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ESTUDIO CITOGENETICO EN PACIENTES CON SINDROME MIELODISPLASICO.

1. INTRODUCCION

Los Sindromes Mielodispldsicos (SMD) son un grupo heterogéneo de
padecimientos que tiefilen miltiples expresiones «clinicas y de
laboratorio, mismas gue varian con la evoluciédn,

El grupo del FAB caracterizdéd estas entidades como 5 subtipos
basandose en las caracteristicas morfologicas de dichos sindromes.
Sin embargo, esta clasificacidn se encuentra incompleta, y debe ser
sustituida por una que englobe las caracteristicas bioldgicas.

En los SMD frecuentemente se han encontrado alteracines cromosdmicas
asociadas con el prondstico y evolucién de 1la enfermedad, el
porcentaje de las alteraciones es muy variable ya que va desde 20
hasta 90%. Los rearreglos cromosoémicos, ademds de servir para
indicarnos la naturaleza clonal de los SMD, tienen una relacidn
directa con el prondstico. mientras mayor sea el nuimero de
alteraciones citogenéticas, mds pobre serd el prondstico, con una
rdpida transformacién a leucemia aguda. Entre los rearreglos mids
comunes se encuentran: monosomia total o parcial 7, del (S5q) Yy

trisomia 8.



2. MARCO TEORICO

En 1938 se realizaron las primeras observaciones de ciertas
caracteristicas en pacientes con alteraciones hematoldégicas no
comunes y al paso del tiempo dichas caracteristicas se repitieron y
se agregaron otras, es por ello que se empezaron a hacer asociaciones
para agrupar tales padecimientos en una enfermedad definida. Dichos
hallazgos Yy asociaciones permitieron describir los Sindromes

Mielodisplasicos (SMD) .

2.1 ANTECEDENTES HISTORICOS

1938~ Rhoades y Barker, describieron 100 pacientes que cursaban con
anemia refractaria (AR) de 1los cuales 60 presentaban anemia
refractaria primaria y 40 secundaria a alguna enfermedad

hematoldgica (1).

1950~ Hamilton-Peterson, introdujeron el término "“Anemia pre-
leucémica" al describir 3 casos de AR antecediendo a una leucenmia

mielocitica aguda (LMA) (2).

1953~ Block y cols, dieron el término "Pre-leucemia®™ al describir 12
pacientes con citopenia refractaria con evolucién a leucenmia

aguda, (3) .



1956~ Bjorkman, reportd 4 casos de AR asociada con sideroblastos en

anillo en Médula Osea (MO), (4).

1963~ Rheingold y cols, describieron una aparente variante de
leucemia, al observar un bajo porcentaje de blastos en MO

llamandolo " leucemia aguda latente", (5).

1969~ Dameshek observa ciertas caracteristicas en un paciente en el

que se vela afectada la linea eritroide, (6).

1973~ Saarni y Linman, observaron 1la presencia de rasgos
mieloproliferativos en 1la produccién en exceso de monocitos vy
granulocitos a 1lo que designaron con el nombre de sindrome

preleucémico, (7).

1976~ Dreyfus, observé pacientes con AR acompaiada de mis de 5% de
mieloblastos en MO llamandola "Anemia Refractaria con exceso de

Mieloblastos®" (8).

El grupo cooperative Franco Americano Britdnico (FAB), define a la
AR con exceso de blastos y 1la leucemia mielomonocitica crdnica como

estados preleucémicoe (9).

1982~ El grupo del FAB define una clasificacidén para estas entidades

y adopta el término (SMD), el cual incluye 5 subtipos (10,11).



AR -anemia refractaria

ARSA  -anemia refractaria con sideroblastos en anillo
AREB ~-anemia refracteria con exceso de blastos

IMMC  -leucemia mielomonocitica crénica

AREB-t -anemia refractaria con exceso de blastos en transformacién.

1987- Por andlisis de biologia molecular se reporté que genes que
codificaban para receptores y/o factores de crecimiento se
localizaban en el brazo largo del cromosoma 5. y que estos genes se
encontraban deletados en pacientes conh anormalidades cromosdémicas
(59~) y SMD. Ademds observé que estaban asociadas con la respuesta a

la terapia y con la evolucidén a LMA. (12).

1990~ Ridge por andlisis de reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)
encontré que los genes que codificaban para el receptor de superficie
del factor estimulador de colonias 1 (CSF-i) conocido como (FMS) y el
Factor Estimulador de Colonias de Macrdéfagos y Monocitos (CSF-1)
estaban, "localizados en el cromosoma 5", ambos se asociaban a 1la
transformacién celular de las lineas que los expresaban. Se han
reportado mutaciones en 1los codones 969 del gen FMS y 301 del gen

CF-1 (13).

1992~ Jacobs postuld que para que exista la expresién de una linea
con maduracién anormal debe existir una mutacién puntual, la cual

debe ocurrir en células pluripotenciales (Stem cell), por accidén de



mutdgenos externos. Las mutaciones en genes de la familia ras han

sido las mds estudiadas y se relacionan con SMD. (14).

2.2 ORIGEN MONOCLONAL DE LOS SMD

En los SMD se han observado caracteriticas particulares que permiten
seflalar su posible origen, una de ellas fué una MO normo o

hipercelular, la que llevd a pensar en la clonalidad de los SMD (15).

Dacie y cols (16) fueron los primeros en sospechar la clonalidad en
los SMD, al notar una doble poblacién de células eritroides
observadas en un frotis de sangre periférica (SP) de un paciente con
anemia refractaria siderobldstica (16). Estas caracteristicas
fueron comprobadas en estudios de clonalidad utilizando isoenzimas
de glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G~6PD) en los que se
determinaron polimorfismos en pacientes afectados. Estos estudios
indicaron que células mieloides y linfoides tienen un origen

ancestral comin (17,18).

Otros estudios han demostrado la clonalidad en los SMD utilizando
los patrones de metilacidén Qde fragmentos de restriccidn
polimérficos (RFLPs) ligados al cromosoma X. Estos resultados
mostraron que las poblaciones celulares en MO tienen un patrén

monoclonal de inactivacién del X. Por lo que se sugirié que los SMD



son desdrdenes clonales debido a que las clonas anormales
mieloides, monociticas y linfoides tienen 1la capacidad de

diferenciarse (19).

2.3 CARACTERISTICAS HEMATOLOGICAS

Uno de los parédmetros que nos ayudan a evaluar los SMD es la
identificacidn morfoldgica de células anormales en un frotis de SP
y/o MO. Las caracteristicas clinicas de cada paciente y los hallazgos
citogenéticos muestran un pancrama wmas amplio en cuanto ala
evolucidén de la enfermedad.

En la figura 1 se muestra la diferenciacién normal de las lineas
celulares hematopoyéticas. La interrupcién en alguna de ellas da
origen a anormalidades como las que se mencionan a continuacidn.
2.3.1 DISERITROPOYESIS: La caracteristica cualitativa para evaluarla
es la observacién de sideroblastos en anillo, aunque éstos no son
caracteristicos de 1los SMD y se pueden encontrar en otros
padecimientos hematoldgicos. También se encuentran fragmentos
multinucleares, moteado internuclear, cromatina densa anormal o
cromatina fina con citoplasma de caracteristicas anormales como
(basofilia intensa y cuerpos de Howell-Jolly) (10,15). En un frotis

de sangre periférica se puede observar anisocitosis, poiquilocitosis,



eritrocitos nucleados y acantocitosis (21).

Los cambios cuantitativos incluyen un incremento en el porcentaje de
sideroblastos en anillo, generalmente mayor de 15%. La proporcidén
de células eritroides y sus precursores van de 5 a 50% en MO
(10,15). Sin embargo, existen publicaciones en que el porcentaje
varia, por ejemplo Juneja (22) reportd 20% de sideroblastos en

anillo en pacientes con ARSA.

2.3.2 DISGRANULOPOYESIS: Las anomalias morfoldgicas en granulocitos
se pueden observar tanto en SP como en MO. Las ma&s comunes en SP son
neutrdéfilos agranulares o hipogranulares los cuales podrian estar
asociados con una reaccién negativa de la peroxidasa Yy/o
hiposegmentacién de 1los polimorfonucleares (PMN) con cromatina
condensada (anomalia de Pelger-Huet) (15). Se observan mielocitos en
las primeras etapas de la efemedad. En algunas ocasiones, la
cromatina parece aglutinarse en bloques, separados por espacios

claros dando la impresién de segmentacicdn nuclear.

Gustke y cols (23) observaron, en dos pacientes, una aglutinacidn

exagerada de 1la cromatina en células eritroides y granulociticas.

Esta anormalidad nuclear 1la asociaron con un defecto en 1la
produccién celular en MO, ya que in vitro, los precursores
granulociticos y normoblastos incorporaban 3H-TAR pero no se

dividian (23).

otras caracteristicas encontradas son: granulocitos con nucleos en



Fig, 1 Diferenciacién normal de células hematopoyé&ticas (20),
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forma de anillo (24): en MO las células pueden presentar basofilia

citoplasmdtica, asi como grdnulos azuréfilos abundantes (15).

Boogaerts y cols (25) observaron que la funcidn neutrofilica esté
alterada, al notar que la movilizacién granulocitica en el sitio de
la lesidén se vié afectada al existir decrementos en su adhesidn, en
su contenido enzimatico,‘capacidad fagocitica, quimiotaxis y dafio en
su capacidad bactericida. Sin embargo, no existidé relacidon entre la
severidad de la enfermedad y la disfuncién granulocitica, aungue un
incremento en el numero de blastos fué asoclado con pérdida severa

de su funcidn (25).

2.3.3 DISMEGACARIOCITOPOYESIS: Las anormalidades comunes son la
observacién de micromegacariocitos, nicleos pequeiios miltiples
separados por filamentos de material nuclear, células mononucleares
grandes, nucleos dismérficos. Recientemente se han encontrado en los

SMD megacariocitos hipogranulares (26,15).

2,4 CLASIFICACION DEL FAB DE LOS SMD Y MODIFICACIONES DE ACUERDO A
OTROS CRITERIOS

El grupo cooperativo FAB ha caracterizado los SMD en S subgrupos,
basandose en el reconocimiento de rasqos dismorficos comunes en todos

los grupos y otros criterios que los distinguen entre si (10,15).



2.4.1 ANEMIA REFRACTARIA (AR): Se caracteriza por ser una anemia
refractaria, con niveles de reticulocitos bajos, la severidad no
estd relacionada con la edad. Puede o no presentar granulocitopenia
y/o trombocitopenia. En MO se observa generalmente hiperplasia
eritroide y dismegacariocitopoyesis. En algunas ocasiones en SP se
pueden © no observar neutréfilos agranulares o hipogranulares. Es
raro encontrar blastos y pueden ser menos de 1% en SP y menos de 5%

en MO, La presencia de sideroblastos en anillo es rara (10,15).

2.4.2 ANEMIA REFRACTARIA CON SIDEROBLASTOS EN ANILLO (ARSA): Sus
caracteristicas son similares a AR excepto que se encuentran 15% de
sideroblastos en anillo en MO. Ademids se presentan eritrocitos

punteados y precursores eritroides con citoplasma laminar (15) .

Sin embargo, Gatterman y cols. (27) hacen una diferencia entre anemia
sideroblatica pura y ARSA, determinando una serie de andlisis tales
como: la morfologia, sobrevida de los pacientes, transformacién a
IMA, causas de mortalidad, para cada entidad, asi como crecimiento

celular in vitro en cultivos de MoO.

Los pacientes con Anemia Sideroblastica Pura (ASP), presentan
diseritropoyesis, con las lineas granulocitica y megacariocitica
normales, el promedio de sobrevida es de 45 meses. Su riesgo de

transformacion a IMA es de 1%. En cuanto al andlisis de MO in

10



vitro, el crecimiento de 1las Unidades Formadoras de Colonias
Granulociticas Monociticas (UFC-GM) no se vioé significativamente

alterado con respecto a ARSA (27).

Los pacientes con ARSA presentaron diseritropoyesis y 1las 1lineas
granulociticas y megacariociticas estuvieron afectadas, el promedio
de sobrevida fué de 18 meses, el desarrolleo IMA de 24.4%, la
evolucidén de los pacientes a AREB es mayor , el crecimiento de UFC~-GM
fué muy pobre ademds de una prevalencia de agregados de células

pequefias tipicas de los SMD (27).

La diferenciacién entre ASP y ARSA puede ser de gran ayuda en la
decisidn clinica, ya que pacientes con ASP tienen un mejor pronéstico
que los pacientes con ARSA, ya que en éstos el pronéstico no es

bueno por el mayor riesgo de evolucién a AREB o a LMA (27).

2.4.3 ANEMIA REFRACTARIA CON EXCESO DE BLASTOS (AREB): se asocia con
cambios en granulocitos los cuales pueden ser hipo o agranulares y en
algunas ocasiones presentan anormalidades en la segmentacién de la
cromatina., lLa trombocitopenia es comin. En SP los blastos son menos
de 5%. La MO es usualmente hipercelular con 5 - 15% de blastos (10,
15).

Tricot y cols. (28) realizaron un trabajo en el que proponen otro

pardmetro en el diagnéstico, 1la Localizacién Anormal de Precursores
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Mieloides Inmaduros (ALIP) en MO. En este estudic se correlacionaron
la presencia de ALIP con los diferentes subtipos de la clasificacidn
del FAB, el porcentaje de mieloblastos (mayor de 5%) en circulacioén y
en MO, asi como con la edad. La presencia de ALIP(+) se asocid
predominantemente al subtipo AREB, con mieloblastos en circulacidn.

Esto se relaciond con un peor prondstico (28,29).

2.4.4 ANEMIA REFRACTARIA CON EXCESO DE BLASTOS EN TRANSFORMACION
(AREB-T) ¢ Incluye rasgos dismdérficos parecidos a AREB, pero el
porcentaje de blastos en SP puede ser de hasta 5% y de 21 - 30% en
MO tomando en cuenta el tipo de blastos presente (15). Se ha
reportado la presencia de cuerpos de Auer en precursores

granulociticos, aungue éstos no son caracteristicos (30).

Sanz y cols., (31) realizaron un trabajo en el que se asocidé el tipo
de blasto presente con la severidad de la enfermedad, encontrando que
los blastos tipo I se relacionaron con el subtipo AREB-t y rdpida
progresién a IMA, Se piensa que los blastos tipo II son mds
diferenciados que los tipo I.

2.4.5 LEUCEMIA MIELOMONOCITICA CRONICA (LMMC): se caracteriza por la
presencia de monocitosis (1x10-9/1). Frecuentemente se ha asociado
con granulocitos maduros con o sin disgranulopoyesis evidente

(hipogranulares y/o formas de Pelger). El porcentaje de blastos en SP

12



es menor de 5%. En MO las caracteristicas se parecen a AREB, pero
muestra un incremento en precursores monociticos (promonocitos) y 5%

de blastos (10).

La presencia de monocitosis inexplicable con cromosoma Filadelfia
negativo (Ph ~) o falta de productos de fusién de los genes bcr y abl
en pacientes con citopenia 1llevan a pensar en un diagnéstico de IMMC

(15).

2.5 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LOS BLASTOS EN LOS SMD

De acuerdo a la clasificién de SMD por el FAB, se establecieron
criterios para definir los tipos blastos. Estas se basan en la
presencia de granulos citoplasmiticos, excluyéndose a promielocitos
aparentemente normales, también a promonocitos, proeritroblastos y

megacarioblastos (13).

Tipo I.- Se caracteriza por la ausenclia de grénulos azuréfilos, las
células tienen un nucleo prominente y un patrén de cromatina no
condensada, la relacién nucleo/citoplasma es de aproximadamente 0.8

tendiendo a ser mayor (10,15).

Tipo II.- Los blastos tienen caracteriticas del tipo I,

distinguiéndose por 1la presencia de pocos grdnulos azurdfilos. El

13



grupo FAB no define un limite en cuanto al numero de azuréfilos
presentes (15). La relacién nuicleo/ citoplasma tiende a ser baja y el

nicleo ocupa una posicién central (10).

Tipo III.- Son mieloblastos con mas de 20 grdanulos azuréfilos en el
citoplasma. La observacién de prevalencia de mieloblastos

hipergranulares (tipo III), se asocia con un pronéstico pobre en

relacién a la sobrevida con respecto a pacientes con prevalencia de
blastos tipo I y II (15).

La identificacién del tipo de blasto es de gran ayuda para determinar
grupos prondsticos entre los pacientes con algun subtipo de SMD
(15).

San Miguel y cols. (32) proponen otro criterio en la identificacién
de blastos, el cual incluye andlisis morfolégico e inmunofenotipo.
Asi, determinan las posibles lineas celulares implicadas en los SMD
Y en su transformacién a IMA, éstas pueden ser granulocitica,
monocitica, eritroide, megacariocitica o 1linfoide. Utilizando
marcadores inmunolégicos caracteristicos de cada 1inea, la presencia
de cada uno de ellos se correlacioné con los subtipos de acuerdo a la
clasificacién del FAB. En los 5 subtipos estan implicados un alto
porcentaje los marcadores mieloides. Al asociarse con la scbrevida

de 1los pacientes y su transformacién a IMA, se observéd que 1la

14



presencia de blastos tipo I esta asociada con un peor prondstico y

generalmente se encuentra implicada la linea mieloide.

2.6 MARCADORES CITOQUIMICOS

En un esfuerzo para identificar caracteristicas que podrian ayudar
en el diagndstico de los SMD se han realizado estudios con varias

tinciones citoquimicas. Estas han sido establecidas como auxiliares

en la identificaciéon de los diversos subtipos celulares y para 1la
demostracién de deficiencias enzimdticas en algunos padecimientos
hematolégicos. Algunas de las técnicas empleadas para este fin estdn
basadas en la demostracién de ciertas enzimas Yy constituyentes
quimicos de las células, que caracterizan la tendencia y grado de

diferenciacién de las mismas. (33)

Con base en la clasificacién del FAB se realizan las siguientes
tinciones:

- Tinciones de fierro (prueba de Perls). Los sideroblastos son
eritrocitos que se observan con acumulaciones de  hierro
(hemosiderina) Se encuentran en la anemia siderobldstica. El hierro
se puede estimar por la cantidad de hemosiderina que se encuentra en

la MO. La hemosiderina da una reaccién positiva cuando reacciona con

15



el azul de Prusia (33,34).

- Reaccién de Schiff con Acido peryddico (PAS). Esta reaccidn pone de
manifiesto glucégeno, glucoproteinas y algunos mucopolisacadridos. El
glucdgeno fijado en la célula se observa como sedimento granuloso
aterronado, localiziandose exclusivamente en el citoplasma de las
células, su concentracién aumenta a medida que la célula madura. El
4cido peryddico reacciona con los grupo glicol 1 y 2 que existen en
cada residuo de glucosa de la molécula de glucdgeno. Cuando éste es
tratado con 4cido peryédico, ambos miembros de cada grupo glicol
proporcionan un aldehido, de tal manera que las cadenas polisacaridas
del glucégeno se transforman en cadenas polialdehidicas. Estos
aldehidos reaccionan con el reactivo de Schiff (leucofucsina) para
formar un complejo color purpura que puede ser identificado por
microscopia de luz. En los blastos se observan como grdnulos de color

rojo en forma irregular (glucdgeno) (36).

- Tincién de la peroxidasa. Esta tincién se utiliza para la deteccidn
de la deficiencia parcial o completa de mieloperoxidasa. Llas
peroxidasas son hemoproteinas de nhaturaleza enzimatica que catalizan
la oxidacién por el perdoxido de hidrdégeno. La peroxidasa
granulocitica (mieloperoxidasa) no se encuentra en los linfocitos. El
principio de la reaccién es un substrato que produce un color intenso

y estable. El sustrato mas estable es la bencidina, que por oxidacién

16



con el perdéxido de hidrégeno produce un color café-verdoso derivado
de la safranina en el sitio de accién. Todos los elementos

eritroides jévenes y adultos, asi como los elementos granulocitarios,

en toda la gama de maduracién son positivos a esta reaccidén. La
intensidad de la coloracién es directamente proporcional al grado de
maduracién de las células granulociticas. Los eritrocitos,
monoblastos y monocitos se tifilen en forma difusa, ya que estas
células presentan poca actividad. El tejido linfdtico es negativo
(38) .

- Tincién de butirato, cloracetato y doble estearasa. Esta reaccién
pone de manifiesto la existencia de estereasas especificas de tejido
granulocitico, siendo similar en sensibilidad al sudan negro B.

La utilizacién de naftol cloracetato sobre las estearasas cloradas

del tejido granulocitico produce una precipitacién de las mismas,
evidenciada por una coloracién en forma de grédnulos gruesos de color
rojo brillante facilmente distinguibles al microscopio de 1luz

(35,36).

=Tincién inmunocitoquimica. Se usan anticuerpos monoclonales HPI-ID

los cuales reconocen 1los complejos de glicoproteinas IIb y IIXa en
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megacariocitos. Se identifican micromegacariocitos atipicos como un

rasgo de dismegacariocitopoyesis (33).

En la tabla I (33) se muestra la cuantificacién de las reacciones

anteriores de acuerdo a los subtipos del FAB.

Los sideroblastos en anillo se presentan en mis de 15% de los
eritrocitos nucleados de todos los casos de ARSA, aunque también en
menor proporcién se pueden observar en los otros subtipos de SMD. lLa
tincién Pearls pone de manifiesto eritroblastos en todos 1los
estadios, lo cual es de gran ayuda en el diagnéstico de la enfermedad
(33,34).

La tincién de PAS, muestra patrones de tincién positivos para
eritroblastos en 31% de los casos de SMD excepto para IMMC. Cuando
existen marcadores positivos para la tincién de hierro y PAS positivo
en eritroblastos esto indica diseritropoyésis (35).

La deficiencia parcial de mieloperoxidasa se observé en pocos casos
de AR, lo cual indicé un riesgo de desarrollo a IMA después de
algunos afos. Sin embargo, en AREB-t 1la tincién fué positiva
principalmente en el reconocimiento de cuerpos de Auer. Concluyendo
que la actividad de mieloperoxidasa en neutréfilos no es de gran
ayuda en el diagndstico o clasificacidén de los SMD; excepto para
identificar AREB-t, donde se identifican cuerpos de Auer y menos de

20% de blastos (35).
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Las tinciones para butirato esterasa y cloroacetato estereasa son de
gran ayuda para estimar la proporcién de precursores neutrofilicos y
monocitos, necesarios para el diagndstico de IMMC. lLa presencia

positiva de ambas tinciones en precursores mieloides se asocia con

leucemias agudas (33).

Las tinciones inmunocitoquimicas, fueron de gran ayuda para
identificar micromegacariocitos y megacarioblastos raros. Los cuales
fueron encontrados en 100% de los casos de AREB-t, en 95% de AREB, y
en menor proporcidn en los otros subtipos (33).

Las tinciones citoquimicas proporcionan informacidén para la
identificacidén de precursores mieloides, linfoides, eritrociticos y
megacariociticos, dando un panorama mis amplio en el diagndstico de

los SMD. (32,33,34,35,36,37).

Solé y cols. (38) encontraron la reaccién de la mieloperoxidasa
positiva' en dos casos con i(l17q) . El hecho de que el i(17q) se
relacione sdlo con procesos mieloides, sugiere que al menos dos genes
estdn implicados en la expresidén del fenotipo mieloide: el gen G~CSF
responsable de la maduracidn terminal de los granulocitos localizado
en 17qll y el gen de la mieloperoxidasa localizado en 17g21-24. Estos
datos estarian de acuerdo con el resultado obtenido en las células
con el i({17q) las cuales son mieloperoxidasa positivas. Estos
pacientes tienen esta caracteristica cuando tienen como udnica

alteracion i(17q) lo que permite separarlos de otros grupos (38).
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MARCADORES CITOQUIMICOS E INMUNOCITOQUIMICOS
EN PACIENTES CON SMD

PRUEBA AR % ARSA % AREB % AREB-t % LMMC % SMD-s % Control
Rs 46 100 62 65 57 73 0
PAS 25 6 43 42 0 45 0
DE 68 76 75 55 86 73 0
RS + PAS 18 6 29 25 (6] 45 0]
Rs + DE 39 76 46 45 57 45 0
PAS + DE 21 6 25 10 18 0
RS + PAS + DE 18 6 21 15 18 0
MoAb HP1-1D 50 59 85 100 100 0

RS Prueba de Pearls
PAS Reaccién de Schift

DE Reaccioén doble esterasa

MoAb HP1-1D Tincién inmunocitoquimica
AR Anemia refractaria, ARSA AR con sideroblastos en anillo

AREB AR con exceso de blastos , AREB-t AREB en transformacion
LMMC Leucemia mielomonocitica crénica.

Tabla 1




2.7 MARCADORES INMUNOLOGICOS EN SMD

Se ha intentado realizar una clasificacién mas completa de los SMD
que nos permita un mejor diagnéstico y prondstico de la enfermedad.
Asi, varios autores utilizan otras caracteriticas gue modifiguen o

amplien la clasificacién del FAB (39).

Kristensen y cols. (39) evaluaron la presencia de marcadores
inmunoldégicos de células de MO, empleando un panel de anticuerpos
monoclonales dirigidos a antigenos expresados en células maduras e
inmaduras &e pacientes con SMD. En la tabla II (39) se muestra la
reactividad de los anticuerpos monoclonales los cuales ponen de

manifiesto la maduracién de las células.

En la tabla III (39) se muestra la cuantificacién de marcadores
inmunoldégicos en los SMD, se determind el orden de expresién de
antigenos, los resultados se obtuvieron a partir de una relacién de
anticuerpos monoclonales dirigidos a células mieloides maduras e
inmaduras (MARs). Relacionando el porciento de reactividad positiva
de una suspencion de células mononucleares de MO, multiplicados por
un factor de correccién dependiente de la variabilidad de células
positivas en SP, Los resultados mostraron que:

CD 13 se incrementa en AREB-t

CD 14 se incrementa en AR , AREB y AREB-t, excepto en ARSA donde

disminuye. CD 33 aumenta notablemente en AREB y AREB-t.
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PANEL DE REACTIVIDAD

(44

MoAb CD REACTIVIDAD
MY7 18  Células mieloides maduras/inmaduras
MY9 33 Células mieloides inmaduras
NAT-9 -- Células mieloides maduras
Mi4 14  Monocitos
AAS-1 -- HLA-DR, Células B y Monocitos
B1 20  Células B maduras
UCHT1 3 Células T maduras

Tabla 2



MARCADORES INMUNOLOGICOS EN SMD

MY7 % MY9 % MY4 % NAT-9 % UCHTY % B1 % AAS-1 %

Subtipo CcD13 CcD33 cD14 None cD3 CD20 None
AR 26.4 7.2 12.7 38.8 14.9 6.5 29.1
ARSA 11.9 19.7 5.2 54.3 13.4 4.5 19.3
AREB 25 34.6 14 30 19.5 7.9 31.2
AREB-t 43.3 42.4 15.3 31.9 15.1 6.1 46.3
AR-LMA 44.7 34.3 13.7 27.3 7.3 4.8 44.5

AR Anemia refractaria, ARSA AR con sideroblastos en anillo,

ABEB AR con exceso de blastos, AREB-t AREB en transformacién,

LMA Leucemia mielocitica aguda.

Anticuerpos monoclonales- MY7, MY9, MY4, NAT9, UCHT1 , B1, AAS-1.

Tabla 3



Las asociaciones en cuanto al pronéstico mostraron que los pacientes
con AREB presentaron un mejor promedio de sobrevida respecto a otros

trabajos (39).

Es interesante observar que los estudios de inmunofenotipos en lineas
granulociticas son pardmetros que ayudarian a distinguir los
pacientes con SMD verdaderos. Por ejemplo la razén de morbilidad y

muerte de esos pacientes es la transformacidn a AREB y LMA.

En las primeras observaciones de AREB~t el grupo tenia un periodo de
sobreviﬂa de 3 a 13 meses, con un subgrupo en el cual la enfermedad
evoluciond lentamente. E1 uso de MARs para el diagnéstico divide a
los pacientes en dos grupos con periodos largos y cortos de
sobrevida. Con el estudio de inmunofenotipos se formaron dos grupos
de AREB~t en relacidn a los MARs, por ejemplo un grupo pequefio con
periodo corto de sobrevida fueron diagnosticados

morfoldgico/citogquimicamente como AREB/AREB-t con evolucidén a IMA.

Sin embargo con con el estudio inmunofenotipo estos pacientes fueron

diagnosticados como LMA (39).

El uso de las relaciones de anticuerpos proporcionan parametros gque
no se identificaban en pruebas comunes para la evaluacidn de la
enfermedad, lo cual ayudaria a establecer tratamientos mas

adecuados (39,40,41).
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Una alta relacidén de MARs: muestra un prondstico pobre . La
presencia de células CD 34+ circulando en MO se ha asociado con una

preresidn a IMA y un periodo corto de sobrevida (42).
2.8 ETIOLOGIA DE LOS SMD

Existen varios posibles origenes de la enfermedad lo que implica
gue se trata de una enfermedad de tipo multifactorial, es decir que
varios factores pueden predisponer a la enfermedad.

En los SMD las alteraciones crom;sémicas mas comunes son las
deleciones que afectan a los cromosomas 5 y 7. Esto se observé
preferentemente en pacientes que habian recibido algun tipo de
terapia relacionada con leucemias o que por su ocupacién estuvieron
en contacto con una variedad de compuestos potencialmente
genotdxicos. Dichos compuestos inducen lesiones a nivel de células

pluripotenciales, las cuales estan asociadas con un incremento en la

incidencia de SMD y LMA (34).

El riesgo de desarrollar alguna anormalidad hematoldgica depende de
varios factores, tales como el tipo, tiempo y la frecuencia de la
exposicion, ya que estos pueden ser acumulativos. Por ejemplo se
observé que dosis bajas de radiaciones ionizantes parecen ser mas

leucemdgenas que dosis altas utilizadas como terapia. (34).
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Existen agentes quimicos que causan dafio al DNA interaccionando
directamente con él, provocando alteraciones como: pérdida de 1la
actividad de algunos genes que actuan como tumor supresores,
activacioén de protooncogenes, y modificaciéon de la afinidad de

receptores por factores de crecimiento (43).

Varios carcindégenos quimicos provocan una lesion en el DNA ya sea
directa o indirectamente. La mayoria de estas sustancias pertenecen a
la familia de los hidrocarburos aromdticos policiclices, por ejemplo,
el benzo(a)pireno, el cual tiene una estructura muy reactiva. Estos
compuestos necesitan de una activacidén metabdlica para producir dano

al formar centros electrofilicos (43).

La activacién metabdlica es 1llevada a cabo por enzimas que
normalmente se encuentran en el organismo, especialmente en el higado

donde sa lleva a cabo la destoxificacidén de sustancias (43).

Las drogas terapéuticas, incecticidas, hidrocarburos policiclicos y
algunos productos naturales son frecuentemente solubles en grasas e
insolubles en agua, por lo gque se acumulan continuamente si el
organismo no tiene un sistema de destoxificacidn. En el humano, estd
constituido por una serie de reacciones de oxidacién catalizadas por
el citocromo P-450. Estas enzimas se encuentran en la membrana del
reticulo endoplismico y pueden oxidar una gran cantidad de sustancias

tales como los hidrocarburos aromdticos policiclicos. Los resultados
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de la oxidacién de éstos son la formacién de epdéxidos, los cuales

son grupos electrofilicos muy reactivos (43).

Usualmente los epdxidos son rdapidamente hidrolizados a grupos
hidroxilo, 1los cuales pueden formar complejos con el 4&cido
glucurdnico para hacerlos solubles en agua. Ocasionalmente algunos
compuestos son epoxidados en sitios donde no pueden ser hidroxilados,
probablemente porgque la enzima epéxido hidratasa no puede actuar.
Tales compuestos se convierten en electréfilos altamente reactivos y
sus precursores son moléculas que conocemos como carcindgenos. Estos
pueden reaccionar con moléculas con centros de carga negativa como

proteinas, RNA o DNA (43).

Varios autores han realizado trabajos en los que implican 1la
exposicidén a genotéxicos y su relacion con el dafio en la maduracion,
diferenciacidn y proliferacidn de lineas mieloides (43).

Farrow y cols. (44), hacigndo uso de cuestionarios y entrevistas
proponen 70 sustancias asociadas a leucemias, detallando 1la
naturaleza, intensidad y frecuencia de la exposicidén. Los principales
compuestos quimicos encontrados en asociacién con SMD son: el
petréleo y el disel gas o liquido. Muchas de estas exposiciones
fueron asociadas con trabajos en la industria del petrdleo donde este
Yy el gas disel asi como los diferentes derivados contienen un gran
numero de quimicos con accidn carcinogénica, lo cual eleva el riesgo

de trasnformacidn a leucemia en los trabajadores de la petroguimica.
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Este estudio demuestra que la posible etiologia de los SMD y
de otros desérdenes hematoldgicos o algunas enfermedades crdnicas,
es la exposicidn a quimicos que causan una lesidén directa o indirecta

sobre el DNA (44).

Goldberg (45) estudidé pacientes con SMD con exposicidon a benceno
y algunos de sus derivados como los insecticidas y con antecedentes
de quimio y/o radioterapia clasificandolos de acuerdo al FAB Yy
excluyendo a paclentes con SMD secundarios, Se consideraron las
caracteristicas clinicas, grupo socioeconémico, edad e historia
laboral. Se excluyeron datos cromosdmicos. La exposicién fué
considerada significativa si la persona estuvo en contacto directo
con el quimico en el casoc de isecticidas y pesticidas, asi como la
duracidén y frecuencia. Como resultado se obtuvo que una proporcidn
cercana a 50% de los pacientes con SMD presentaban en su historia
clinica exposicién a pesticidas, y/o solventes orgdnicqs.

De los pacientes que estuvieron expuestos a pesticidas 58% fueron
clasificados como AREB o AREB-t sequn el FAB. Esto tiene una
importancia de valor prondéstico, porque es en estos grupos donde se
tiene una alta frecuencia de progresion a LIMA. Los compuestos
quimicos en cuestidn fueron alcanos halogenados y alquenos utilizados
en los insecticidas. Los mas mencionados fueron el lindano y el
malatidn, el primero es un isomero del benceno hexaclorado y ha sido
asociado con casos de agranulocitosis y anemia apldsica. El segundo

es un insecticida de amplio espectro utilizado en el hogar y
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jardineria (45).

Jacobs y cols (46), realizaron un estudio en el que relacionaron 1los
hallazgos citogenéticos con el prondstico de 49 pacientes con SMD
clasificados de acuerdo al FAB. La edad promedio fué 62 aifios, y el
mejor prondstico se obtuvo en paclentes 'con AR y ARSA. lLos peores
pronésticos fueron para AREB y AREB-t por alto riesgo de
transformacion a IMA. En la historia de estos pacientes figuraban
reportes de exposiciones a genotéxicos. por lo que se piensa que de
alguna manera estas exposiciones son un factor de riesgo para

adquirir alguna anormalidad hematoldgica (46).
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2.9 ANORMALIDADES CROMOSOMICAS EN SMD

Las técnicas citogenéticas hacen posible establecer patrones en los
que se pueden determinar rearreglos cromosémicos observables, a
partir de preparaciones cromosémicas que se obtienen por cultivos de
sangre periférica (Sp), médula dsea (mo), plel y otros tejidos e
incluso de tumores soélidos. Para este analisis se cuenta con una
variedad de técnicas basadas en diferentes tipos de tinciones que
ponen de manifiesto algunas caracteristicas de los cromosomas que los

hacen identificables (47).

Dentro de las técnicas de bandeo especificas se encuentran las
bandas G, Q, C, R, y NOR entre otras. Las que mds se utilizan en
citogenética para identificacién de rearreqglos en leucemias y SMD
son las bandas G y Q. Las primeras se obtienen por digestién de los
cromosomas con tripsina, la cual es una enzima proteolitica, vy
posteriormente se tifien con Giemsa. Comings (1978) (48) propone gque
las banda-G se producen porque los cromosomas en metafase contiene
estructuras basicas (cromdmeros) a las que se une fuertemente el
colorante, y permite observarlas en un microscopio de luz. Las bandas
Q ponen de manifiesto las mismas estructuras solo que éstas se
revelan con un colorante fluorescente, la quinacrina, la cual se
une a regiones ricas en G-T, haciendo fluorescer las regiones ricas
en A-T del DNA. Para la observacion de éstas se utiliza un

microscopio de luz ultravioleta. La técnica que mas se utiliza es la
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de bandas G por su fdcil manejo (47,49).

la informacién citogenética ayuda a evaluar el diagnéstico y
pronéstico de la enfermedad de acuerdo a las alteraciones
cromosémicas encontradas.

Las anomalias que afectan a los cromosomas pueden ser tanto de tipo
estructural como de tipo numérico y afectar a los autosomas o a los
cromosomas sexuales.

Las anormalidades de tipo estructural se producen al repararse
anormalmente las roturas cromosdmicas que se producen de forma
espontdnea (como consecuencia de los mecanismos celulares anormales,
o por efecto de factores ambientales). Las mds importantes en los SMD
son las pérdidas o deleciones, las inversiones y las translocaciones.
Las anomalias de tipo numérico se producen como consecuencia de
errores en el reparto o segregacion de los cromosomas durante la
division celular. Las mas importantes son las trisomias, monosomias,

poliploidias, hipodiploidias e hiperdiploidias (50).

Se ha incrementado el numero de anormalidades cromosdémicas
especificas en los Sindromes Mielodispldsicos. Sin embargoe 1la
incidencia reportada en la literatura varia entre 23-78% (51,). lLas
anormalias mds comunes son la pérdida parcial o total del cromosoma
7, la trisomia 8, la delecidén parcial o total del cromosoma 5, y el
isocromosoma 17g. Otras menos frecuentes son la delecién del brazo
corto del cromosoma 12, la pérdida del cromosoma Y y el derivado del

cromosoma 6 (51).
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2.9.1 CROMOSOMA 5

La pérdida de la porcién q31 del brazo largo del cromosoma 5 se ha
observado relacionada con SMD y leucemias agudas. Recientemente en
el cromosoma 5 se han localizado genes que codifican para factores de
crecimiento y receptores de los factores de crecimiento y estos genes

han sido perdidos en las anormalidades cromosdémicas Sq- (51).

La delecién intersticial del brazo largo de este cromosoma fué
descrita por primera vez por van den Berghe en 1974 , en tres
pacientes con Anemia refractaria idiopatica. En 1975 se reportaron
dos pacientes con las mismas caracteristicas estableciéndose 1la

anormalidad 5gq- (52).

Las anormalidades del cromosoma 5 son observadas en 15% de pacientes

con SMD de novo (53).

Se ha observado -5 o del(5q) en todos los subtipos de la
clasificacién del FAB. La frecuencia de estas anormalidades varian,
en AR(29%), en los subtipos: AREB y AREB-t (57%) vy con mehor
frecuencia en ARSA (6%) y LMMC (2%). El comportamiento de un paciente
con AR con del(5q) es diferente respecto a los que tienen AREB o
AREB-t con la misma delecién. Estos ultimos se caracterizan por ser
mas agresivos y con una incidencia mayor de progresién a IMA. Aungue

varios pacientes mueren debido a complicaciones por infecciones y/o
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hemorragias (54).

Los pacientes con =-5/5q- como unica anormalidad tienen el mejor
prondstico. El tratamiento se basa principalmente en transfusjiones
sanguineas y las condiciones de vida son buenas con un periodo de
sobrevida de mis de 18 meses. Ademds el riesgo de transformacidén a
leucemia es bajo (10%) (51). Cuando ésta anormalicad se presenta en
los subtipos AREB o AREB-t, acompafiada de otras anormalidades el
prondéstico es malo, con un periodo de sobrevida de 7.5 meses y un

riesgo alto de transformacién a leucemia (54).

2.9.2 ANORMALIDADES DEL CROMOSOMA 7

otra de las alteraciones comunes en los SMD es la monosomia parcial o
total del cromosoma 7. Si se tiene como unica anormalidad su
pronéstico de sobrevida es de 15 meses con alta progresién a

leucemia.

La monosomia parcial o completa de este cromosoma también ocurre en
carjotipos complejos ya sea de SMD o de LMA primaria (55).

En un estudio realizado por Gerritsen (56) seleccionaron pacientes
que presentaban monosomia 7. Se separaron las lineas linfoide y
mieloide de acuerdo a marcadores especificos, utilizando anticuerpos

monoclonales que reconocieran a células T (CD3), células B (CD20),
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"natural killer" NK (CD57), granulocitos y monocitos con una baja
expresién de CDllb, y progenitores mieloides (CD33). Los resultados
mostraron una baja reactividad para la linea linfoide (menor de 5%),
y de 23% a 91% de reactividad para la linea mieloide. Esto sugirid
gque la monosomia 7 no era usual en las subpoblaciones linfoides, sino
que estaba restringida a células progenitoras comunes con la

capacidad de diferenciarse hacia células mieloides maduras (56).

Es interesante la observacién de la monosomia 7, como una
anormalidad comin en pacientes pedidtricos con SMD, y en algunos

casos como una enfermedad de orden familiar (57).

Nair (57) estudié 16 nifios con SMD clasificados de acuerdo al FAB,
con edad promedio de 10.5 (2.5 a 16 anos) ., Todos los pacientes
cursaban con los subtipos mas agresivos de SMD (7 con AREB, 6 con
AREB~t Yy 3 con IMMC). En el andlisis citogenético se encontré que
43% de los pacientes tenian anormalidades cromosémicas y que éstas en
su mayoria implicaban al cromosoma 7 y con menor frecuencia a los
cromosomas 8 y 17. Sdlo 5 de los pacientes evolucionaron a leucemia
aguda. El promedio de sobrevida fué de 5.5 meses. El tratamiento con
quimioterapia llevé a 5 de 6 pacientes a remisién. El predominio de
los subtipos mds agresivos de SMD en los nifios 1lleva a la utilizacién
de tratamientos muy agresivos y por su respuesta se propone primero

el transplante de MO y posteriomente la quimioterapia (57).
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Alitalo y cols. (58) observaron otro rearredglo que implicaba al
cromosoma 7, Y éste fué la translocacién no balanceada (1:7)
determinaron el punto de ruptura de ambos cromosomas, para esto se
realizéd una correlacién cariotipo =~ fenotipo, con andlisis
citogendtico. Los resultados obtenidos en dos pacientes que cursaban
con SMD fueron: con bandas CBG se observé que la heterocromatina del
cromosoma 1q se mantuvo durante la translocacidén lo que sugirid que
la translocacién ocurrié en el centrdmero o en el brazo corto muy
cerca de éste. En las pruebas de hibridizacidén in situ utilizando
sondas de DNA satélite se hibridié la regién centromérica de la
t(1:;7) en ambos cromosomas, lo que sugiere que la translocacidn

deberia definirse como t(1;7) (cen;cen) (58).

Horiike y cols. (59) reportaron otro trabajo sobre la t(1;7) donde
muestran que 6 de 97 pacientes con SMD tenian una translocacién no
balanceada entre los cromosomas 1 y 7 (-7,+der(1)t(1;7)(pll;pll)).
Adenmds de una serie de datos clinicos como macrocitoéis, anemia
normocitica, cuenta de plaquetas baja, mo hipercelular y en
algunos casos normocelular. Una caracteristica importante encontrada
en estos pacientes fué hipergamaglobulinemia, las células plasmaticas
estaban moderadamente incrermentadas en MO, lo que podria explicar

las infecciones recurrentes (59).

Una monosomia 7 es asociada con defectos en la quimiotaxis de

neutréfilos causados por una anormalidad en la sintesis de una
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proteina de superficie (GP130) la cual probablemente es contrclada
por un gene localizado en el cromosoma 7q. Como una manifestaciodn
clinica inicial los pacientes mostraron piréxia y otros

sintomas de infeccidn (59).

2.9.3 TRISOMIA 8

Existen pocos datos sobre esta anormalidad en pacientes con SMD
primario. En un estudio realizado por Jacobs (49) en 49 pacientes, 19
tenian anormalidades cromosdmicas siendo la mdas frecuente la trisomia
8. En 18.6% de los casos, se observé que ocurrian cambios en la
evolucién de la enfermedad y +8 fué vista en casi todas los subtipos
excepto en AR como anormalidad secundaria de acuerdo 5 la
clasificacidén del FAB (46). La trisomia 8 fué asociada con 1la

txpresion alterada del gene c-myc aunque esto no ha sido confirmade

(55) .

2.9.4 OTRAS ANORMALIDADES

En los SMD se presentan otro tipo de anormalidades cen  menor
frecuencia constituyendo en algunos casos anormalidades tnicas
entre estos se encuentran:

"Isocromosoma (17¢)"

Se tienen pocos datos sobre esta alteracidén que generalmente se
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acompana de otras anormalidades, se ha asociado con un periodo corto
de sobrevida en los pacientes aproximadamente 10 meses. Esta
alteracidén se presenta en una variedad de enfermedades
hematopoyéticas, usualmente asociada con otro tipo de alteraciones
cariotipicas. Se ha demostrado recientemente que la anormalidad del
iso(17q) se asocia con la pérdida de la funcién del gen tumor

supresor p53 (55).

PERDIDA DEL CROMOSOMA Y

La pérdida del cromosoma sexual Y es un daho comin en células de MO,
Se ha reportado en pacientes con SMD, asi como en otros padecimientos
no neopldsicos. Asi mismo, se ha asociado con la edad, ya que se ha
encontrado en individuos normales mayores de 50 afos, incrementandose
el riesgo en padeciﬁientos hematoldgicos, si se presenta como iunica
anormalidad el prondstico es bueno, pero si estdn comprometidos otras

anormalidades el riesgo de progresidén a leucemia aumenta (60,61).

Derivado (6p)

Esta es una aberracién consistente que implica una t(6;9)(p23:4934).
Se ha reportado que su frecuencia es baja en los SMD. En los casos en
que se observa una rapida progresidén a leucemia. E1l punto de ruptura
en 9ql4 es proximal al punto de ruptura que se da en la

£(9:22)(qg34,922) de la leucemia mielocitica crénica (61).
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2.10 ANORMALIDADES CROMOSOMICAS EN SMD SECUNDARIOS

1os sindromes mielodisplasicos constituyen un grupo heterogéneo de
anormalidades clonales adquiridas caracterizadas por una variable
propensién hacia la conversidén leucémica, y en cuya patogénesis se
acepta algun tipo de mutacidén en una célula madre hematopoyética
como evento inicial. Dicho proceso mutagénico puede tener lugar
espontdneamente o estar inducido por un grupo heterogéneo de factores
exdgenos, entre los cuales destaca el tratamiento con radiaciones
y/o farmacos citostaticos (fundamentalmente agentes alquilantes)

(61).

Las anormalidades cromosdmicas que producen estos tratamientos, se
han identificado en la mayoria de 1los casos de Sindromes
Mielodiapldsicos Secundarios (SMDs). Existen trabajos en los que se
han reportado clonas cromosémicamente anormales en 76% a 97% de los
casos. La pérdida parcial o completa de los cromosomas 5 y 7 se han
considerado hallazgos caracteristicos y algunas instituciones las han

reportado en 90% de los casos de SMDs (62).

La monosomia de los cromosomas 5 y 7, asi como la del(7q~) se ha
asociado (>85%) con quimioterapia (sola o con radioterapia), las
anomalias citogenéticas se han correlacionado con la respuesta a la

quimioterapia y el prondstico de enfermedad (62,63).
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Otros cromosomas implicados en los SMDs son el 21 y 11. IlLa
anormalidad del brazo largo de cromosoma 21 fué reportada de una
t(3:21(q26;q22). Los rearreglos del cromosoma 11 implica la banda
g23, en las t(9;11) (p21:;q23) y 1la t(2;11)(p21;923) (61).

Otra serie de cromosomas implicados son 3, 8, 9, 12, 18, y 19
(61,62). Aunque LeBeau y cols. (64) sugieren que anormalidades de los
cromosomas 1, 4, 5, 7, 12, 14, y 18 son realmente significativas en

los SMDs por su frecuencia (63).

2.11 SIGNIFICADO PRONOSTICO DE TOS SMD

En varios trabajos se ha demostrado el valor pronéstico de 1los
estudios cromosémicos en algunos desordenes hematoldgicos que llevan
a un incremento en el riesgo del desarrollo subsecuente a leucemia.
En algunos trabajos se proponen factores prondsticos de
transformacién a leucemia teniendo en cuenta edad, cuenta de
plaquetas, leucocitos, neutréfilos, porcentaje de blastos y tipo de
estos en SP y MO, clasificandolos de acuerdo al FAB.

Autores como Tricot (28), Sanz (31), Horiike (59), Nowell (55) entre
otros coinciden en los siguientes resultados.

La presencia de un porcentaje alto de blastos en MO y SP indican una
clara disfuncién de la hematopoyésis. El tipo de blasto presente,
también tiene una fuerte relacién con el prondstico de la enfermedad,

ya que depende del grado de maduracidén un mejor o peor prondstico.
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En la figura 2 se correlaciona el tiempo de sobrevida con el total de
blastos presentes en MO. Se cbserva que con un porcentaje menor a 5%
el periodo de sobrevida es mayor de 108 meses y con porcentaje de
blastos de 21-30 la sobrevida disminuye hasta menos de 12 neses

(31).

En la figura 3 se corelaciona la probabilidad de transformacidn a
leucemia de acuerdo al porcentaje de blastos tipo I. La proporcién de
éste tipo de blatos en MO tiene un fuerte valor predictivo respecto a
la transformacién a LMA. La probabilidad de evolucidén a leucemia fué
de 100%, para pacientes cuya cuenta de blastos tipo I estd entre
20% y 30%, con un periodo de sobrevida de 30 meses. El limite entre
AREB-t y IMA es arbitrario, para ello algunos autores toman en cuenta
el tipo de blasto presente (31,59). Por ejemplo Sanz (31), afirma que
los blastos tipo II en MO no tienen ninguna relacién con el
desarrollo de IMA. Sugiriendo que los blastos tipo II son células
mds diferenciadas o que los blastos tipo I y tipo II podrian derivar
de clonas progenitoras distintas (31).

En la figura 4 se asocia el periodo de sobrevida de acuerdo al
subtipo del FAB y se observa que pacientes con diagnéstico de AR o
ARSA tienen mejores posibilidades en su calidad de vida con respecto

a los que tienen un subtipo mas agresivo (31).
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Fig. 2. Sobrevida de acuerdo al porcentaje de blastosd en médula désea en
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Fig. 3. Probabilidad de transformacién de acuerdo al porcentaje de blas-
tos tipo T en todos los pacientes con SMD.
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En la figura 5 se relaciona el riesgo de transformacién a leucemia
con respecto a los subtipos del FAB, determindndose que pacientes
con los subtipo AREB y AREB-t tienen un periodo de evolucién a IMA
mAs corto con respecto a los otros subtipos (29,31,55).

otra relacién importante es la sobrevida con respecto a las
anormalidades cromosdémicas presentes.

En la figura 6 se observa que pacientes que no presentan
anormalidades cromosdémicas o que sdlo presentan una tienen un periodo
de sobrevida mayor, respecto a aquellos con miltiples anormalidades
cromosémicas (54). También es ilmportante sefialar que dentro de los
diferentes, subtipos AREB y AREB-t se caracterizan por tener
miltiples anormalidades cromosdmicas, y que ademds son los de mayor

riesgo de transformacién a LMA (29,31,55,59).
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Fig.6 Porciento de sobrevida respecto a las anormalidades
cromosémicas (54).
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2.12 ANALISIS MOLECULAR EN SMD

Los Sindromes Mielodispldsicos primarios, comprenden un grupo de
desdrdenes hematopoyéticos, caracterizados por defectos en la
maduraciéon megacariocitica, mieloide y eritroide, reflejande una
citopenia progresiva. Es por ello que varios autores han intentado
determinar las posibles etiologias de la enfermedad. Una de ellas es
determinar el origen de la clonalidad de 1las aberraciones
cromosdémicas expresadas en dichos desdérdenes hematoldgicos (18).

Se estudiaron 10 pacientes con SMD en los cuales se detectaron
mutaciones puntuales somdticas de la familia de oncogenes ras. Estos
implicaban la substitucién de un nucleétido en los codones 12 & 13.
Estas alteraciones gendmicas sirvieron como marcadores clonales de
diferentes poblaciones celulares. Detectando polimorfismos de DNA
ligados al X y mutaciones en oncogenes ras como marcadores, se
concluyé que la enfermedad es consecuencia de mutaciones somaticas
que afectan a las células pluripotenciales comunes a las lineas

linfoide y mjeloide. (18).

2.12.1 Protooncogen RAS

La activacién de proto-oncogenes representa un evento importante en
el desarrollo de SMD, entre estos se encuentran los genes de la

familia ras, la cual consta de 3 grupos de genes relacionados N-ras,

K-ras y H-ras. Estos codifican para una proteina intermembranal
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homdéloga, una GTPasa de 21 KD de peso molecular. Los protooncogenes

ras adquieren su potencial oncogénico cuando ocurre una mutacién
puntual en los codones 12, 13 o 61, resultando una sustitucién de un
aminodcido en la proteina homdloga. Esta proteina participa en la
transduccién de seflales de ligandos extracelulares para el control
de la proliferacién celular. Estas mutaciones se han reportado en
6~40% de los SMD principalmente en el subtipo IMMC (65). Otros
estudios han mostrado una relacidén entre la presencia de una mutacidn
en N-ras y el riesgo de progresion a IMA, observando que la mutacioén
no es un evento unico para dicha evolucién, sino gue ademds deben

existir otros factores que aumenten el riesgo de progresién (66).

Hirai (67) observé en dos casos qgue en la proliferacién de blastos
estos contenian la mutacidén en el coddén 13 de N-ras y ademds estos
pacientes evolucionaron a IMA por lo que sugirié que una mutacidén en

N-ras es un rasgo gue precede a la transformacién a LMA (67).

Bar-Eli (68) demostrd que el porcentaje de mutaciones varia
dependiendo de la técnica utilizada. En sus resultados la frecuencia
de mutacién en una base del coddén 12 de N-ras, aspartato por glicina,

fué de 20-25% en pacientes con SMD (68),

Utilizando la técnica de Reaccidénen en Cadena de la Polimerasa
(PCR), se encontrdé que las ceélulas de MO de estos pacientes
presentaban al gen N-ras activo durante el proceso de conversién de

SMD a IMA. Esto sugirié que las anormalidades cromosoémicas podrian
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preceder a la activacién de N-ras y que ambos eventos contribuyen al
desarrollo de la leucemia (68).

Lubbert y cols, (69) por la técnica de PCR realizaron un trabajo en el
cual observaron mutaciones puntuales en las que participaba N-ras, y
asociaron la activacién de N-ras con los subtipos mds agresivos de
SMD y con pacientes con IMA. Encontraron que pacientes con SMD con
monosomia 7 tenian mutaciones en N-ras y que algunos con IMA Yy
monosomia 7 no la presentaban. Siguiendo el curso de la enfermedad en
algunos casos se vid que en el estado de SMD tenian la mutacidén y al
evolucionar a IMA algunos no la presentaban. Concluyendo que las
mutaciones ras no son un evento necesario para la transformacidén a
leucemia, pero que si son importantes en los estados preleucémicos
para su evolucién a LMA (69).

Hamen van Kamp y cols, (70) realizaron un estudio longitudinal en
puntos donde se detectaron mutaciones del prontooncogen N-ras en
pacientes con SMD y se encontraron implicados los codones 12, 13 y
61, dos de ellos adquirieron la mutacién durante la enfermedad y se
asocié con un rapido deterioro y la progresién a leucemia, y el
tercer paciente se mantuvo sin cambios dutante 5 afios. Sus resultados
mostraron que la activacién del proto~oncogene N-ras en los tres
casos representa un fenémeno secundario asociado con la progresidén de
la enfermedad en algunos casos, pero compatible con la estabil;dad de

la enfermedad en otros (70).
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2.12,2 Protooncogen FMS

Otro protooncogen que se ha asociado a SMD es el fms, el cual
codidifica para el receptor del CSF-1 se ha observado que en una
mutacién se implica el codon 301. El1 producto del gen es una
proteina de superficie, la cual se expresa en lineas celulares de
macréfagos y monocitos. Posee una actividad de tirosina cinasa. la
cual estd implicada en la proliferacién celular autdnoma. Debido a
que el gen fms se encuentra localizado en la banda q31 del cromosoma
5, la pérdida de uno de los alelos fms ha sido demostrada en

pacientes con AR y del (5q) (13,71).

2.12.3 Rearreglo oncogénico bcr/abl

El gene abl es miembro de una familia de genes que codifican para
proteinas no receptoras con actividad de tirosin cinasas. Este gen
abl ha sido mapeado en la regién q34 del cromosoma 9, y el gen bcr
en la regién qll del cromosoma 22, Ambos genes tienen su primer exon
excepcionalmente largo, el primero cuenta con 200kb, y el segundo con
68kb. El producto de la fusidn de estos genes bcr/abl es un RNAm que
codifica para una proteina con actividad de tirosin cinasa (72).

Se han reportado casos de pacientes' con SMD gque presentan la
aparicidén del cromosoma Ph principalmente en el subtipo AREB sin otro
tipo de anormalidades cromosémica, lo que se ha asociado con una

ridpida progresién a leucemia (73,74).
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2.12.4 Gen tumor supresor pb3

En 1973 Tooze (75) realizd experimentos infectando un cultivo celular
con (SV40) y observd que estas células tenian la habilidad de
replicarse y producir tumores en animales singénicos. El virus tenia
uh oncogene que codificaba un producto que le conferia el potencial
de crecer aceleradamente a las células transformadas, al que llamaron
Antigeno tumoral de células T. El antigeno T viral expresado en las
células tumorales 1llevaba a 1la producidn de anticuerpos gque
reconocian esta proteina. Por métodos de inmunoprecipitacidn se
separé del antigeno T viral una proteina de 53000 daltons (p53) (75).
Después se demostré que el antigeno T de SV40 podia regular los
niveles de p53 en cultivos celulares. A una temperatura de 32°C a la
cual el antigeno T de SV40 es sensible a sufrir mutaciones,
encontridndose niveles altos de p53. Cuando el crecimiento celular se
hizo a 39°C, a la cual el antigeno T de SV40 no es funcional y donde
no hay transformacién, los niveles de p53 fueron bajos (76).

Reich (77) observé que los tumores causados por virus, sustancias
quimicas o espotdneos que tenian la capacidad de transformar a la
célula, producian o contenian niveles altos de la proteina p53. La
mayoria de los mecanismos de regulacién de los niveles de p53 en
células normales o transformadas de alguna manera modulaban 1la
estabilidad o la vida media de p53. Las células normales tenian
niveles bajos de p53 con una vida media de cerca de 20 minutos, y las

células transformadas frecuentemente tenian niveles de p53 altos con
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una vida media de horas (77).

Raycroft en 1990 (78) plantea dos observaciones para explicar el
funcionamiento de p53. la primera es que p53 participa como factor
de transcripcién, y la segunda como una proteina que regula 1los
factores de transcripcién en la célula (78).

Lane y Benchimol (79) plantean que p53 podria regular directa o
indirectamente los genes o productos esenciales para entrar a la
fase S del ciclo celular. Algunas evidencias indican la participacidn
de p53 en la replicacién del DNA o en la iniciacion de la replicacidn
regulando la unién al DNA de algunos complejos de replicacién en
la célula (79).

Rovinski (80) realizé estudios de tumores en modelos murinos con
eritroleucemia inducidos por la infeccién del virus Friend, 1los
cuales indicaron que la mutacién de p53 elimina la funcidén de éste,
si ocurre en ambos alelos (80). En estas células ambos alelos de
p53, pueden sufrir deleciones, inserciones o rearreglos, los cuales
sugieren la pérdida de la funcién selectiva en el tumor. En algunos
casos un alelo mutado daria una proteina alterada y el otro alelo se
pierde o se inactiva. Por estas observaciones se postuld que p53
podria actuar como un gene tumor supresor (81,82).

Ahora se conoce a p53 como un gene tumor supresor el cual actua como
un factor de transcripcidén que puede activar la expresién de algunos
genes, y reprimir la transcripcién de otros (79).

La fosfoproteina nuclear p53, es codificada por un gene mapeado en

el cromosoma 17 en la regidn pl3. y es considerada un regulador del
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crecimiento celular y su inactivacidén podria constituir una etapa
importante en la progresidén de las neoplasias. Los principales puntos
de mutacién caen en un grupo de 5-8 exones donde se encuentran las
4 regiones filogenéticamente conservadas de p53 (79).

Jonveaux y cols. (83) realizaron un estudio, en el que observaron
canbios citogenéticos que implicaban el brazo corto del cromosoma 17
en pacientes con SMD. En este trabajo se encontré una mutacién de
p53 en 5 de 151 (3.3%) pacientes con SMD. La mayoria de estas
mutaciones estan localizadas en reglones altamente coservadas entre
especies. Las mutaciones ocurrieron exclusivamente en el par de bases
Guanina - Citosina, donde se generé una transversién € por G y la
transicién G por A. Los 5 pacientes con la mutacién en p53 tenian los
subtipos AREB, AREB-t, LMMC con anormalidades cromosémicas
miltiples. Ademds tres progresaron a LMA y el tiempo de sobrevida fué
en promedio de 7 meses. E1l papel de la mutacién en p53 en el

dasarrollo de SMD y su progresion no es una asociacién definida (83).

2.12.5 ANALISIS MOLECULAR DEL CROMOSOMA 5

Las anormalidades del cromosoma 5 se han observado en 15% de los
pacientes con SMD. La variabilidad de los puntos de ruptura que se
muestran en la delecidn del cromosoma 5, sugiere que el evento es

fundamental en la transformacion maligna por la pérdida de secuencias
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criticas de DNA. La delecidén de este cromosoma se considera necesaria

pero no suficiente para la transformacién a leucemia (67). Estos

desdrdenes tienen una variedad de manifestaciones clinicas, desde

sintomas minimos hasta estados mds agresivos (84)

Los genes que codifican para factores de crecimiento y/o receptores
para los mismos han sido mapeados en la regidén critica de 5q,
incluyendo la interleucina-3 (IL-3) y GM-CSF (5q23-31), receptor para
el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR), el receptor
para andrdgenos beta (Beta2 AR) y el factor de crecimiento endotelial
(ECGF) (5931-32). Otros genes mapeados en 5q23-31 son EGR1 el cual
codifica para una proteina que actia como factor de transcripcidn,
ademds de un gen que codifica para CD14, el cual es un antigeno de
membrana de ceélulas mieloides. Estos genes estidn deletados en

pacientes con 5g~ (85).

Huebner (85) determiné que el Factor Estimulador de Colonias (CSF) es
una proteina que se requiere para la proliferacién y diferenciacién
de progenitores celulares. Por una tincién diferencial en colonias
derivadas de MO estimuladas por el Factor Estimulador de Colonias
Granulocitos-Monocitos (GM~CSF), demostrd que induce el crecimiento
de colonias granulociticas, granulocitos-macréfagos y eosindfilos. El
metabolismo oxidativo en los neutréfilos es aumentado por GM-CSF.
Sugiriendo una importante participacién de éste mediador en la

produccion y funcion de granulocitos para la defensa del huésped.
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El gene GM~CSF fué aislado de DNA normal para determinar su

organizacién estructural. Utilizando DNA recombinante ademas de

hibridizacidn "in situ" se localizé este gene en la regidn 5q21-5q32,
la cual estd implicada en la delecién intersticial de los SMD (85).

Boultwood y cols. (86) analizaron DNA de 10 pacientes con SMD que
tenian delecidén parcial del brazo largo del cromosoma 5, en éstos
no se detectaron posibles rearreglos en la estructura del gene
GM~CSF. La sensibilidad de la técnica de Southern es suficiente para
detectar rearreglos de genes en una poblacidén celular menoxr a 5% Yy
como los SMD son un desorden clonal se consideré gque cualquier
aberracién en este gene deberia ser detectada de existir. Cheng (87)
propone que un rearreglo en el gene del GM~CSF se podria usar como
marcador de clonalidad en Leucemias agudas. Sin embargo, se desechd
la idea de ser usado como marcador clonal, debido a que la
estructura del gene GM-CSF fué normal en los pacientes con 5g-. Se
propuso la hipdtesis de que la delecidén de un alelo puede enmascarar

un alelo mutado en el cromosoma $ homdlogo (87).

Ademds se han localizado los genes de la Interleucina-4 (IL-4 factor
estimulador de células B) y la Interleucina-5 (IL~5, la cual es un
factor de diferenciacidn y estimulador de colonias de eosindfilos)

en la regidn critica del cromosoma 5 ¢23-31 (88).
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Neuman y cols (89) han propuesto que esta region contenga ademds un
gene tumor-supresor que también esté implicado en 1la delecidn.
Utilizando la técnica de Southern e hibridizacion "in situ"
fluorescente (FISH) se construyd un mapa dividido en cuatro regiones,

esperando localizar genes en base a marcadores que ya han sido

mapeados. Con esto se determiné la distacia entre 1los genes
localizados, observandose que los genes de IL-3, CSF2, IL4 e IL5 se

encuentran en una regién de 9kb (89).

En la figura 8 se muestra un esquema del cromosoma 5 en el cual se

sefialan los puntos de ruptura y los genes implicados.
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Fig.8 Regidn critica de 5q que muestra la localizacidn de los genes
(84), '
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2.13 TRATAMIENTO

En los SMD se desconoce su fisiopatogenia exacta por lo tanto, hasta
el momento no se tiene un tratamiento especifico contra este desdrden
hematolégico. Es por ello que se recurre a tratamientos que mejoren

la calidad de vida de los pacientes.
2.13.1 TRANSFUSIONES

Este tratamiento mantiene a los pacientes con niveles dptimos de
hemoglobina, sin embargo no en todos los casos es posible aplicarlo.
Los pacientes con los subtipos AR y ARSA son los que mejor responden.
Aunque no se debe abusar ya que estos pacientes no pueden eliminar el
hierro que se transfunde, provocando una sobrecarga del mismo,
teniendo alteraciones en multiples érganos, siendo los mas afectados
el higado y miocardio. Ademds existe el riesgo de transmisién de

enfermedades virales e isoinmunizacién.

El uso de plaquetas en los pacientes con SMD estd indicado solé en
caso de sangrado de érgahos vitales como en sistema nervioso central
y aparato respiratorio. En este caso tampoco se tiene una cifra
ideal que indique el uso de transfusiones, se recomienda que el
paciente sea tranfundido con plaquetas de donador familiar y de

preferencia con el método de plaquetoféresis (90).
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2.13.2 TERAPIA HORMONAL, Los corticoesteroides fueron
recomendadosinicialmente en pacientes con SMD. Sin embargo estas
drogas fueron contraindicadas porque incrementaban lasuceptibilidad

a infecciones (91).

2.13.3 INTERFERON. El interferon tiene una gran utilidad clinica en
el tratamiento de tumores, leucemia granulocitica crdénica, leucemia
de células peludas. Sin embargo, en el tratamiento de los SMD no ha
mostrado ser util, en algunos estudios que se han realizado
utilizando Interferon alfa recombinante no se ha observado ningun

tipo de respuesta y si mucha toxicidad (91,92)

2.13.4 QUIMIOTERAPIA. Tomando en consideracién que estos son
padecimientos clonales malignos, se ha usado la quimioterapia en
idéntica forma y dosis a la que se utiliza para leucemia aguda. Los
resultados son muy contradictorios, ya que en algunos informes se
habla de hasta 60% de remisiones y en otros es menor a 10%. Se
considera que el empleo de quimioterapia en los SMD sdlo deberd

hacerse en condiciones muy especiales (90,91).

2.13.5 ACIDO RETINOICO es un agente capaz de inducir la
diferenciacién de promielocitos malignos a células morfoldgica y
funcionalmente normales de la serie mieloide.

La dosis empleada varia de 50 a 100 mg/dia sin obtener una respuesta
ganeral. En dosis mayores a 100 mg se observaron efectos secundarios

importantes (90,91).
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En un trabajo realizado por Koeffler y cols. (93) estudiaron la
accién de Acido 13 cis retinoico contra un placebo en pacientes con
SMD en el cual se concluyd que éste no causéd ningin beneficio en

dichos pacientes (93).

2.13.6 DANAZOL. Stadtmauer (94), realiza un trabajo en el que pone de
manifiesto la wutilidad de este tratamiento. E1 Danazol es un
andrdgeno atenuado, su utilidad consiste en que detiene 1las
hemorragias porque eleva los niveles de plaquetas. Ademds
posteriormente se comprobé que el danazol podia ser util porque
modifica los requerimientos tranfusionales y prolonga la

supervivencia de los pacientes (94).

2.13.7 TRANSPLANTE DE MEDULA OSEA Este tratamiento es otra
alternativa, ya que 50% de los paclientes tratados alcanzan una
remisién completa, con regresién de las anormalidades cromosdémicas y
con una supervivencia superior a los 5 afios. Deben considerarse
puntos como el costo elevado, y la edad de los pacientes estd
restringida a menores de 50 afios (<15% de lo pacientes con SMD) (90)
sin embargo, en un reporte hecho por Appelbaun. (95) 3 pacientes
mayores de 50 afnos respodieron al tratamiento teniendo una remisidén

completa.

Una buena respuesta depende no sélo de la edad, sino también de la

histocompatibilidad del donador y del receptor en los que se realizan

59



estudios de HLA-A, B y DR por linfotoxicidad y de D por cultivo mixto

de 1linfocitos. Ademds se requiere de regimenes preparativos del

donador Yy del receptor con ciclofosfamida entre otros medicamentos.
Entre los pacientes con mejor respuesta estdn los Jjdévenes, aunque
también depende del subtipo implicado. Los subtipos menos agresivos
como AR y ARSA tienen mejor respuesta que los subtipos mis agresivos
como AREB, AREB-t y LMMC. Sin embargo, debe considerarse que este es
un procedimiento de costo elevado. En nuestro pais este tratamiento

estd muy restringido (90,91,95,96).

2.13.8 MODIFICADORES BIOLOGICOS. Estos son los que ofrecen mas
espectativas. Primero porque en los SMD existe una alteracidén de la
maduracién de la hematopoyesis y el uso de estas sustancias puede
producir una maduracién normal. En segundo término la toxicidad de
dichos modificadores no es directamente sobre la MO y por lo mismo no

produce mielosupresién grave (90).

2.13.8.1 ERITROPOYETINA. La eritropoyetina (Ep) regula la
proliferacién y diferenciacién de células progenitoras eritroides,
pero no se conocia con exactitud si actuaba sélo como factor de
sobrevida o como mitégeno. En un trabajo realizado por Spivak y cols.
(97) se utilizé una linea celular dependiente de eritropoyetina,
(HCD-57) en la se midieron los efectos de esta hormona en diferentes
fases de ciclo celular., La sintesis de DNA se midié después de la
presencia de la hormona por la incorporacién de timidina marcada. Se

analizé el ciclo celular por citometria de flujo. El contenido de
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DNA se incrementé después de la exposicidén a la Ep, 1lo que indica

que actua como mitégeno sobre esta linea celular (97).

En varios trabajos se ha intentado establecer la dosis de
eritropoyetina recombinante que por via subcutanea indique una
buena respuesta en pacientes con SMD. Lo que se ha visto es que

estas dosis varian desde 50 unidades(U) por Kg de peso hasta 640
U/Kg. Lo que se ha observado es que los pacientes responden a
altas dosis de Ep tres veces a la semana incrementando los niveles de
hemoglobina,lo que disminuye los requerimientos de transfusiones. Se
ha observado que los subtipos menos agresivos son los que tienen
mejor prondéstico, aunque existen excepciones, como en casos con AREB

y AREB-t que también responden a la terapia (97,98,99).

2.13.8.2 FACTOR ESTIMULADOR DE COLONIAS DE MACROFAGOS-GRANULOCITOS.
(GM-CSFs). lLos factores estimuladores de colonias son un grupo de
glicoproteinas que regulan 1la hematopoyesis proﬁoviendo la
proliferacién y 1la diferenciacidn de células hematopoyéticas
progenitoras, El1 GM-CSF actua a nivel de células pluripotenciales.
También incrementa funciones de ceélulas mieloides tales como 1la
fagocitosis, la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos, e
inhibicién de la migracién de neutréfilos Se ha demostrado que
induce la diferenciacién de lineas de células leucémicas mieloides

in vitro (100).
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Con ayuda de la tecnonologia de DNA recombinante se ha podido
producir una gran variedad de Factores estimuladores de colonias que
se han empleado en investigaciones terapeuticas, empledndolos como
promotores de la proliferaciéon y maduracién de progenitores

hematopoyéticos normales en pacientes, recién transplantados (100).

En pacientes con SMD, en los que existe una maduracién mieloide
inefectiva, se ha intentado establecer la dosis terapéutica por lo
que se han administrado cantidades desde 5 ug/kg/dia via intravenosa,
hasta 12 ug/kg/dia. La respuesta a dosis bajas es mejor, mejorando
los niveles de neutréfilos y de leucucitos, disminuyendo los riesgos
de infecciones, y en algunos pacientes reduciendo las requerimientos
de transfusiones mejorando la calidad de vida., También se observé que
con dosis altas de estos factores se incrementaba el riesgo de
toxicidad extramedular. Este tratamiento es el que mejor responde a
las necesidades de los pacientes, ya gue 50 a 80% de ellos responden

mejorando su prondstico de vida (101,102,103).



3. MATERIAL Y METODOS

Se recibieron muestras de SP y/o MO de 235 pacientes con SMD; 3 del
Hospital General de México SSa. y 32 del Centro Médico Nacional S XXI
en el periodo comprendido entre 1991-1993. Las muestras heparinizadas
se tomaron antes de gque el paciente recibiera tratamiento. Las
muestras de mo fueron procesadas por la técnica directa de Hozier y
Linqguist (104) y las de SP por técnica de cultivo segqun Moorhead
modificada (105).

Las preparaciones se analizaron con técnica bandas GTG (47).
Se leyeron de 5 a 15 metafases y algunos casos se analizaron por
fotografia. Los SMD se clasificaron de acuerdo al FAB y se

correlacionaron con las alteraciones citogenéticas.

CARIOTIPO EN MEDULA OSEA (104).

En un tubo de ensaye se pone 9ml de solucién hipoténica de KCl 0.075
M. + 0.5ml de una solucidn de tripsina-EDTA al 0.25%. + 0.5ml de una
solucién de colchicina a una concentracién final de 0.02 %. Agregar
1ml de la muestra de aspirado de MO heparinizada.

. Incubar a 37°'C durante 1 hr 30 min.

. Centrifugar a 3000 rpm por 5 min. Decantar el sobrenadante y
resuspender el botdén en agitacidén vigorosa y constante, se fija con
una solucidén de 3 partes de metanol por una de acido acético. Dejar

incubar a temperatura ambiente durante 30 min.
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. Centrifugar a 3000 rpm por 5 min, resuspender nuevamente con la

solucién fijadora en agitacién constante. Repetir 10 veces.

. Se preparan las laminillas goteando la suspencidén de células a una
altura adecuado sobre portaobjetos desengrasados. posteriomente se
tifien con Giemsa (3ml de colorante de Giemsa + 47ml de solucién

amortiguadora de fosfatos pH 6.8) de 3-5 min.

. Se observan al microscopio y se preparan laminillas para tratarlas

posteriormente con tecnica de bandas GTG.

CARIOTIPO DE LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICA (105).

. La muestra de sangre periférica se toma en condiciones estériles y

en una jeringa heparinizada.

. Poner en un frasco esteril, 5ml medio de cultivo McCoy
suplementado (Para 100ml de medio poner 10 ml de suero de ternera
fetal + 1lml de una mezcla de antibiéticos penicilina 2, o000U/ml +
estreptomicina 275mg/ml). + fitohemaglutinina (PHA) como mitégeno.

Las muestras se trabajan por duplicado.

. Incubar a 37°C 70 hrs, y adicionar 0.5ml de solucién de colchicina

al 0.02%. Incubar a 37°C 2 hrs.
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. El cultivo se transfiere a tubos de centrifuga y centrifugar a

3000 rpm durante 5 min.

. Decantar el sobrenadante y resuspender paquete celular, y agregar 5
ml de solucién hipotdénica . de KCl 0.075 M en agitacidn constante e

incubar a 37°C por 30 min.

.+ Centrifugar a 3000 rpm durante 5 min y decantar el sabrenadante y

agregar gota a gota una solucion fijadora (3partes de metanol por una

parte de acido acético), e incubar por 30 min a temperatura ambiente.

. Centrfugar a 3000 rpm durante 5 min y decantar el sobrenadante.

Repetir la operacidn unas 5 veces.

. Las preparaciones se realizan goteando los portaobjetos limpios a

una altura adecuada. y se dejan secar al aire.

. Teiir las preparaciones con Giemsa de 3-5 min. (3ml de Giemsa + 47

ml de solucién amortiguadora de fosfatos pH 6.8).

. Observar al microscopio. Dependiendo de la calidad y del caso se

realizan bandas GTG.

65



BANDAS GTG

Las bandas G son consideradas como un bandeo positivo, son
estructuras constituidas por heterocromarina intercalar que

comprenden cerca del 50% de las crmitides. Se reconocen por sus

cualidades cromofilicas especialmente para colorantes basicos como el
Giemsa, ademds son relativamente resistentes al calor y a la

digestidon de algunas enzimas proteoliticas. (49).
TECNICA DE BANDAS GTG

. Las preparaciones se dejan envejecer por una semana. las laminallas
se colcan de 5-10 min seglin requiera el caso en una solucién de
tripsina al 1% (3ml de solucidn de tripsina + 47 ml de solucidén de
fosfatos pH de 6.8).

. Lavar en solucién salina isotdénica y posteriormente en agua
corriente. Tenir durante 1 min en Giemsa (3ml de colorante de Giemsa

+ 47 ml de solucidn de fosfatos pH 6.8), 1lavar y secar al aire.

. analizar al microscopio y seleccionar metafases bien bandeadas

para su andlisis f posterior fotografia si es necesario.
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4. RESULTADOS

Se analizaron 35 casos de pacientes con Sindrome Mielodispldsico. El
promedio de edad fué 55.5 en un rango de 13-85 afios, con una mediana
de 61 afios. El 82% tenian una edad mayor de 40 afos y 18% fueron
menores de 40 afos., La distribucion por sexos fué 22 femeninos y 13
masculinos. En la figura 7 se muestra la distribucién de 1los
pacientes de acuerdo a la clasificacion del FAB. En ella se observan
18 pacientes con AREB, 11 con AR, 2 con ARSA, 2 con AREB-t y 2 sin

clasificacidn.

En la tabla 4 se muestran las las caracteristicas clinicas de los
pacientes clasificados de acuerdo al FAB, se sefalan las alteraciones

citogenéticos primarios y secundarias.

En la tabla 5 se mnuestra el tratamiento, la repuesta a dste,
evolucion y periodo de sobrevida de los pacientes. Los tratamientos
empleados fueron: transfusiones sanguineas (Tfs), Prednisona (Pred),
Arabinosa C (Ara C) y Danazol (Dan). La mas empleada fué una mezcla
de tres medicamentos Predniona-Arabinosa C-Vincristina (PAO). Su
respueta fué referida como estable (Et), sin respuesta (SR) Yy
remision completa (RC). El periodo de sobrevida varié de acuerdo a su
evolucion., En la figura 8 se muestra el porcentaje de los pacientes
clasificados de acuerdo al FAB due evolucionaron a IMA.

Es importante sefnalar que solo 20 de los 35 pacientes (57%)

recibieron tratamiento, el resto no regresé a consulta o fallecis.
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TABLA 4. CARACTERISTICAS CLINICAS Y CITOGENETICAS DE LOS
PACIENTES CON SMD.

CASOE/S SUBTIPO MAT CELS CAR NoMIT ALTERACION ALTERACION
ANAL ANAL AN PRIMARIA SECUNDARIA
1 20/F AR MO 15 AN ki ] del{7Xq22)
SP 1 AA 1310 del(7Xq22)
1 4F AR MO 15 AN 8 hipo 31-33
3 ¥ AR sp 1} AN [{]] U2;18Xq34:411)
4 SWF AR MO 7 AN 4/3 hiper >50
S SSF AR MO 15 AA 1510 del{69Xq23)
hig 20 AN nm9 del{(6qXq23)
6 6IM AR MO 20 AA 20/0 7,11Xq22;q23) hiper >30
7 62M AR MO ] AN 9/6 W2:5Xq34:q34) hiper >30
& 6WF AR MO 15 AA 1560 dl6Xq2)tmarc  +4
9 65F AR MO 18 AN 612 hipo 2648
10 68M AR MO 20 AN 1548 del(3qXqI4)
1 ™ AR MO 1}] AN L] 1(14;17Xq32;q22)
12 39M ARSA MO 10 AN 82 deliSqXQd4iqter)  hipo 43
13 SwF ARSA MO is AN 10/§ 12
14 \3M ARED MO [§] AN m del{5gXq34) del(7qXq12:19)
15 \8F AREBR MO 17 AN 15n hiper >80
16 JWF ARED MO 18 AA 18/0 5,410
17 F ARER MO It AN 83 del(7Xq22:932)
sP [ ] AN 4/4 del(7Xq34)
18 S7M  AREB MO ] AN 96 hiper >30
19 S8F ARER MO 1} AA 110 1
20 62M AREB MO 13 AN 67 hiper >0 &K TNGM)
21 &M AREB MO 14 AN 8/6 W12;17Xq24:q11)  hiper 47.50
2 6\F AREB MO 18 AN 96 del(7Xgq32:q34) +18, +marc, 17q+
3 65M AREB MO 15 AN 411 Y1:12)
sP i AN M2 Y(1312)
4 0/F AREB MO 18 AN 810 -5 hiper > 50
% 0M AREB MO 18 AN nn 7
26 2F  AREB MO 15 AN 69 UGIXPRq)  hiper >80
17 NF AREB MO 3 AA 130 del(3qXq22)
® BF AREB MO 19 AN 514 2+
29 T8F ARER MO 11 AN 10/5 2+ +16
30 B0/F ARED MO 13 AN 9/6 7 hiper >30
31 BMF AREB MO 13 AN 1073 del(3)q34)
sr 15 AN 1213 del(SXq34)
32 40 AREB.T MO 3] AN 83 del(6)q24ter) hipo 4348
del(q22Xqlter)
3 0F AREB-T MO 14 AN 10/4 7
M F ? MO 19 AA 90 hiper >30
35 3/M ? sp n AA Uz {2q+

E/S Edad/Sexo, MAT ANAL Material analizado, CEL ANAL Numero de células analizadas, CAR

Cariotipo, MIT Numero de mitosis.
Subtipo segun la clasificacion dct FAB. AA Anormal, AN Anormal/Normal, ? Se desconoce.
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Tabla 5. Tratamiento y respuesta a la enfermedad.

No. CASO TRATAMIENTO RESPUESTA EVOLUCION SEGUIMIENTO
A LEUCEMIA (MESES)
1 ? ET e 6
2 PAO SR LMA 6
3 TFS/PRED RC Q 18
4 ? SR ? 5]
S ? ? ? S5
6 DAN RC <} i
7 DAN RC e 10
8 TFS RC <} 36
9 PAO SR LMA ®
10 ? ? ? S8
11 ? ? ? &8
12 ? ? ? /S
13 PAO SR LMA S8
14 ARA-C SR LMA S/S
15 PALIATIVO SR LMA SIS
16 PAO SR LMA 4
17 ? 1 ? S8
18 PAO SR LMA 6
19 PAO SR iMA 6
20 DAN RC (3] S/8
21 ARA-C SR LMA S/8
22 PRED/ARA-C SR LMA S
23 ? ? ? ::)
24 PAO SR LMA 6
25 PAO SR LMA S/8
26 DAN SR LMA S/5
27 ? ? ? S5
28 ? ? ? S5
29 ? ? ? §/S
30 DAN ET (5] S/8
k] TFS ET 3] S/§
32 PAO SR LMA SIS
33 ? SR LMA S/8
34 ? ? ? SIS
35 ? SR LMA S/8

7 Se desconcoce, ET Estable, ©  Sin cambio, PAO Prednisona Arabinosa-C O-oncovin, SR Sin
respuesta, LMA Leucemia miclocitica aguda, TFS Transfusiones, PRED Prednisona, RC Remisién
completa, © Defuncitn, DAN Danazol, $/8 Sin scguimicnto,
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5. DISCUSION Y CONCLUSIONES

De acuerdo al FAB los SMD se dividen en 5 subtipos en base a sus
caracteristicas clinicas y citoquimicas. El tratamiento y prondstico
de los pacientes depende del subtipo de la enfermedad (10,15).

De acuerdo a nuestros resultados observamos que de 35 pacientes, 22
fueron mujeres y 13 hombres. No se ha reportado alguna asociacidn
del sexo con la presentacién o la evolucién de los pacientes (15).

La edad si es un factor prondstico importante asociado a los SMD
(31). En nuestros pacientes la edad promedio fué de 55.5 afnos con un
rango de 13 a 85, de éstos 8 tenian menos de 50, de los cuales 37.5%
evolucionaron a leucemia aguda. De los 35 pacientes 27 fueron mayores
de 50 arios, de éstos 55.5% evolucionaron a LMA. Esto concuerda con
con lo reportado que indica que los pacientes mayores de 50 arios
tienen una propension mayor al desarrollo de la enfermedad y ademds
presentan un alto riesgo de transformacidén a un subtipo mas agresivo

o a leucemia aguda (31).

En los 35 casos se observaron anomalias citogenéticas. En 9 pacientes
(24.2%) se encontré cariotipo anormal en todas las células y en 26
pacientes cariotipo mixto, de los cuales 68.6% (22 casos) tenia
mayor numero de células anormales y el resto de células normales.

Las anormalidades primarias de tipo numérico se presentaron en 34.28%
(12) de los casos y en 65.71% (23) eran de tipo estructural. Ademds

es importante senalar que también se presentaron anormalidades
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secundarias en 40% de los casos, de los cuales en 78,.5% (11 casos)

fueron de tipo numérico y el resto (3 casos) de tipo estructural.

Las anormalidades cromosémicas encontradas en SMD se asocian con los
diferentes subtipos de acuerdo a la clasificacién del FAB. También se
han correlacionado con su evolucién y prondstico. Entre las
anormalidades mds frecuentemente reportadas estdn: la monosomia
parcial o total del cromosoma §, la cual se ha observado en los
subtipos ARSA, AREB y AREB-t con una frecuencia de 30 - 70%, su
periodo de sobrevida mayor de 18 meses su evolucién a IMA es raro
(55,61) .

La monosomia 7 y/o del(7q) se ha reportado como un aberracién comun
en SMD secundario y en pacientes pediatricos con SMD.

Otra anormalidad frecuentemente reportada en los SMD es la trisomia 8
se ha encontrado principalmente en los subtipos ARSA, LMMC y AREB con
una frecuencia de 15-25%, su evolucién a IMA es frecuente con un

periodo de sobrevida de 18 meses (55,61).

Las anormalidades cromosémicas primarias con mayor frecuencia

encontradas en nuestros pacientes fueron:

La del 5(q-) en 5 pacientes de los cuales uno presentéd el subtipo AR
(caso 10) sin recibir tratamiento. Otro tenia el subtipo ARSA (caso
12) no regresé para su seguimiento. Los tres restantes tenian el
subtipo AREB de éstos uno (caso 31) se mantuvo estable solo con

transfusiones, otro sin tratamiento, y el tercero (caso 14) fué
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tratado con Ara-c que evolucioné a IMA manteniéndose en mal estado.
Cabe sefalar que este paciente tenia 15 aflos, y de acuerdo a 1lo
referido en la literatura se esperaba un mejor prondstico como

respuesta al tratamiento (31).

En tres pacientes con AREB se encontré monosomia 5 de ¢éstos dos
(casos 16 Yy 24) fueron tratados con PA0O y evolucionaron a LMA
teniendo un periodo de sobrevida de 4-6 meses. El1 tercer paciente
(27) no fueé tratado.

La ~5/del(5q) Sse observa con mayor frecuencia en el subtipo AREB 6
de B casos, esto concuerda con lo citado anteriormente. Aunque se ha
reportado un prondstico favorable en la literatura (51), en nuestros
pacientes el prondstico no es muy bueno ya que de los 6, 3

evolucionaron a LMA (51).

La del 7q- se encontrd en 3 pacientes, de éstos uno tenia el subtipo
AR (caso 1) y no fué seguido. Los dos restantes presentaron el
subtipo AREB, de los cuales uno (caso 22) fué tratado con prednisona
/ Ara-c y evoluciond a LMA teniendo un periodo de sobrevida de 5
meses, el otro (caso 17) se desconoce el tratamiento pero se mantuvo

estable.

En 4 pacientes se presentd monosomia 7, 3 tenian el subtipo AREB, de

los cuales dos (casos 19,25) fueron tratados con PAO y evolucionaron

74



a IMA teniendo un periodo de sobrevida de 4-6 meses. El tercero (caso
30) se tratéd con Danazol y se mantuvo estable, el cuarto paciente
(caso 33) con el subtipo AREB-t evoluciond a IMA antes de recibir

tratamiento y fallecid.

De 7 casos que presentaron la anormalidad -7/del7q 5 tanian el
subtipo AREB de los cuales 3 evolucionaron a IMA, cabe mencionar que
uno de los pacientes (caso 1) tenia 20 aflos y se mantuvo estable
aunque no se tuvo seguimiento, los demis tenian una edad mayor de 50
afios. Seguin lo reportado en la literatura ésta anormalidad es
frecuente en pacientes pediatricos (51), sin embargo en nuestros
pacientes ninguno tenia menos de 13 afios. El pronéstico de 1los
pacientes con SMD no es favorable, ya que su frecuencia de evolucién

a LMA es de 20-30% (55,61).

Se observd la hiperdiploidia con > 50 cromosomas en 5 pacientes, uno
de ellos (caso 4) tenia el subtipo AR y fallecié., Los otros 3
presentaron el subtipo AREB de éstos uno (caso 15) fué tratado con un
paliativo y otro (caso 18) con PAO, ambos evolucionaron a LMA. El
tercero fué tratado con Danazol y se encuentra en remisién completa.
El quinto (caso 34) se desconoce el subtipo y el paciente no regreséd.
Entre mayor son los cromosomas afectados el pronédstico en los
pacientes es m&s pobre. En la literatura no se ha reportado 1la
hiperdiploidia > 50 como una anormalidad caracteristica de los SMD,
sin embargo ésta se puede presentar en otras enfermedades

hematoldgicas principalmente en LLA (51).
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La hipodiploidia fué encontrada en 2 pacientes con AR uno de ellos
(caso 2) con 31-35 cromosomas fué tratado con PAQO y desarrolld IMA
con un periodo de sobrevida de 6 meses. El otro (caso 9) con 26-45
cromosomas fué tratado con PAO y evoluciond a IMA con un periodo de

sobrevida de 6 meses.

Tampoco esta anormalidad o es caracteristica de los SMD en general
se asocia con mal prondstico y en otras anormalidades hematoldgicas
(51). En nuestro grupo los dos pacientes que la presentaron
evolucionaron a LMA, porque pareceria asociarse con mal pronéstico,
Para unificar esto seria importante el seguimiento de estos casos y

el andlisis de otros.

Se encontraron anormalidades que implican al cromosoma 17 en 2
pacientes, uno con AR (caso 11) t(4:17) (q932:g22) que no regresd para
su tratamiento., El otro (caso 21) con subtipo AREB y cariotipo 46,
XY,t(12:17) (g21;qll) fué tratado con ARA-C, y evoluciond a LMA
desconociéndose su periodo de sobrevida.

Las anormalidades que involucran al cromosoma 17 no son frecuentes en
los SMD. Sin embargo se han observado con una frecuencia de 5-10% en
todos los subtipos sequn la clasificacién del FAB, su evolucidén a IMA
es frecuente. Se piensa que este cromosoma es importante ya que se ha
asociado con la pérdida de la funcién del gen tumor supresor p53

(51).
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A pesar de que la trisomia 8 se reporta como una de las anomalias mds
frecuentes en SMD, principalmente en los subtipos ARSA, AREB y IMMC
(51,61), nosotros solo la encontramos en un caso (caso 22) de AREB
como anormalidad secundaria. Este paciente fué tratado con
Pred/Ara~c y evolucioné a LMA con un periodo de sobrevida de 5 meses.
El prondstico de estos pacientes seqgun la literarura no es bueno por

su frecuente evolucién a LMA (51).

La delecién 6(g23) se encontrd en tres pacientes 2 con AR, uno de
ellos (caso 5) no regresé para su sequimiemto, el otro (caso 8) fué
tratado con transfusibnes sanguineas manteniéndose estable. El
tercero (caso 32) con subtipo AREB-t fué tratado con PAO, evoluciond

a LMA y fallecio.

Esta anormalidad se ha reportado en 5-10% de los caso de IMA y el
punto de ruptura 6q21-24 se ha asociado con el oncogen c-myb, sin
embargo Esta alteracién es rara en los SMD y se desconoce su
evolucidén. En nuestros pacientes no se correlacioné la evolucidn con

la anormalidad citogenética (51).

El caso 26 tuvo t(6,9)(p23,q34) este paciente fué tratado con
danazol, evolucioné a IMA y se desconoce su periodo de sobrevida.
Esta se ha encontrado frecuentemente en SMD con una rdpida progresidn
IMA. Los pacientes son jdévenes y pueden presentar basofilia en MO

(61), sin embargo nuestro paciente tenia mds de 50 ahos.
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Otras anormalidades encontradas no frecuentes en SMD.

La t(2:18) (g34,qll) (caso 3) que se traté con transfusiones

manteniendose estable y con un periodo de sobrevida > de 18 meses.

En el caso 6 se encontrd una t(7,11) (q22,923), fué tratado con
Danazol y entrd en remisién completa con un periodo de sobrevida >

11 meses.

En el caso 7 se identificdé una t(2,5)(q32,q34) y se tratd con
Danazol este paciente entré en ramision y su periodo de sobrevida de

10 meses.

Se observd monosomia 12 en el caso 13, el cual recibié PAO como
tratamiento, evolucionéd a LMA y tuvo un periodo de sobrevida de 3
meses. No se ha repotado en la literatura como frecuente en los SMD
{(55,61) . Otro caso (35) del cual se desconoce el subtipo tenia 12g+,

se desconoce su tratamiento, evoluciondé a LMA.

Un derivado 2q+ se observd en los casos 28 y 29, ambos tenian ﬁl

subtipo AREB, se desconoce su seguimiento.

Como anormalidades secundarias se encontraron: hiperdiploidia > 50
cromosomas (casos 6,7,21,24,26,30) de éstos el 21,24,26 evolucicnaron
a LMA. Otras anormalidades secundarias fueron la hipodiploidia en los

cagos 12 y 32 de éstos uno evoluciond a LMA y del otro se desconoce
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su seguimiento., La del 7(q32,q39) casos 14 y 20 uno evoluciond a IMA
Yy el otro entrd en remisién. Con menor frecuencia se encuentran las
anormalidades del caso 8 con una trisomia 4, se mantuvo estable. el
caso 22 con trisomia 8, evoluciond a IMA, La trisomia del caso 16 se
desconose su tratamiento.

De 14 casos que presentaron anormalidades cromosdémicas secundarias, 9
tenian el subtipo AREB de éstos 5 evolucionaron a IMA. Es importante
seflalar que a mayor numero de anormalidades aumenta el riesgo de

evolucidén a LMA y por lo tanto el prondstico no es bueno.

Nuestros pacientes con 1los subtipos mas agresivos como AREB y AREB-t
fueron 1los que presentaron mayor propensidn de evolucién a
unaleucemia aguda. Tal como se ha reportado (55,61) las anormalidades
reportadas en la literatura son las mismas encontradas en nuestros
pacientes, sin embargo, su respuesta a los diferentes ;ratamientos
empleados no estd bien definida ya que no se tienen pardmetros de
dosis-respueta a los medicamentos y que los pacientes responden de
diferente manera. Es importante sehalar la importancia de 1los
estudios citogenéticos en estos paclentes ya que depéndiendo del
resultado se realiza el tratamiento y su posterior seguimiento. El
establecimiento temprano del diagnético de la enfermedad ayuda a
proporcionar mayor oportunidad del empleo de tratamientos que ayuden

en el mejoramiento de la calidad de vida.
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