsica no grave tienen una supervivencia a los 24
meses superior al 80%, aquellos con anemia aplasica es superior al 60% y por otra parte los
clasificados como muy grave su supervivencia de alrededor del 50%*2°.

Tabla 2. Criterios de Camitta

Anemia aplasica grave

+Celularidad de la médula ésea<25%

«Al menos dos de los siguientes
*Recuento absoluto de neutrofilos (ANC) en sangre periférica (SP)<500/microL
*Recuento de plaquetas en SP<20,000/microL

Anemia aplasica muy grave

+Recuento de reticulocitos en SP<20,000/microL
-Criterios de AA grave

Anemia aplasica no grave

«ANC menor a 200/microL
+Médula 6sea<25%
+No cumple criterios de grave o muy grave

1.8Factores prondsticos involucrado en la respuesta al tratamiento.
Se ha informado sobre los esfuerzos para identificar marcadores practicos y solidos capaces
de predecir los resultados después de la terapia inmunosupresora y la adicion de agentes
trombopoyéticos, estos marcadores pueden proporcionar potencialmente informacion

adicional para la toma de decisiones clinicas®’.
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1.8.1 Factores socio-demograficos.

La edad es un predictor de los resultados de la terapia inmunosupresora y agonista
trombopoyético, en general la tasa de respuesta es mayor en nifios que en pacientes mayores,
segun se informa los pacientes pediatricos tienen una tasa de respuesta de aproximadamente
70 a 80%, pacientes adultos jovenes entre 60-70% y pacientes adultos de 40-50 afios de edad
entre 50-60% (10). Se ha identificado que los hombres muestran mejores tasas de respuesta
que las mujeres, esta relacion se ha observado en estudios Europeos, en la que una cohorte
de pacientes mujeres demostré un retraso en la recuperacion de la funcion de la medula 6sea

después de la terapia inmunosupresora®’.

1.8.2 Factores bioquimicos.
Varios estudios han demostrado que las variables bioquimicas previas al tratamiento se
correlacionan con una buena respuesta a la terapia inmunosupresora, se ha observado que el
recuento absoluto de reticulocitos y el recuento absoluto de linfocitos predicen la respuesta y
la supervivencia en pacientes con anemia aplasica severa tratados con inmunosupresion,
cuando se combinaron los dos parametros predictivos de recuentos absoluto de reticulocitos,
el recuento absoluto de linfocitos, los pacientes con recuentos absolutos de neutrofilos y
recuentos absoluto de reticulocitos iniciales mas altos tuvieron una tasa de respuesta un 40%
mayor que aquellos con conteos mas bajos. Un recuento absoluto de neutréfilos mas alto
parece estar correlacionado con una mejor respuesta a la terapia inmunosupresora y

trombopoyétical?.

Asi mismo se ha reportado sobre el valor prondéstico del ancho de distribucion de los globulos
rojos, como factor prondstico en pacientes con anemia aplasica tratados con ciclosporina mas
androgenos, ya que el ancho de distribucion eritrocitaria elevado en el momento del
diagnostico estaba estrechamente asociado con el prondstico en pacientes con anemia
aplasica. La supervivencia global a 5 afios en la supervivencia libre de progresion 5 afios con

niveles altos del ancho de distribucion eritrocitaria fueron superiores a las del grupo con niveles
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normales del ancho de distribucién eritrocitaria en pacientes con anemia aplasica tratados con

terapia inmunosupresora®®!4,

1.8.3 Factores moleculares.
Los teldbmeros son estructuras de nucleoproteinas compuestas de repeticiones de DNA en
tandem (TTAGGG)", de longitud promedio de ~10 kb en humanos y un complejo proteico
Shelterin de seis miembros conocido como de proteccion. Los teldmeros son elementos
estructurales que sellan los extremos de los cromosomas, protegiéndolos de la recombinacion,

la fusién de un extremo a otro y el reconocimiento como ADN dafiado?®. Figura 3.
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FIGURA 3. SE MUESTRA LA HOLOENZIMA HTERT Y LA RNA TERC Y
COMO SE UNE A LA REGION DEL TELOMERO CON EL COMPLEJO DE
PROTEINAS QUE PROTEGEN ESTA REGION. IMAGEN TOMADA

BIOMEDICINES. 2021 MAY;9(5):526.
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La telomerasa es una ribonucleoproteina (RNP) formada por un dimero central que consta de
un componente proteico de transcriptasa inversa (RT) (hTERT) y un componente de RNA
(TERC) que sirve como plantilla para la sintesis de DNA dependiente de RNA. generalmente
una reduccion del 50% en la expresion de dicha enzima esta relacionada con una reduccion

parcial de su actividad y es suficiente para alterar el mantenimiento de los telomeros?®.

Existen varios estudios donde se correlaciona alteraciones moleculares con el prondstico en
pacientes portadores de anemia aplasica, se ha observado que una expresion reducida de la
enzima hTERT se correlaciona con mayor gravedad de la anemia aplasica, mayor riesgo de
recaida, y menor supervivencia general, asi como riesgo de evolucion clonal (mediante la

adquisicion de nuevas aberraciones citogenéticas)?’.

1.8.4 Marcadores por citometria de flujo.
En un estudio reciente, se encontré una correlacion entre un aumento en la proporcion de
células tipo HPN y una respuesta favorable a la terapia inmunosupresora en pacientes con
Anemia Aplasica, se demostré que una poblaciéon menor de células tipo HPN predice una
buena respuesta a la terapia inmunosupresora, asi como un buen prondstico para los

pacientes con anemia aplasica después de la terapia inmunosupresora. 819,

1.9 Tipos de tratamiento

Existen dos opciones de tratamiento, el Trasplante de células progenitoras (TCPH), y la terapia

inmunosupresora (globulina antilinfocito y ciclosporina). 2021,

Se ha documentado que solo el 30% de los pacientes con anemia aplasicacontaran con
donador compatible, por tal motivo se estudio la eficacia de tratamiento inmunosupresor el cual
cuenta con una tasa de respuesta del 71% y una probabilidad de sobrevida a 4 afios de 90%.

Se ha encontrado altas tasas de sobrevida a largo tiempo en pacientes con TCPH HLA idéntico

15
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de donador familiar hasta 90% en nifios y 80% en adolescentes, disminuye a 50% en

pacientes mayores, especialmente mayores de 40 afios?223.

La adiciébn de agentes trombomiméticos como eltrombopag a la terapia inmunosupresora,
descrita como terapia triple inmunosupresora, ha mostrado un incremento en las tasas de
respuestas tanto completas como parciales en un 88% a seis meses y un 40% a dos afios de

seguimiento, en algunos pacientes representando una terapia puente al TCPH?425,

1.9.1 Ciclosporina

La ciclosporina ejerce efecto inhibitorio sobre linfocitos T e inhibe la transcripcion de
interleucina 2 e interferon?®. En un estudio europeo en 1989 se encontré que la ciclosporina
present6 efectividad como tratamiento para pacientes con falla medular grave previamente
tratados con terapia inmunosupresora (timoglobulina y altas dosis de metilprednisolona). En
estudio se otorgo ciclosporina via oral manteniendo niveles de 200 a 300ng/ml, se observé una
disminucion en la tasa de recaidas con mejoria de las tasas de supervivencia, se encontré que
la ciclosporina era una opcidn parapacientes que no eran candidatos a inmunosupresion

vigorosa o a trasplante de células progenitoras hematopoyéticas.?5:27,
1.9.2 Eltrombopag

Es un agonista del receptor de trombopoyetina, inicialmente mostrd eficacia en pacientes con
anemia aplasica que mostraban refractariedad a la terapia inmunosupresora habitual, Peffault
de Latour, R y colaboradores en su estudio publicado en la revista NEJM, mostré6 que
eltrombopag en combinacién con timoglobulina de caballo en conjunto con ciclosporina
presentaba mayor eficacia en pacientes con anemia aplasica grave o muy grave utilizado como

terapia inicial.?®2°,

1.9.3. Descripciobn de los farmacos de la terapia inmunosupresora

Inmunoglobulina.
16
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En las décadas de 1980 y 1990 la mayoria de los estudios formales sobre la eficacia del
tratamiento en pacientes con anemia aplésica grave con globulina antilinfocito de caballo,
observaron respuestas hematoldgicas tanto parciales y completas, en aproximadamente dos

tercios de los casos, produjo una tasa de respuesta del 60-65%%.

La globulina antilinfocito tiene efecto depletor sobre los linfocitos T, tanto en el injerto como en
el huésped en TCPH, tiene varias indicaciones como la prevenciono tratamiento de rescate en
el rechazo agudo en trasplante de 6rganos sélidos, acondicionamiento para trasplante
alogénico de células hematopoyéticas, enfermedad injerta contra huésped, tratamiento de

anemia aplasica y otros padecimientos autoinmunes.

Como mecanismos de accion se incluyen la modulacion de moléculas de superficie de
adhesion y la expresion de receptores de citocinas, asi mismo puedeinterferir con la funcion

de linfocitos B, linfocitos T reguladores, linfocitos T citotoxicos y células dendriticas. 3.
1.8 Respuesta a tratamiento

En un estudio europeo de publicado en la revista de la Asociacion Americana de Medicina
(JAMA) en 2003 la respuesta se definié en aquel paciente que no presente citopenias, la
ausencia de transfusiones y ausencia de administracién de factor estimulante de colonias de
granulocitos.'®. Esto se relacioné de manera importante a la supervivencia a un afo y la

recaida se consideré como la restitucion de terapia inmunosupresora.3?

En Japon en un estudio multicéntrico en 2011 donde participaron 79 hospitales, se analizo el
tipo de respuesta de pacientes con anemia aplasica que recibieron terapia inmunosupresora
con ciclosporina. En aquellos pacientes con anemia aplasica grave o muy grave se definié
como respuesta completa, un recuento de neutréfilos mayor a 1.5x'9/L, recuento plaquetario
mayor a 100x%L, niveles de hemoglobina mayores a 8 g/dL y que el paciente no requiriera
transfusion de hemocomponentes. Una respuesta parcial se considera el recuento de

neutréfilos mayor a 0.5x'%/L, recuento plaquetario mayor 20x%/L y niveles de hemoglobina
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mayor a 8.0 g/dL, y sin requerimientos transfusionales. En la clasificacion de anemia aplasica
no grave, se considera una respuesta m#athos neutréfilos son mayores a 1.0x'9/L, recuento
plaquetario mayor a 30x10/L, niveles de hemoglobina mayor a 8.0g/dL, y que el paciente no

requiera transfusiones®. Tabla 3.

TABLA 3 TIPO DE RESPUESTA AL TRATAMIENTO EN PACIENTES CON ANEMIA APLASICA.

Respuesta completa (CR)
¢ Recuento absoluto de neutrdéfilos >1.500/uL
¢ Recuento de plaquetas >150,000/uL
e Hemoglobina arriba de 12g/dL

« Independencia de la transfusion de gldbulos rojos y plaquetas

Respuesta parcial (PR)

o Mejora de la citopenia con recuento absoluto de neutrdfilos
=>500/uLy plaquetas =20,000/uL

« Hemoglobina arriba de 8g/dL

1 +/-Transfusion dependiente

Ninguna respuesta
o Sigue cumpliendo con los criterios de anemia aplasica

o Dependencia transfusional continua

2. Planteamiento del Problema

La Anemia Aplasica grave es una enfermedad hematologica poco frecuente pero
potencialmente mortal, se engloba dentro de los sindromes de falla medular, el tratamiento

curativo es el trasplante alogénico de células hematopoyéticas, sin embargo, en pacientes no
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candidatos el tratamiento inmunosupresor y trombopoyético se convierte en la opcion inicial
predominante.

A pesar de los avances en la identificacion de variables predictoras de la respuesta al
tratamiento, estas se han incorporado previamente al inicio de las terapias, generando un
conocimiento limitado sobre el pronostico a largo plazo y la eficacia terapéutica. La carencia
de informacion precisa en este aspecto es crucial, ya que el tratamiento prolongado conlleva
el riesgo de evolucion clonal y el aumento subsiguiente del riesgo de neoplasias, por otra parte,
esta limitante impide personalizar las intervenciones terapéuticas, o que podria impactar

negativamente en la calidad de vida de los pacientes.

Con base a lo anterior nos formulamos la siguiente pregunta:
¢,Cual es la asociacion que existe entre los factores pronosticos al momento del diagnéstico y
la proporcion de respuestas globales al tratamiento con ciclosporina y eltrombopag en

pacientes diagnosticados con anemia aplasica?

3. Justificacion

A pesar de los avances en medicina, el tratamiento de la anemia aplasica grave continla
enfrentandose a desafios sustanciales, y la variabilidad significativa en la respuesta de los
pacientes a diversas modalidades terapéuticas resalta la complejidad inherente a esta
condicion. La heterogeneidad en las respuestas al tratamiento sugiere la imperante necesidad
de estrategias terapéuticas personalizadas que consideren las singulares caracteristicas de
cada paciente. En la literatura existente, se reconocen variables clave, como la edad, el sexo,
los recuentos de sangre periférica y las mutaciones genéticas, asi como marcadores
identificados mediante citometria de flujo, como factores que influyen en la respuesta
terapéutica. Sin embargo, se ha observado una carencia en la investigacion que evalle

integralmente estas variables en conjunto. Los estudios publicados hasta la fecha han
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abordado estas variables de manera aislada, sin ofrecer una visibn comprensiva de su

interrelacion y su impacto combinado en la respuesta al tratamiento.

En este contexto, al identificar factores prondsticos y comprender como interactian entre si,
se podran desarrollar estrategias terapéuticas mas precisas y eficientes, mejorando asi la
atencion clinica y los resultados para aquellos pacientes con anemia aplasica que no

responden a las terapias convencionales.
4. Hipo6tesis

Si existe una asociacion entre los factores pronosticos al diagnostico y la proporcion de
respuestas globales al tratamiento con ciclosporina y eltrombopag mayor a 0.8 entonces, se
podran identificar aquellos factores de mal pronostico para la proporcion de respuestas

globales, adaptando las terapias a las necesidades individuales de cada paciente.

5. Objetivo general
Asociar factores prondésticos al diagnostico y la proporcion de respuestas globales al

tratamiento con ciclosporina y eltrombopag en pacientes con anemia aplasica.

5.1 Objetivos especificos
e Identificar los factores demograficos, bioquimicos, moleculares y marcadores por
citometria de flujo involucrados en la respuesta al tratamiento con ciclosporina y
eltrombopag.
e Conocer la proporcion de respuestas globales con tratamiento ciclosporina y
eltrombopag.

6. Metodologia

6.1 Disefno de estudio

Tipo de estudio  Descripcion
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Retrospectivo Se realiz6 la captura de datos de los registros clinicos y moleculares
obtenidos mediante expedientes de pacientes con diagnostico de anemia
aplasica atendidos en el servicio de Hematologia.

Observacional No se realiz6 ninguna maniobra ya que se obtuvieron los datos de
registros clinicos.

Longitudinal. Se realiz6 un seguimiento longitudinal para identificar el prondstico a
través del tiempo de seguimiento.

Se realiz6 el andlisis de los registros clinicos y moleculares para
” identificar la asociacién que existe sobre la proporcién de respuestas

Analitico

globales al tratamiento.

6.2 Poblacion y tamafio de la muestra

6.2.1. Poblacion

Registros clinicos obtenidos a partir de los expedientes de pacientes atendidos en el

departamento de hematologia del Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga”, con el

diagnostico de anemia aplasica desde el afio 2019 al 2024.

6.2.2 Tamafno de la muestra

El tamafio de la muestra se estimo utilizando la férmula de Bondad de Ajuste, basada en el

tamafo del efecto esperado en comparacion con el tamafio del efecto reportado en otros

estudios similares. Se realiz6 el calculo de tamafio de la muestra mediante la herramienta G-

Power 3.1.9.2.

A continuacion, se enlistan los valores asignados para el calculo del tamafio de la muestra.
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Input Parameters Output Parameters
Determine =>  Effect sizew 0.60 Noncentrality parameter A 7.9200000
o err prob 0.05 Critical X2 3.8414588
Power (1-B err prob) 0.8 Total sample size 22
Df 1 Actual power 0.8035275

A partir de un tamafo del efecto esperado de 0.60, se obtuvo una muestra total de 22
pacientes.

x* tests — Goodness-of-fit tests: Contingency tables
Df =5, o« err prob = 0.05, Effect size w = 0.8

26 —

Total sample size

0.6 0.65 0.7 0.75 0.8 Q.85 0.9 0.95
Power (1-B err prob}

6.3 Criterios de seleccién
6.3.1 Criterios de inclusién

e Expedientes de pacientes de ambos géneros y mayores de 18 afios.
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Expedientes de pacientes con diagndéstico de anemia aplasica confirmada por biopsia
de hueso.

Expedientes de pacientes con anemia aplasica que hayan recibido tratamiento en
combinacién con ciclosporina y eltrombopag.

6.3.2 Criterios de exclusién

Expedientes de pacientes con registros incompletos.

Registros de pacientes que fueran atendidos en otra institucién o que pidieran cambio
a otra institucion.

Expedientes de pacientes en quienes durante el seguimiento se detecté alguna otra
enfermedad hematologica.

Expedientes de pacientes quienes hayan recibido algun otro tratamiento

inmunosupresor.

6.4 Operacionalizacion de las variables a evaluar y forma de medirla

TABLA 4. TIPO DE VARIABLES UTILIZADAS EN PACIENTES CON ANEMIA APLASICA.

VARIABLE DEFINICION CONCEPTUAL UNIDAD DE TIPO DE CODIFICACION
MEDICION VARIABLE
EDAD. Lapso que transcurre desde el AfRos Cuantitativa N/A
nacimiento hasta el momento de
referencia.
SEXO. Masculino/ Cualitativa 0 masculino.
Rango de caracteristicas fisicas Femenino Dicotomica. 1 femenino.

mentales o del comportamiento
que distinguen entre masculinidad

y feminidad
TRATAMIENTO CON Tratamiento inmunosupresor con Presencia/ Cualitativa 0 ausencia
CICLOSPORINAY inhibidor de la calcineurina y ausencia 1 presencia
ELTROMBOPAG agonista del receptor de
trombopoyetina
INDEPENDENCIA Pacientes que no requieren Presencia/ Cualitativa 0 ausencia
TRANSFUSIONAL transfusion de ningun Ausencia 1 presencia

hemocomponente como
tratamiento
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Conteo absoluto de gramos de g/dl Cuantitativa N/A
hemoglobina en muestra de Continua.
sangre periférica
NEUTROFILOS Conteo automatizado de niumero 103/pl Cuantitativa N/A
absoluto de neutrdfilos en
muestra de sangre periférica
Conteo automatizado de numero 103/pl Cuantitativa N/A
absoluto de plaquetas en
PLAQUETAS muestra de sangre periférica
RETICULOCITOS Conteo automatizado de numero Cuantitativa N/A
absoluto de plaquetas en
muestra de sangre periférica
ANCHO DE Variabilidad del tamafio de los Normal/Disminui Cualitativa 0 normal
DISTRIBUCION DE eritrocitos da. 1 disminuida.
LOS GLOBULOS
ROJOS
GRAVEDAD DE Estadificacion de acuerdo con No grave/ grave/ Cualitativa 0 no grave
ACUERDO CON niveles de plaquetas, reticulocitos muy grave Nominal 1 grave
CAMITTA y neutrofilos. 2 muy grave
RESPUESTA AL Pacientes que aumentan cifras de Nula/ Parcial/ Cualitativa 0 nula
TRATAMIENTO DE plaquetas, neutréfilos y Completa 1 parcial
ANEMIA APLASICA hemoglobina a valores normales, 2 completa
logran independencia
transfusional y ausencia de
criterios de severidad de acuerdo
con Camitta
EXPRESION DEL Enzima responsable del Presencia/Ause Cualitativa 0 presencia
RNAM DEL GEN mantenimiento de la longitud de ncia. 1 ausencia.
HTERT. los telémeros
DELECION DE Enzima responsable del Presencia/Ause Cualitativa 0 normal
ALGUN EXON DEL mantenimiento de la longitud de ncia 1 delecién
GEN HTERT los telémeros
MARCADORES POR Cantidad de células que tienen presencia/ cualitativa 0 presencia.
CITOMETRIA DE deficiencia de proteinas de ausencia 1 ausencia.
FLUJO (CD 55, membrana ancladas a
CD59.) glicosilfosfatidilinositol

6.5 Procedimiento

Se reviso los registros de los pacientes atendidos en la clinica de fallos medulares del servicio

de Hematologia del Hospital General de México “ Dr, Eduardo Liceaga”.
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Se solicitd a archivo clinico los expedientes para obtener la informacion de interés incluyendo:
edad, sexo, recuentos de biometria hematica al diagnostico, tales como niveles de
hemoglobina, plaquetas, neutrdéfilos, reticulocitos, ancho de distribucion eritrocitaria,
marcadores genéticos como expresion a nivel de RNAm por Rg-PCR de la del gen hTERT,
deleciones de los exones del gen hTERT vy finalmente marcadores por citometria de flujo con
la finalidad de identificar células sanguineas de CD55 y CD59 compatibles con clonas de
Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna, y de esta manera asociar todas las variables en su
conjunto para evaluar respuesta a la terapia con ciclosporina y eltrombopag. Se obtuvieron los

datos y posteriormente se capturaron en una base de datos.

6.7 Anéalisis estadistico
Se utilizo el paquete estadistico SPSS version 25 (NY, IBM) para el analisis de datos y el

programa Graph Pad Prism Version 7.0 para realizar las gréficas.

Se medio la heterogeneidad de las varianzas por medio de una prueba de Levine.

b. Para el andlisis de las variables demograficas se realizo la estimacion de medias,
se empleara desviaciones estandar para las variables paramétricas y medianas,
asi como rangos para las variables cuantitativas no paramétricas.

c. Se analizo lainteraccion de las principales variables cualitativas con los desenlaces
clinicos en la poblacion a partir de un analisis de Chi cuadrada, mientras que para
la comprobacién de la hipotesis se utilizara un analisis de correlacién de Pearson.

d. Como un apartado extra se realizé un andlisis de OddsRatio de diferentes variables
dicotdmicas que puedan influir con la respuesta a tratamiento.

e. La respuesta o el efecto de todas las variables se estimo6 a través del andlisis de

regresion de cox.
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7. Aspectos éticos y de bioseguridad

La realizacidon de este estudio no se contraviene la “Declaracion de Helsinki de la Asociacion
Médica Mundial” de 1964, que establece los principios éticos para las investigaciones médicas en
los seres humanos. Esta investigacion de acuerdo con la “Ley General de Salud” de México y con
su “reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacién para la Salud”, en su Titulo
22, Capitulo 12, Articulo 17, Fraccion Il, se considera como “investigacién de riesgo menor a
minimo”, ya que se revisaran datos del expediente clinico, sin poner en riesgo la salud de los
pacientes, por lo que con ello se solicita omision de uso de consentimiento informado.

Los autores damos testimonio que, al manejar informacion retrospectiva, se cumple con los
aspectos éticos de privacidad y confidencialidad, ademas que la informacion se utilizara
exclusivamente para fines académicos y de investigacion. Los autores no contamos con ningun
tipo de interés econdmico, farmaceéutico, politico, o social de dicha investigacion. Este estudio tiene
el siguiente registro: DECS/UPO-CT-2390-2024.

8. Resultados

Caracteristicas demograficas de la poblacion.
En este estudio se incluyeron un total de 22 registros clinicos de pacientes que han sido
atendidos en nuestro servicio en el periodo 2019-2023. De los 22 pacientes incluidos, el 59%

(n=13) fueron hombres, mientras el porcentaje restante fueron mujeres. Figura 4. La mediana

de edad fue de 44 afios (rango 21-74 afos).
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Mujeres 41%

Hombres 59%

FIGURA 4. DISTRIBUCION POR SEXO EN ANEMIA APLASICA.

Clasificacion criterios CAMITTA.

En el 100% (n=22) de los pacientes se realizé una biopsia al diagnostico. Los resultados de la
biopsia se clasificaron de acuerdo con los criterios de Camitta, en donde el 27.2% (n=6)
presentaron una clasificacion no grave, 54.5% (n=12) present6 una clasificacion grave y solo

el 18.3% (n=4) presentd una clasificacion muy grave figura 5.
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A.A.Muy Grave )\ No Grave
18.30% 22.70%

A.A Grave
54.50%

FIGURA 5. DISTRIBUCION DE ACUERDO CON LA CLASIFICACION DE CAMITTA.

Estado clinico al diagndéstico

Al diagnéstico, al 100% de los pacientes se les realizd una Citometria de Flujo con el fin de
detectar las clonas de HPN, sin embargo, solo en 13.6% (n=3) de los casos, este resultado fue

positivo. Mientras que en los pacientes restantes se mostré un resultado negativo.

Por otra parte, se examinoé si los pacientes habian recibido tratamiento previo al diagndstico,
36.3% (n=8) recibieron terapia basado en Ciclosporina + Danazol. Al buscar si algan paciente
habia tenido una comorbilidad previa, solo un paciente reporté haber tenido Miomas previo al

diagndstico de anemia aplasica.

Para responder la hipotesis del estudio, se realiz6 un analisis de correlacion y de Odds Ratio
para comprobar el efecto de diferentes variables clinicas sobre la respuesta en los pacientes
con anemia aplasica. Se analizaron las variables de sexo (p=0.631), edad >60 afios (p=0.416),

la clasificacion por Camitta (p=0.631), tratamiento previo (p=0.291) y toxicidad (p=0.382), sin
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embargo, ninguna variable mostré un efecto significativo sobre la respuesta al tratamiento.
Variables como la presencia de exones, el diagnéstico por citometria y la independencia
transfusional, no se pudieron analizar debido a la limitada muestra que se presentd en el
estudio. En la Figura 6 podemos observar el diagrama de bosque que muestra graficamente

el comportamiento de las variables.

FIGURA 6. FOREST PLOT SOBRE LA RELACION ENTRE LAS DIFERENTES VARIABLES Y LA RESPUESTA AL
TRATAMIENTO.

Respuesta al tratamiento

Tratamiento previo - &
Edad > 40 afios |—o—|
Sexo-
Toxicidad - ®
Camitta - k t !
IR L B B L Lk R I R
09\ o N ) '@Q

Odds Ratio (OR)

Parametros bioquimicos.

Como parte del estudio, se recopilaron los valores iniciales y finales de parametros bioquimicos
gue se piden con regularidad en nuestro servicio a los pacientes con anemia aplasica. En la
Tabla 5 se muestran los valores de cada una de las variables. Al comparar las medianas solo
la bilirrubina total tuvo una diferencia significativa en comparacién con su valor final (p=0.012).

Aunado a esto, se recopilaron los valores de Ferritina inicial en siete pacientes, de los cuales
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tres mostraron niveles elevados (ferritina > 100 ng/d) en comparacion con el final del estudio

donde solo se pudieron recabar cinco y todos mostraron niveles muy elevados de ferritina.

TABLA 5. VALORES BIOQUIMICOS INICIALES Y FINALES DE LA POBLACION CON ANEMIA APLASICA

VALOR INICIAL VALOR FINAL VALOR P
(N=22) (N=22)
HEMOGLOBINA 6.85 8.25 0.115
(MG) (2.60 — 10.70) (06.00 — 15.00)
LEUCOCITOS (X10%/uL) 2.20 2.80 0.134
(0.20 — 4.70) (0.50 — 4.80)
NEUTROFILOS 0.67 0.90 0.286
(X10%/uL) (0.10 — 200.00) (0.20 — 2.20)
PLAQUETAS 12.00 29.50 0.078
(X10%/uL) (02.00 — 42.00) (03.00 — 110.00)
CREATININA 0.66 0.70 0.875
(MG/DL) (0.40 — 1.00) (0.45 — 3.20)
BILIRRUBINA TOTAL 0.50 1.14 0.012
(MG/DL) (0.29 — 0.94) (0.39 — 5.60)
AST 16.00 28.00 0.039
(MG/DL) (12.00 — 33.00) (10.00 — 400.00)
ALT 16.00 24.50 0.930
(MGI/DL) (11.00 — 62.00) (3.00 — 400.00)

AST: Aspartato Aminotransferasa; ALT Alanino Aminotransferasa. Los datos se expresan en medianas (rango). Se realizé un analisis de Wilcoxon
de muestras relacionadas para la comparacion de las medianas. Se tomo un valor de p<0.05 como significancia estadistica.

Parametros moleculares

Cuando se evaluo los resultados de la expresion del RNAmM del gen hTERT en los 22 pacientes
con anemia aplasica obtenidos del laboratorio de investigacion del servicio de hematologia, lo
resultados demostraron que hay ausencia de la expresion, esto podria provocar inactividad de

la enzima y por lo tanto el acortamiento de los telomeros. Figura 7
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FIGURA 7. SE MUESTRA EL PLOT DE LA QRT-PCR PARA LA EXPRESION DEL RNAM DEL GEN HTERT EN LOS
22 PACIENTES CON A.A.

La expresion del gen endégeno GUSB se muestra en la figura 8, en donde se puede apreciar

expresion por medio de gRT-PCR, que representa el control interno que valida el estudio de
expres
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FIGURA 8 SE MUESTRA EL PLOT DEL LA QRT-PCR PARA LA EXPRESION DEL RNAM DEL GEN
ENDOGENO GUSB EN LOS 22 PACIENTES CON ANEMIA APLASICA.

Al evaluar la ganancia o pérdida del DNA de los 16 exones por medio de la técnica molecular
de MLPA (ligacién de sondas de multiples fragmentos), realizado también en el laboratorio de
Investigacion del servicio de Hematologia del gen hTERT, se lograron realizar en 13 pacientes
de 22, por la falta de material genético, los resultados mostraron que el 46% (6/13) tuvieron

alguna delecién en algun exon de los 16 que conforman el gen. Tabla 6.

Al identificar las principales deleciones (del), se demostré que hay perdida en el exén 1 en los
pacientes T7, T8, T15 y T22, esto podria provocar alteraciones funcionales a nivel de la
proteina, en particular en el domino TEN de la enzima, este dominio interactia con el DNA
como el RNA. La unién al DNA facilita la carga de la enzima telomerasa en los cromosomas.

En conclusién, esto provocaria un defecto en el mantenimiento de los telémeros.
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Otras alteraciones que encontramos es en los exones que codifican al dominio RT (reverso
transcriptasa) con actividad catalitica en los pacientes T7, T8 y T18 (de los exones 4-13), esto
podria provocar un acortamiento de los telomeros y como consecuencia senescencia celular.
Ademas de lo anterior en estos mismos pacientes se identificé del en los exones 14-16, region
que codifica al dominio CTE, responsable de las diferentes interacciones proteina-proteina, asi
como la regulacion de la localizacion celular de la proteina. Este dominio en condiciones
normales le confiere proteccion de la regién telomérica por lo que su deficiencia provocaria

gue los telémeros queden expuestos y acortamiento en la longitud telomérica. Figura 8.
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FIGURA 9. SE MUESTRAN LAS VARIATES DEL RNAM DEL HTERT Y LOS EXONES QUE CODIFICAN A LOS DOMINIOS DE LA
PROTEINA.
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Al evaluar de manera individual el impacto que tienen las deleciones del gen hTERT en cada
uno de los pacientes con AA, el paciente T7 de 61 afios, femenino con ausencia de expresion
del RNAm del gen hTERT pero con delecidon en el exén 1,6 se encontraba en la clasificacion
de Camitta como A.A muy grave sin clonas para HPN, ausencia en la respuesta al tratamiento
y a un afo de seguimiento.

En el caso del paciente T8 femenino con 21 afios con ausencia de la expresion del RNAm del
gen hTERT y deleciéon en el exén 1,2,5,14,16 con tratamiento previo de ciclosporina y danazol,
al asociarlo con la clasificacién de Camitta se ubic6 como no grave, pero con clonas presentes
de HPN por criometria de flujo con respuesta parcial, a un afio de seguimiento.

En el caso del paciente T13, masculino de 53 afios con ausencia de expresion del gen hTERT
y deleciones en el exdn 1,6 mostro de acuerdo con la clasificacion como A.A no grave sin
presencia de clonas de HPN con respuesta parcial.

El paciente T15, masculino de 41 afios con ausencia de clonas de HPN, sin toxicidad sin
tratamiento previo y con A.A no grave, pero con respuesta parcial se reporté que tiene solo
una delecion en el exdn 6 del gen hTERT. El otro paciente T18 masculino de 46 afos sin
presencia de clonas de HPN, con respuesta al tratamiento parcial y clasificado como A.A grave
con evolucion de 5 afios presento deleciones en los exones 4,5,13,14,16 del gen hTERT.
Finalmente, el paciente T22, femenino de 56 afos, con A.A grave sin clonas de HPN, sin tx
previo sin repuesta al tratamiento o nula con deleciones en los exones 1,2,14,16 del gen
hTERT. Es importante notar que ninguna alteracion fue relacionada con aquellos pacientes

con respuesta completa al tratamiento.
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TABLA 6. SE MUESTRAN LOS RESULTADOS OBTENIDOS DEL ANALISIS DE MLPA EN 13 PACIENTES CON ANEMIA APLASICAEN EL
DNA DE LOS 16 EXONES ANALIZADOS DEL GEN HTERT.

No 1 ID Severidad Resultados de MPLA Respuesta al Tx
hTERT
1 T1 Normal
2 T5 Normal
3 T6 Normal
4 T7 AA muy grave Ex 1,6, del Respuesta nula
5 T8 A A no grave Ex 1,2,5,14,16 del Respuesta parcial
6 T9 Normal
7 T12 Normal
8 T13 A.A no grave Ex 1,16 del Respuesta Parcial
9 T14 Normal
10 T15 A.A no grave Ex 6 del Respuesta Parcial
11 T18 A.A grave Ex 4,5,6,13,14,16 del Respuesta Parcial
12 T19 Normal
13 T22 A.A. grave Ex 1,2,14,16 del Respuesta nula

Parametros por citometria de flujo para clonas de Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna.

Debido a que se realiz6 esta prueba Unicamente en 22 pacientes diagnosticados con anemia
aplasica, y en 3 pacientes se reportaron con clonas para hemoglobinuria paroxistica nocturna,
por lo que no se pudo correlacionar esta variable con los desenlaces clinico, por lo anterior se
propuso la unificacion de esta variable con alteraciones del gen de la telomerasa para
aumentar la muestra y poderla correlacionar con los desenlaces clinicos, obteniendo (p=0.009)

con significancia estadistica para algun tipo de respuesta al tratamiento.
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Por ultimo se muestra en la figura 4 la respuesta y la no respuesta relacionado con las
diferentes variables como: criterios de camitta, alteraciones del gen de la telomerasa,

citometria de flujo y edad.

9. Discusioén.

La anemia aplasica es una patologia poco descrita en nuestra poblacion, el tratamiento de la
anemia aplasica grave continua enfrentandose a desafios sustanciales, y la heterogeneidad
en las respuestas al tratamiento sugiere la imperante necesidad de conocer e identificar

variables predictoras de respuesta al tratamiento.

Se realiz6 un estudio retrospectivo, unicéntrico, para determinar la asociacion que existe entre
factores pronosticos al diagnéstico sobre la proporcion de respuestas globales al tratamiento.
Los resultados que se obtuvieron en cuanto a los parametros sociodemograficos no mostraron
asociacion con la respuesta global. Los parametros bioquimicos como hemoglobina,
neutrofilos, plaquetas, no tuvieron relevancia estadistica sobre la respuesta al tratamiento,
Unicamente el pardmetro de funcionalidad hepatica present6 significancia estadistica, sin
embargo esta elevacidn puede estar relacionada con el tratamiento inmunosupresor y/o

trombomimeético.

En el estudio de Narita y colaboradores, publicado en el 2016 en donde se identificaron en
pacientes diagnosticados con anemia aplasica, se identificaron marcadores bioquimicos al
diagndstico en pacientes pediatricos y adultos concluyeron que en cerca del 60% de los
pacientes con recuentos iniciales de biometria hematica (Hemoglobina, Plaguetas, Neutréfilos)
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mas altos tienen una tasa de respuesta un 40% mayor que aquellos con conteos mas bajos?.

Por otra parte se identific6 como parte de las variables moleculares la presencia de
alteraciones del gen de la telomerasa (hTERT) por medio de MLPA (amplificacion de sonda
dependiente de ligacion multiple), en la poblacién de 22 pacientes diagnosticados con anemia
aplasica, en todos de ellos hubo ausencia de la expresion del RNAm del gen hTERT, por lo
anterior se decidi6 analizar alteraciones del gen de la telomerasa, se lograron realizar en 13

pacientes de 22, por la falta de material genético.

Los resultados mostraron que el 46% (6/13) tuvieron alguna delecion en algin exon de los 16
gue conforman el gen, todas las alteraciones identificadas se corroboraron como heterocigotas
en el 100% de los pacientes, este parametro molecular no fue estadisticamente significativo,
sin embargo al evaluar de manera individual a cada paciente las alteraciones encontradas en
el gen de la telomerasa correspondian a pacientes con respuesta hematologia parcial o nula,

ninguno de los pacientes se correlacion6 con una respuesta hematoldgica completa.

En un estudio publicado por Scheinberg y colaboradores en el afio 2020 en donde el objetivo
fue evaluar la asociacion de la longitud de los telémeros de los leucocitos de sangre periférica
y su asociacion con la respuesta al tratamiento, supervivencia y recaida de la enfermedad, fue
un andlisis de una sola institucion de 183 pacientes con anemia aplasica grave y se midio la
longitud de los telomeros ajustados por edad, no hubo correlacién entre la respuesta
hematoldgica y la longitud de los telomeros, pero si fue significativa para alto riesgo de recaida

de la enfermedad, y la evolucién clonal®4.

Histéricamente desde 1996 se han mostrado evidencia de que se han encontrado una
disminucién de la longitud de los telobmeros en pacientes con anemia aplasica comparado con
pacientes sanos y se ha relacionado con poca respuesta al tratamiento, asi mismo se han

asociado que esta disminucion en la longitud telomérica pude tener alguna relacién con otras
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neoplasias hematolégicas como neoplasias mielodisplasicas®.

En cuanto a los parametros por citometria de flujo en este estudio, resultaron 3 pacientes
positivos para clonas pequefias de Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna, debido al tamafio de
la muestra no permitié correlacionar con la respuesta al tratamiento, se propuso la unificacion
de esta variable con adicion de los parametros moleculares para poderla correlacionar
estadisticamente, se encontr6 en nuestra poblacion que la fusion de estos parametros fue

estadisticamente significativo (p=0.009%) para una respuesta parcial o nula.

En un estudio publicado por Suguimori y colaboradores en donde incluyeron a 122 pacientes
diagnosticados con anemia aplasica se investigaron por citometria de flujo para clonas para
HPN CD55 Y CD59 positivas, como factor pronostico de respuesta a tratamiento, encontraron
gue existe una relacion entre una respuesta al tratamiento y el hallazgo de las clonas para
HPN, (20) lo anterior concuerda con nuestros hallazgos encontrados en este estudio ya que
de los 3 pacientes con clonas positivas para HPN tuvieron una respuesta parcial al tratamiento

inmunosupresor y trombomimético.

En nuestra poblacion no se encontré una relacidon entre los factores prondsticos evaluados en
su (sociodemograficas, bioquimicas, moleculares y marcadores por citometria de flujo)
conjunto con la respuesta al tratamiento, probablemente explicado por heterogeneidad de los
resultados y por el tamafio limitado de la muestra, sin embargo se encontrd una relacion entre
la fusién de dos marcadores (citometria de flujo y la expresion del gen hTERT) que al
encontrase positivos se puede correlacionar con respuestas nulas o parciales al tratamiento

inmunosupresor y trombomimético.

Este estudio es el primero en asociar diferentes variables en conjunto como prondstico de
respuesta a tratamiento en pacientes con anemia aplasica, sin embargo, se deberan evaluar

en futuros estudios los factores que pudieran condicionar la efectividad del tratamiento con
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mayor numero de pacientes y con variables homogéneas para poder emitir recomendaciones

al respecto.

11.Conclusiones

La anemia aplasica representa una patologia hematoldgica que si bien en poco frecuente en
nuestro pais, el conocimiento de los factores de riesgo que predicen respuesta a tratamiento
es limitado, en nuestro estudio no se encontré asociacion estadistica de todos los parametros
en conjunto, pero si encontramos informacion valiosa al fusionar dos parametros como
citometria de flujo y la expresion del gen hTERT, se deberan evaluar en futuros estudios los
factores que pudieran condicionar la efectividad del tratamiento con mayor numero de
pacientes. Sin embargo, en la medicina personalizada es necesario evaluar cada alteracion de
manera individual lo que se podria tener resultados mas precisos en la toma de decisiones

terapéuticas
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Nombre completo.

Edad

Género.

ECU:

Fecha de diagnéstico.

Inicio de tratamiento.

Nivel de hemoglobina al diagndstico.

Nieles de neutréfilos al diagndstico.

Niveles de reticulocitos al diagnostico

Niveles de plaquetas al diagnostico.

Niveles de ancho de distribucion
eritrocitaria.

Gravedad de acuerdo criterios de
camitta al diagndstico.

Respuesta al tratamiento.

Independencia transfusional.

Delecion de algun exon del gen hTERT

Marcadores por citometria de flujo
(CD55, CD59) al diagnostico.
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