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RESUMEN

Utilidad de la citometria de flujo segun las escalas OGATA y RED en el diagnéstico
del sindrome mielodisplasico en el Hospital de Especialidades del Centro Médico

Nacional siglo XXI.

Antecedentes: El sindrome mielodisplasico (SMD) es un trastorno hematopoyético que

se caracteriza por la presencia de citopenias persistentes, alteraciones citogenéticas
recurrentes y un riesgo incrementado de leucemia mieloide aguda. Actualmente para la
citometria de flujo (CF) un estudio complementario. Para facilitar la interpretacion de la
CF se han realizado multiples escalas diagnosticas basadas Unicamente en el
inmunofenotipo, como es la escala RED y Ogata. El uso de estas escalas a nivel mundial
no se ha extendido del todo, ya que hay pocos estudios que las validen. Estas fueron
implementadas por nuestro servicio en el pasado reciente, sin embargo, no se ha
determinado la sensibilidad y especificidad de estas. Debido a que contamos con la
prueba de CF de forma rutinaria, si la hipotesis del estudio se cumple pudiera valorarse

aplicarlas en un futuro en todo paciente con sospecha de SMD primario.

Objetivo: Evaluar la sensibilidad y la especificidad de la citometria de flujo utilizando las
escalas Ogata y RED, en los pacientes enviados con sospecha de sindrome

mielodisplasico primario.

Material y métodos: Se revisaron de manera retrospectiva los casos enviados al

laboratorio de hematologia especial con sospecha de sindrome mielodisplasico, de enero
2017 a diciembre 2018, en quienes se realizo la determinacion del inmunofenotipo en la
muestra de médula 6sea, y se haya establecido el puntaje de las escalas Ogata y RED.
Se compararon los resultados entre los que pacientes con el diagnéstico final de SMD
(Casos; segun los criterios OMS-2016), con los que resultaron con una enfermedad
distinta (Controles), determinando entonces la sensibilidad y especificidad de esta
prueba para el diagnéstico de SMD. Se empled estadistica descriptiva para las variables
clinicas de los pacientes en estudio y se determiné la sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo y valor predictivo negativo de las dos escalas, realizando el analisis

estadistico con el software SPSS 25.



Recursos e infraestructura: Recurso humano a cargo del asesor metodolégico y el

médico residente. Fisicos en base a los datos obtenidos del expediente clinico fisico o

electronico, papel y computadora. El financiamiento corrié a cargo del investigador.

Resultados vy discusiones: Se incluyeron 117 pacientes en los que se realiz6 el analisis

para las escalas Ogata y RED. La mediana de edad fue de 64 afios y la de seguimiento
fue de 21 meses. Se identificaron 57 casos (con SMD primario) y 60 controles (sin SMD),
con una mediana de edad para los casos de 65 afios y de 63 afios para los controles, sin
mostrar diferencia estadisticamente significativa. Con respecto a los casos, la mayoria
acorde a la clasificacion de la OMS era del subtipo SMD-DM con un 55% (n: 32). En
cuanto a la clasificacion IPSS-R, el grueso se encontraba en el tipo de riesgo bueno e
intermedio con un 33% (n: 17) y 31% (n: 16), respectivamente. Obtuvimos un 49.2% de
falsos positivos y 22.4% falsos negativos. Encontramos que la sensibilidad para dicha
prueba fue de 77.6%, la especificidad de 50.8%, con un VPP y un VPPN de 60.8% y
69.8% respectivamente. En relaciébn con la escala RED, se analizaron un total 57
pacientes y el 100% resultaron negativos, por lo que no fu posible determinar la utilidad

diagnodstica de esta prueba.

Conclusiones: La principal utilidad diagnéstica observada del puntaje Ogata obtenido por

citometria de flujo es cuando resulta negativa, con valor predictivo negativo de 70%. En
los casos con pocos blastos y menor displasia es donde tiene un rendimiento diagnéstico
pobre. Por lo anterior, la escala Ogata mostr6é una baja utilidad diagnéstica en pacientes
con sospecha de sindrome mielodisplasico. La escala RED no fue util para identificar a

los pacientes con SMD primario en esta cohorte de pacientes.



MARCO TEORICO

Introduccion

El sindrome mielodisplasico (SMD) se define como un trastorno clonal hematopoyético
heterogéneo caracterizado por la presencia de citopenias en sangre periférica, displasia
en una o mas de las lineas mieloides mayores, hematopoyesis ineficaz, anormalidades

genéticas recurrentes y un riesgo incrementado de desarrollar leucemia mieloide aguda?.

Las citopenias que suelen ser de moderadas a graves y el riesgo de desarrollar leucemia
mieloide aguda es el problema clinico caracteristico que lleva a los pacientes a requerir

de tratamiento.

La etiologia parte de la presencia de una clona (definido como un grupo de células madre
hematopoyéticas que son iguales genéticamente) aberrante en la medula ésea. La clona
aberrante se genera tras la presencia de un evento generalmente no identificado, que
como consecuencia le genera a la célula hematopoyética previamente sana cambios
genéticos y/o epigenéticos. Estos cambios le confieren ventajas en la supervivencia,
expansion y ademéas que impiden la diferenciacion final hacia células sanguineas

maduras que normalmente estan circulando en nuestros vasos sanguineos 23,

La incidencia varia acorde al grupo etario, siendo mas elevada en pacientes entre 70 a
79 afos y practicamente inexistente en nifios. La incidencia se estima en el primer grupo

va de casi 30 por 100,000 personas e incrementa con la edad 4.

En el registro mexicano de enfermedades hematolégicas (REMEDEH) el cual nos
proporciona el registro de enfermedades hematolégicas que incluyen SMD, se realiz6 un
estudio multicéntrico en México en 2012 en la Ciudad de México con participacion de
multiples hospitales de tercer nivel donde se identificaron 329 casos, se encontré una
incidencia elevada en menores de 60 afos (41.9%), trombocitopenia como citopenia
debutante, y presencia de Sindrome Mielodisplasico con displasia multilinaje (SMD-DM)
y un mayor proporcion de mujeres, todo esto distinto a lo registrado en la literatura

extranjera °.



Diagnéstico y abordaje de un paciente con Sindrome Mielodisplasico

El abordaje inicial debe realizarse para el descarte de cualquier citopenia identificada por
una biometria hematica completa. Se recomienda la realizacion de una adecuada historia
clinica, interrogando especificamente causas que orienten a alguna causa especifica
hematoldgico o no. Las pruebas iniciales incluyen biometria hematica completa, frotis de
sangre periférica, perfil hepatico, y aspirado de médula 6sea. Algunos otros estudios que
pueden resultar Utiles dependiendo del contexto son Coombs directo, TSH, T3, T4,
serologia viral, TORCH. Por otro lado, en el aspirado de médula 6sea se debe buscar
intencionadamente la presencia o ausencia de displasia, porcentaje de blastos,

celularidad estimada, tincién de hierro en blasqueda de sideroblastos en anillo 6.

Una vez descartadas otras etiologias, la sospecha continda con la presencia de

citopenias en sangre periférica persistente por lo menos durante 4 meses ’.

Para su confirmacion se necesita cualquiera de la siguientes: Displasia en por lo menos
10% de las células en la linea eritroide, neutrofilica o megacariocitica en el aspirado de
medula 6sea, 215% de sideroblastos en anillo 0 2 5% en presencia de la mutaciéon SF3B1
ambos en presencia de tincion de hierro, mieloblastos en medula 6sea del 5 al 19% y
anormalidades tipicas por cariotipo convencional o por hibridacion fluorescente in situ
(FISH). Sin embargo, en ocasiones el diagnostico puede ser dificil y pese a no contar los
criterios definitorios mencionados previamente la sospecha puede persistir. En dichos
casos, se acepta que se puede utilizar herramientas alternativas para llegar al
diagndstico definitivo como la citometria de flujo (CF), anormalidades en la biopsia de

hueso o inmunohistoquimica o secuencias moleculares que determinan clonalidad & 7.
Clasificaciéon

Una vez confirmado el diagnostico, es necesario determinar el prondstico en base a los
hallazgos encontrados. Se han instaurado a lo largo del tiempo multiples clasificaciones,
la primera de ellas en la década de los 70’s por el grupo internacional Franco-Americano-
Britanico (FAB), quienes acunaron por primera el termino de sindrome mielodisplasico 8.
Este grupo de expertos a traves del tiempo realizé varias revisiones donde se afiadieron

y modificaron algunos subgrupos °. La organizacién mundial de la salud (OMS) en su 4ta
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edicion propuso cambios de la clasificacion previa de la FAB 19, y finalmente en el 2016

lanza la clasificacion que hoy dia es la mas ampliamente utilizada 2.

La OMS actualmente clasifica de acuerdo a las caracteristicas morfolégicas, de
laboratorio incluyendo algunas pruebas moleculares los siguientes subtipos: Sindrome
Mielodisplasico con displasia unilinaje (SMD-DU); Sindrome Mielodisplasico con
sideroblastos en anillo (SMD-SA); Sindrome Mielodisplasico con displasia multilinaje
(SMD-DM); Sindrome Mielodisplasico con exceso de blastos tipos 1 o 2 (SMD-EB 1,
SMD-EB 2); SMD asociado a deleccion aislada del brazo largo del cromosoma 5 (SMD

con del5q) y el SMD no-clasificado * 11, (Anexo 1)
Citometria de flujo

La citometria de flujo (CF) es una herramienta que ha sido implementada en mdltiples
padecimientos hematoldgicos, principalmente en el diagndstico de leucemias agudas y
crénicas 2. El principio basico de la prueba es la capacidad de analizar mdltiples
caracteristicas de una sola célula dentro de una poblacion heterogénea en un periodo de
tiempo corto. El citometro de flujo tiene como objetivo contar y analizar la forma, tamafio
y propiedades de cada una de las células que se encuentra en el fluido a estudiar, para
por medio de un software y personal capacitado determinar si se trata de una enfermedad
hematoldgica primaria (u cualquiera que sea la sospecha de envi6)®. Un citbmetro
convencional se compone de 3 elementos basicos: Un sistema 6ptico, de computacion y
de fluidos, cada uno de ellos con funciones especificas. El proceso para andlisis de
manera general es el siguiente: Una vez que la se realiza la preparacion del liquido a
estudiar (que en nuestro caso puede ser medula ésea o sangre periférica), esta se coloca
en el citbmetro de flujo. La maquina succiona el contenido a estudiar, lo mezcla con una
solucion salina que se encuentra dentro del citbmetro y esto le permite llevar a la solucién
hacia un canal lo suficientemente estrecho de tal forma que se alinean las células, forma
una fila tnica, donde permitira que cada una de las células dentro del aparato pueda ser
analizada individualmente. Este canal estrecho ademas guia a las células hacia el punto
de interrogaciéon, donde pasa perpendicularmente un laser que es aquel que nos
permitira realizar el analisis (Imagen 1). Conforme cada célula pasa a través del laser se

genera una dispersion en multiples direcciones. El citometro de flujo tiene la capacidad
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de detectar la dispersion de la luz en un sentido frontal (forward scatter), que es
proporcional al tamafio celular y una dispersion en sentido ortogonal (forward scatter)
(Imagen 2), que es proporcional a la cantidad de estructuras granulares o complejidad
de la célula. Estos dos tipos de dispersiones, es identificada por un sensor ubicado a
distancia de la célula, a una distancia aun mayor del laser. El sensor convierte la
dispersion de la luz en un voltaje, que es directamente proporcional a la dispersion frontal.
La computadora convierte esta informacion a un histograma, representado de manera
grafica para su mayor compresion. La dispersion de luz ortogonal, es detectada por un
sensor que se ubica perpendicular al laser. De igual forma el citbmetro convierte esta
dispersion de luz a voltaje y posteriormente se grafica en un histograma por el software.
Al analizar la dispersion de luz frontal y ortogonal, el investigador puede determinar el
tamanfo, forma y complejidad de las células. Ademas de la dispersion, un citbmetro de
flujo puede detectar la luz emitida de células excitadas fluorescentes, como son
anticuerpos fluorescentes. Una vez que se afiade el anticuerpo unido a un fluorocromo
gue al ser excitado emite fluorescencia a determinada longitud de onda las cual es
detectada por los diferentes filtros y detectores. Existen diferentes tipos de estos ultimos
de acuerdo con la longitud de onda emitida. Puede ademas detectar la luz de mdaltiples
fluorocromos en la misma muestra. Un citometro de flujo puede detectar hasta 18 colores
distintos el mismo tiempo. La informacion recabada se muestra nuevamente en un
histograma y permite al investigador analizar cada poblacion celular de manera

individualizada'® 4,
La citometria de flujo en el sindrome mielodisplasico

La citometria de flujo para el diagnéstico de SMD puede ser utilizada como un co-criterio
en casos que tengan citopenias periféricas persistentes, pero no exista evidencia de

displasia en el frotis de medula 6sea y/o alteraciones citogenéticas caracteristicas *°.

El fundamento detras de la utilizacion de esta prueba recae en la busqueda de displasia
gue no es visible al microscopio, que se define en términos de CF como la presencia de
alteraciones fenotipicas 6. Sin embargo, el andlisis de esta prueba debe basarse en
parametros con suficiente sensibilidad y especificidad para poder ser aplicable de forma

clinica 1719,
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Sin embargo, la interpretacién adecuada de la prueba para la identificacion de estas
alteraciones fenotipicas en SMD puede representar todo un reto. Algunos de los retos
gue detienen su uso de manera extendida como criterio mayor para el diagndstico en
SMD incluyen la necesidad de personal capacitado y con experiencia para su
interpretacion, disponibilidad de un citometro de flujo de multiples colores adecuado
acorde a estandares internacionales, asi como los flurocromos necesarios (éstos ultimos
dos representan un gran reto para paises vias de desarrollo), la ausencia de un unico
marcador por CF especifico para SMD y la falta de homogeneidad a la hora de reportar

los resultados por los distintos laboratorios.

En vispera del reto presente, en los ultimos afios la European LeukemiaNet y con
actualizaciones recientes, ha creado un consenso que intenta plantear directrices para
precisar el rol de la CF en el diagnéstico y pronostico del sindrome mielodisplasico’. Por
primera vez lo hizo en 2009 29, y mas recientemente 2014 nuevamente realizé una
revision del trabajo previo que incluye la descripcidén para estudio del linaje eritroide y

mielomonocitico 2.

Se concluy6 entonces cuales marcadores aberrantes de acuerdo a cada comportamiento
hematopoyético es necesario investigar en caso de SMD. Por ejemplo, las células CD34+
alteran sus caracteristicas fenotipicas con frecuencia en el SMD, es en esta una
poblacion util para el diagnéstico de esta enfermedad 2. Las aberraciones en la linea de
CD34+ que son compatibles con la sospecha de SMD incluyen: una disminucion de los
progenitores de células B, la co-expresion de antigenos mieloides tempranos y tardios,
un incremento de la poblacibn CD34 comprometida al linaje mieloide, la expresion
anormal de CD45 y la expresion de antigenos linfoides. Ademas de estas alteraciones,
la dispersion lateral (SSC) en la linea mieloide (concretamente granulocitica) provee una
forma de evaluar la mielodisplasia en multiples laboratorios que le permiten constancia
al reportarse y al combinarse estos permite diferenciar adecuadamente de aquellos que

no tienen SMD 23-24,

Respecto a la evaluacion de la linea eritroide, histéricamente ha sido dificil de utilizarse
debido a que no habia sido universalmente validada. Actualmente se utilizan marcadores
como CD45, CD71, CD235a, CD36, CD117 y CD105 para la identificacion de

13



aberraciones 25?7, Algunas de las aberraciones mas frecuentemente encontradas en este
linaje es el aumento de la cantidad de progenitores eritroides asociado con un aumento
en la proporcion de células eritroides inmaduras (CD117+), expresion asincrénica de
CD71+ versus CD235a y una disminucion de la reactividad para CD36 puede
encontrarse hasta en un 70% de los pacientes 28 2°, Otro marcador que promete a futuro
es la deteccion de sideroblastos en anillo, sin embargo el anticuerpo no esta

comercialmente disponible 0.

El andlisis de la linea megacariocitica por CF representa un reto ya que en una muestra
promedio existen escasas cantidades de células de este linaje para su interpretacion. El
consorcio actual de la European Leukemianet para la utilizacion de CF en SMD no

recomienda el andlisis de este linaje 2.
Sistema de puntuaciones para el diagnéstico por CF del SMD

Se han ideado a través del tiempo multiple sistema de puntuaciones validadas
internacionalmente para facilitar el diagnostico de SMD por la CF. Pese a que existen
una gran cantidad de sistema de puntuacién la mayoria toma parametros similares para
el puntaje entre los que incluyen alteraciones en el porcentaje de células progenitoras
mieloides y cuantificacion de aberraciones en el linaje mielomonocitico. A su vez, en
estas dos poblaciones se busca determinar la expresion de marcadores especificos de
linaje y los no especificos del linaje, asi como la presencia de marcadores asincrénicos.
Hay sistemas de puntuacion como la escala de Wells, que utiliza una gran cantidad de
parametros y otros que utilizan una menor cantidad. Independientemente de la escala a
utilizar se estima que su sensibilidad y especificidad va desde 69 a 98% y 78 a 93%

respectivamente 31-33,
Puntuacion OGATA

La puntuacion OGATA fue publicada por primera vez en el 2006 y tenia como objetivo
examinar 13 parametros de la CF en poblacion de células CD34+ en aquellos pacientes
con SMD del subtipo bajo grado sin sideroblastos en anillo comparado con un grupo
control. Se determinaron 4 parametros para el calculo de la puntuacion: Porcentaje de
células progenitoras mieloides CD34+ entre el total de células nucleadas; porcentaje de
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células progenitoras B dentro del grupo de CD34+, expresion CD45+ en progenitores
mieloides comparado con su expresion en linfocitos; y la comparativa del SSC en
granulocitos vs linfocitos (Anexo 2). Cada uno de éstos tiene valor de un punto y se

concluye positivo para SMD si la puntuacion final es mayor o igual a 2 31-32,

Esta escala de puntuacion de originé de un estudio multicéntrico en 6 instituciones. Se
estudiaron 797 pacientes con diagnéstico de SMD de bajo riesgo acorde a la clasificacion
del indice pronostico internacional (IPSS). Observaron que los pacientes con SMD tenian
aumentado el tamafio del cluster relacionado a mieloblastos, disminucion del tamario del
cluster relacionado con células progenitoras B, expresion aberrante de CD45 y reduccion
de la dispersion lateral de granulocitos en comparacion con el grupo de pacientes con
citopenias no clonales. Por ultimo, se identificé una sensibilidad del 69% y especificidad

del 92% en la cohorte 32,

Sin embargo, su uso extendido en situaciones de la vida real se limita a algunos estudios.
Un grupo de estudio en Dinamarca se dio a la tarea de aplicar esta puntuacion en 35
pacientes. De estos, 91% de los pacientes fueron correctamente identificados con

diagnéstico de SMD por la puntuacion OGATA 34,

La experiencia reportada en México con la puntuacion OGATA es limitada. Sin embargo,
existe un estudio multicéntrico en Latinoamérica realizado por Montauban y cols donde
validaron este sistema de puntaje en 146 pacientes y 57 controles. Los resultados fueron
similares a la literatura internacional, con una sensibilidad del 75.6%, especificidad del
91.2%, valor predictivo positivo (VPP) 95.6% y valor predictivo negativo del 65.4% (VPN).
Por otro lado, observaron que la sensibilidad de la prueba se elevaba en el subgrupo de

pacientes con clasificacion de bajo riesgo °.

En conclusion, parece ser que el score OGATA es una buena herramienta de cribaje
sobre todo por su alto VPP. En base a esto, hoy dia el puntaje OGATA actualmente

recomendado por la European Leukemia Net Working Group para cribaje por CF en SMD
21

Escala RED en la deteccion de diseritropoyesis por citometria de flujo
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Si bien la puntuacion OGATA es adecuada para la identificacion de aberraciones en
linaje mieloide, pero no es util en la identificacion de las alteraciones en la linea eritroide.
Histéricamente y hasta recientemente no existia consenso respecto a los marcadores a
utilizarse para la identificacion de la diseritropoyesis. Alteraciones en la expresion de
CD71 (receptor de transferrina), CD36 (receptor de trombospodina) o CD235a
(glicoforina-A) son algunas de las alteraciones frecuentemente encontradas y
especificamente, se han enfatizado en la especificidad y consistencia de la disminucion

de la expresién de CD71 como marcador principal 36-38,

La puntuacion RED surgié como una necesidad de crear una herramienta diagndstica
sencilla que permita identificar las alteraciones en la linea eritroide por CF, de una
manera consistente y reproducible. Se compar6 53 pacientes con SMD y 46 controles,
resultando la escala capaz de identificar correctamente a un 80% de los pacientes. Los
pardmetros utilizados (Anexo 3) incluyen la combinacion de los parametros CD71 y
CD36 y el grado de anemia, siendo positiva si es mayor o igual a 3. Al final del estudio
se le combiné con la escala OGATA alcanzando una sensibilidad del 88% .

Serrano y cols condujo un estudio de casos y controles con 32 pacientes con SMD y 28
controles para estimar la sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de las puntuaciones
combinadas RED y OGATA. Resulté que la sensibilidad de las puntuaciones
combinadas era del 62% vs 38% y 90%, para RED y OGATA respectivamente. Por otro
lado, la especificidad era del 90% para las puntuaciones combinadas vs 85% para RED
y 90% para OGATA. Concluyeron entonces que las puntuaciones combinadas ayudaron

a incrementar la sensibilidad de la prueba “°.

16



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢,Cudl es la sensibilidad y especificidad de las escalas OGATA y RED obtenidas por

citometria de flujo, en el diagnostico de sindrome mielodisplasico primario?
JUSTIFICACION

El sindrome mielodisplasico (SMD) es un trastorno hematopoyético que se caracteriza
por la presencia de citopenias en sangre periférica, alteraciones citogenéticas
recurrentes y un riesgo incrementado de leucemia mieloide aguda. Actualmente para
llegar a su diagndstico la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda que se
identifiqgue morfol6gicamente mielodisplasia, se tenga citopenias en sangre periférica y/o
se acomparie de algun estudio citogenético alterado. La citometria de flujo (CF) es una
herramienta diagnostica ampliamente utilizada en diversas neoplasias hematoldgicas y
se ha vuelto en algunas de ellas el estandar de oro para su diagndstico, sin embargo en
el SMD esté relegada como un estudio complementario. La correcta interpretacion de la
CF en esta enfermedad es un reto, alcanzando una sensibilidad de hasta el 80% en
manos expertas. Para facilitar su interpretacion se construido multiples escalas basadas
unicamente en el inmunofenotipo de la muestra de médula 6sea. Dentro de las mas
utilizadas se encuentra por ejemplo las puntuaciones OGATA y RED, que han sido
validadas internacionalmente reportando una sensibilidad del 62% de forma combinada
y por si solas de 38% y 90%, para RED y OGATA, respectivamente. A diferencia de
algunas pruebas para el diagnostico de SMD (por ejemplo cariotipo convencional) con
las que no contamos de manera constante en nuestro hospital, la CF se realiza de
manera rutinaria en todos los pacientes con sospecha de SMD y se encuentra
estandarizada acorde al sistema EURO FLOW, por lo que es posible calcular las
puntuaciones diagnosticas de forma efectiva y determinar si existen aberraciones

fenotipicas.

El objetivo del estudio es evaluar la sensibilidad y especificidad de las escalas de
puntuacion RED y OGATA en los pacientes que fueron enviados de manera inicial con
sospecha de SMD. Se propone que estas escalas tienen alta sensibilidad y especificidad

para el diagnostico de SMD en nuestro hospital.
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OBJETIVOS
General

Evaluar la sensibilidad y la especificidad de la citometria de flujo utilizando las escalas
OGATA y RED, en los pacientes enviados con sospecha de sindrome mielodisplasico

primario.
Especificos

e Determinar la sensibilidad de las puntuaciones OGATA y RED en los pacientes
con sospecha de sindrome mielodisplasico primario.

e Determinar la especificidad de las puntuaciones OGATA y RED en los pacientes
con sospecha de sindrome mielodisplasico primario.

e Determinar el valor predictivo positivo de las puntuaciones OGATA y RED en los
pacientes con sindrome mielodisplasico primario.

e Determinar el valor predictivo negativo de las puntuaciones OGATA Yy RED en los

pacientes con un diagnostico final diferente a sindrome mielodisplasico primario.
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HIPOTESIS
Hipoétesis Principal

Los puntajes obtenidos mediante las escalas OGATA y RED por citometria de flujo
pueden diagnosticar con una sensibilidad elevada a los pacientes en los que finalmente

se concluyé el diagnostico de sindrome mielodisplasico primario.
Hipotesis secundarias

e La escala OGATA igual o mayor a 2 puntos tiene una sensibilidad para el
diagndstico de SMD primario del 75%.

e La escala OGATA igual o mayor a 2 puntos tiene una especificidad para el
diagndstico de SMD primario del 80%

e Laescala RED igual o mayor a 3 puntos tiene una sensibilidad para el diagnéstico
de SMD primario del 70%

e Laescala RED igual o mayor a 3 puntos tiene un especificidad para el diagnéstico
de SMD primario del 90%
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MATERIAL Y METODOS.

Diseino del estudio

Estudio retrospectivo de casos y controles.

Poblaciéon de estudio

Pacientes cuya muestra de médula 6sea fue enviada al laboratorio de hematologia
especial del Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional siglo XXI, por la
sospecha de sindrome mielodisplasico primario y en la que se realiz6 la citometria de
flujo con determinacion de las escalas OGATA y RED en el periodo de enero del 2017 a
diciembre del 2018.

A. Criterios de Selecciéon

1. Criterios de Inclusion
Pacientes mayores de 18 afios sin limite superior.
De cualquier género.
Con sospecha clinica de sindrome mielodisplasico primario.
Pacientes que cuenten con su expediente clinico (fisico o electronico)
completo.
Que se hayan determinado por citometria de flujo de la muestra de médula
0sea, los puntajes de las escalas OGATAy RED.
Se consider6 CASO a un paciente en quien se concluyé el diagnéstico de
sindrome mielodispldsico primario segun los criterios OMS-2016
(citopenias persistentes e inexplicables, displasia significativa en la médula
O0sea en 1 a 3 linajes celulares y/o citogenética de la médula 6sea con
alteraciones cromosdmicas definitorias de SMD).
Se consider6 CONTROL a un paciente con sospecha inicial de sindrome
mielodisplasico primario, pero que no cumplio los criterios OMS-2016 y en

guien se concluy6 un diagnéstico diferente a SMD.
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2. Criterios de Exclusién
Pacientes sin expediente clinico (fisico o electrdnico).

Pacientes en quienes no se realiz6 la prueba de citometria de flujo de la
médula 6sea o en quienes no se determind el puntaje de las escalas
OGATA Yy RED.

Pacientes que no aceptaron participar en el estudio de investigacion.

3. Criterios de Eliminacion

Pacientes sin diagndstico de certeza.

Tamaiio de la muestra

Considerando que la sensibilidad de la prueba para el diagndstico de SMD primario esta
reportada alrededor del 75% y que se ha reportado que hasta 20% de los controles tienen
una prueba falsamente positiva, se tuvo una relacién de 1 caso por cada control, con un
valor de alfa de 5% y un poder del 80%, requiriendo un minimo de 20 casos y 20 controles

para obtener la validez cientifica de confirmar nuestra hipoétesis.

Estrategia de Estudio

Previa autorizacién por el comité local de investigacién en salud y previa firma del
consentimiento informado, incluimos a todo paciente que cumplié los criterios de
seleccion, realizando la revision de su expediente clinico y del resultado de la prueba de
citometria de flujo en la médula 6sea, registrando los datos demograficos y los criterios
en los que se basé el diagnostico final, asi como los valores de los puntajes de las
escalas OGATA y RED.

El estandar de oro para el diagnéstico de SMD primario fueron los criterios diagnosticos

OMS-2016. Se analizaron los datos de los pacientes que en el expediente clinico tuvieran

establecido un diagndstico final.
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Las muestras enviadas al laboratorio de Hematologia especial fueron obtenidas del
aspirado de medula ésea esternal y/o de la cresta iliaca posterior y enviadas para su
analisis por citometria de flujo en un lapso menor a 24 horas de la toma de la muestra,

con el formato de solicitud adecuado.

El estudio de las alteraciones inmunofenotipicas se realizd en el laboratorio de
Hematologia especial de la Unidad Médica de Alta Especialidad del Hospital de
Especialidades, del Centro Médico Nacional Siglo XXI del Instituto Mexicano del Seguro

Social, de la siguiente manera:

Basados en la estandarizacion internacional EURO FLOW, se estudiaron las alteraciones
inmunofenotipicas de las poblaciones celulares de la médula ésea que incluyen la linea
mieloide, eritroide y monocitode, utilizando un panel de 8 colores estandarizados. Las
muestras se colocaron en tubos rotulados de manera progresiva, afiadiendo 100 pL
(concentracion de células de 107/uL) de muestra de médula 6sea, adicionando los
distintos fluorocromos de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Posteriormente
se agitaron los tubos por 10 segundos y se incubaron durante 15 minutos a temperatura
ambiente, siempre en la obscuridad total. Seguido de esto se indujo lisis de los eritrocitos
con 1mL de solucioén de lisis diluida 1/10 en agua destilada del producto “FACSIysing
solution” (BDB, San Jose CA USA), y se incub6 durante 10minutos con las mismas
caracteristicas que la previa incubacion. Posteriormente se centrifugd a 2000rpm durante
5 minutos, decantandose el sobrenadante y lavando con 2mL de PBS pH 7.4, para luego
centrifugar nuevamente a 2000rpm por 5 minutos, con nueva decantacion y resuspension
con 350 uL de PBS con pH 7.5.

Para el correcto marcaje de los antigenos intracelulares, una vez se incub6 el anticuerpo
para el antigeno de superficie, se afiadieron 100 uL de reactivo A de la solucion Intrasure
(soluciodn fijadora de formaldehido), y se incubo con la técnica previamente descrita, con
posterior lisis de hematies con 2ml de solucion de lisis durante 10 minutos a temperatura
ambiente, con nueva centrifugacion a 2000 rpm por 5 minutos, decantandose el
sobrenadante y adicionandose 50 uL de reactivo B (solucion permeabilizandote) y 10 pL

de anticuerpos para marcaje de antigeno intracelular. Se realizé una nueva incubacién
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durante 15 minutos a temperatura ambiente, se adicionaron 2mL de PBS pH 7.4, nueva
centrifugacion a 2000 rpm 5 min, nueva decantacion y resuspension con 350 uL de PBS
pH 7.4.

Una vez listas las muestras se procedio al analisis por la metodologia recomendada por
el grupo europeo de estudio de CF para SMD del 2016 (EuroFlow) con el equipo
FACSCANTO Il de 8 colores y con el Software de andlisis de datos Infinicyt. Se realizd
el andlisis de la siguiente forma: 1) Se obtiene de manera inicial la distribucion celular
comparando el FSC vs SCC. 2) Una vez depurados los detritus y obteniéndose la
distribucién celular a estudiar, se utiliza la comparativa SCC vs CD45, que ayuda a
diferenciar en grupos cada linaje de acuerdo a su grado de madurez. 3) Se utilizaron
combinaciones de marcadores para analizar los distintos compartimentos (eritroide,
monocitoide, granulocitos, blastos) acorde al grupo EuroFlow 2012. Las combinaciones

utilizadas de anticuerpos son las siguientes:

HLADR CD45 CD16
CD13 CD34 CD117
CD11b CD10 CD35
CD64 IREM 2 CD14

OBTENCION DE LAS ESCALAS OGATAY RED

Para la obtencion de la puntuacion OGATA se consideraron cuatro parametros y cada
uno de estos equivale a un punto: 1) Porcentaje total de mieloblastos en todas las células
nucleadas. 2) Porcentaje total de células progenitoras linfoides B en todas las células
CD34+, 3) Relacion CD45 linfocito/mieloblasto y 4) La relacién del canal maximo en SSC

de granulocitos a linfocitos.

Para la escala RED se obtuvo el coeficiente de variacion en la poblacion de hematies
con los marcadores CD71 FITC y CD36 FITC en dos histogramas. Se realiza una
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correlacion entre el coeficiente de variacion y la hemoglobina para determinar si cumple

los criterios de displasia.

CUADRO VARIABLES
Variable Descripcion Descrlpmon Tipo Esca_la_ ge
conceptual operacional medicion
Trastorno clonal | Pacientes con
hematopoyético citopenias de
heterogéneo duracion mas de 3
caracterizado por la | meses en biometria
presencia de | hematica, con
citopenias en sangre | muestra de medula
periférica, displasia en | 6sea sospechosa
una o mas de las|para SMD con
Caso de lineas mieloides | presencia d_e mas |~ aitativa | 1. Si
mayores, de 10% de displasia SOV
SMD , TR dicotomica | 2. No
hematopoyesis en cualquier linaje,
ineficaz, porcentaje de
anormalidades blastos menor al
genéticas recurrentes | 20% y citogenética
y un riesgo | compatible o]
incrementado de | definitoria acorde a
desarrollar  leucemia | la definicion de la
mieloide aguda OMS 2016
Paciente con
sospecha inicial de
Trastorno .
o sindrome
hematopoyético que se | ~ . T
o mielodisplasico
manifiesta con | oo, pero due
Control | citopenias periféricas, Eo cu’mplié qlos Cualitativa 1. Si
de SMD | requiere estudio de | - . P dicotomica 2. No
X ] criterios OMS-2016
aspirado de médula :
! , . y en quien se
Osea y citometria de .
. concluyo un
flujo ) 7
diagnaostico
diferente a SMD.
Definidko como el
Escala ?;22?5 glb ter;;dd% 32 SSnta'eogtleanrfir defal Cualitativa | 1. <2 puntos
OGATA g buntaje a p ' dicotomica | 2. =22 puntos

displasia en la linea
mieloide en un

1) Porcentaje total
de mieloblastos en
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paciente con sospecha
de SMD primario
analizado de una
muestra de médula
Osea

todas las células
nucleadas.

2) Porcentaje total
de células

progenitoras
linfoides B en todas
las células CD34+
3) Relacion CD45
linfocito/mieloblasto
4) La relacion del

canal maximo en
SSC de
granulocitos a
linfocitos.

Escala
RED

Puntaje que nos ayuda
a definir la existencia
de displasia en la linea
eritroide en pacientes
con sospecha de SMD
primario en una
muestra de médula
Osea

Se obtiene el
puntaje a partir de la
obtencioén del
coeficiente de
variacion de CD71y
CD36 con el nivel
de hemoglobina

Cualitativa
dicotdmica

1. <3 puntos
2. =3 puntos
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ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 por medio de estadistica descriptiva para las variables demogréficas del grupo
de pacientes, se describieron para los datos con distribucion normal: media y desviacion

estandar; y para los datos con libre distribucion: mediana y minimo-maximo.

Se construyo la tabla de 2 x 2, entre los CASOS y CONTROLES en comparacion con la
escala OGATA < 2 puntos (NEGATIVO PARA SMD) 6 = 2 puntos (POSITIVO PARA
SMD), para obtener la proporcion de pacientes con SMD primario que tuvieron la prueba
positiva (sensibilidad) y para obtener la proporcion de pacientes sin SMD primario que

tuvieron la prueba negativa (especificidad).

Después se calculd la proporcion de pacientes con la prueba positiva que finalmente
tuvieron SMD primario (valor predictivo positivo) y la proporcion de pacientes con la
prueba negativa que finalmente no tuvieron SMD primario (valor predictivo negativo).

Esta misma secuencia de analisis se realiz6 para la escala RED < 3 puntos (NEGATIVO
PARA SMD) 6 = 3 puntos (POSITIVO PARA SMD). Se consideré estadisticamente

significativo un valor de p < 0.05.

El analisis estadistico se realiz6 con el paquete estadistico SPSS version 25.
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ASPECTOS ETICOS

Nos apegamos a los principios definidos en la declaracion de Helsinki adoptada en 1964
y validada en 2008, asi como en el codigo de Nuremberg y en los cédigos de Buenas

Préacticas para la Investigacion Clinica.

Este estudio de investigacion se apega a la Ley General de Salud en materia de
investigacion para la salud, considerando el presente un estudio sin riesgo, dado que
Gnicamente se realizd la revision del expediente clinico de cada paciente, sin tener
alguna intervencion directa con los individuos involucrados. Por otro lado, el manejo de
la informacion registrada fue 100% confidencial ya que no se incluyeron nombres, ni

formas de identificar al paciente en estudio, asignando un niumero de folio consecutivo.

Se solicit6 el consentimiento informado a cada uno de los pacientes incluidos al estudio
por una persona diferente al investigador principal.

La presente investigacion tiene el objetivo de validar en nuestro medio una herramienta
diagndstica que en el caso de la enfermedad SMD, no ha podido ser establecida como
recomendada dentro del protocolo diagndstico, ya que en diferentes hospitales del pais
0 extranjeros su realizaciébn no sigue un proceso de estandarizacidon, ademas de
considerar que en nuestro hospital no contamos con el estudio citogenético de manera

regular y si es habitual disponer de la citometria de flujo.
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RECURSOS, FINANCIAMIENTO Y FACTIBILIDAD

Se efectud con los recursos que la institucion nos provee, el centro hospitalario tiene la

facilidad de realizar citometria de flujo de manera rutinaria.

Humanos

a) Médico residente

b) Asesor Metodologico

Fisicos

a) Computadora

b) Papel

c) Paquete estadistico: SPSS 25

d) Citometro de flujo FASCANTO Il de BD
e) Expedientes clinicos

Financieros

a) Los gastos generados estuvieron a cargo del investigador
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RESULTADOS

Del 02 enero del 2017 al 31 diciembre del 2018 identificamos un total de 177 pacientes
con la sospecha de sindrome mielodisplasico. Fueron descartados 60 pacientes por no
contar con diagnostico definitivo, tener estudios paraclinicos incompletos o si el

diagndstico final resulto otra enfermedad hematopoyética o clonal.

Finalmente se incluyeron 117 pacientes en los que se realizo el analisis para las escalas
Ogata y RED. La mediana de edad fue de 64 afios y la de seguimiento fue de 21 meses.
Al final del seguimiento un 63% se encontraba con vida (n: 74). Respecto al aspirado de
médula 6sea, la mediana de celularidad fue de 40% mientras que en la biopsia de hueso
esta fue del 50%. La fibrosis reticulinica detectada en la biopsia de hueso fue en la
mayoria de los casos grado 0, distribuidos de la siguiente manera: grado 0 de 74% (n:
40), grado 1 en 17% (n: 9) y grado 2 en 9% (n: 5) segun la escala de Thiel. Por otro lado,
también hubo diferencia en el porcentaje de blastos con una mediana de 0% y 3% para
el aspirado de medula 6sea y citometria de flujo respectivamente. En la tabla 1 se

muestran las caracteristicas demogréficas y clinicas de toda la cohorte.

Se identificaron 57 casos (con SMD primario) y 60 controles (sin SMD) (48% y 52%
respectivamente). Las caracteristicas demograficas y clinicas de los casos y controles
se muestran en la tabla 2. Al analizar al grupo de controles encontramos que la mayoria
de ellos correspondian a enfermedades autoinmunitarias en un 54% (n: 32), causas
infecciosas en un 7% (n: 4), deficiencias de hematinicos 24% (n: 14) que incluian
deficiencia de folatos, vitamina B12 o deficiencia de hierro y el resto correspondié a

citopenias secundarias a enfermedades no hematologicas con un 15% (n: 9).

Respecto a los casos, la mayoria acorde a la clasificacion de la OMS era del subtipo
SMD-DM con un 55% (n: 32). En cuanto a la clasificacion IPSS-R, el grueso se
encontraba en el tipo de riesgo bueno e intermedio con un 33% (n: 17) y 31% (n: 16),
respectivamente. La mediana de edad para los casos fue de 65 afios y de 63 afios para

los controles, sin mostrar diferencia estadisticamente significativa.
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La mortalidad resulté diferente siendo del 65% vs 35% para casos y controles,
respectivamente (p= 0.007). Con respecto a los hallazgos iniciales de laboratorio la
mediana de hemoglobina fue de 8.3g/dl para los casos y 10.9g/dl para los controles (p=
0.0001). EI VCM de 99.7fl para casos y 89fl controles (p= 0.0001). Otros parametros
incluyeron, reticulocitos corregidos al hematocrito 1.1% y 2.0% (p= 0.001), leucocitos
3.1x 10%L y 4.9x 10°%/L (p= 0.009) y neutrdéfilos 1.3x mm3y 2.6 x mm?3 (p= 0.002) para
casos y controles, respectivamente. La cifra de plaquetas y lactato deshidrogenasa no

mostraron diferencia entre los grupos.

Tabla 1 — Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes con
sospecha de SMD
Caracteristicas n=117
Edad — (afios) 64
Genero — (%)
e Masculino 50
e Femenino 50
Estado actual — (%)
e Vivo 63
e Muerto 36
Controles (sin SMD) - %
e Autoinmunidad 54
e Infeccioso 7
 Deficiencia de hematinicos 24
 Citopenias secundarias 15
Alteraciones de laboratorio al diagndstico —
(mediana)
e Hemoglobina — (g/dl) 9.8
e Hematocrito — (%) 29.9
e VCM— (L) 93
e RDW — (%) 16
e Reticulocitos corregidos al hematocrito 2.0
e Leucocitos — (x 109L) 3.5
e Neutréfilos — (x mm3) 1.85
e Plaquetas —(x 10°/L) ??862
e Lactato deshidrogenasa — (Ul/l)
Celularidad — (%)
e Aspirado medula 6sea 40
e Biopsia 50
Blastos — (%)
e Aspirado de medula 6sea 0
e Citometria de flujo 3
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Respecto a la celularidad en el aspirado de medula ésea en ambos grupos la mediana
fue del 50%, mientras que en la biopsia esta fue de 40% para los casos y 50% para los
controles. Se observo un aumento evidente en la displasia apreciable por el clinico en
los casos en comparacion con los controles para las 3 lineas: eritroide 85% vs 15% (p=
0.0001), mieloide 84% vs 16% (p= 0.0001) y megacariocitica 88% vs 12% (p= 0.0001).
Respecto al porcentaje de blastos, no hubo diferencia estadistica en el conteo por
citometria de flujo (p= 0.23), pero si en el aspirado de medula ésea con 1.0% para los

casos vs 0.0% para los controles (p= 0.0001).

El andlisis por la citometria de flujo se realizé en muestras tomadas en medula 6sea en
un lapso menor a 24 horas de la puncién, todas anticoaguladas con heparina de 5 000
U y aquellas que resultaron hemodiluidas en el momento de iniciar el andlisis en el
citometro fueron descartadas. Los puntajes de las escalas por citometria de flujo fueron
determinados por la citometrista Laura Rabelo Carrasco del laboratorio de hematologia

especial en todas las muestras del estudio, es decir, en los 117 pacientes estudiados.

La mediana del puntaje de OGATA fue de 2 puntos para toda la cohorte. En las tablas 3
y 4 se muestra la distribucion de los casos y controles en relacién con el puntaje obtenido
con la escala de la citometria de flujo Ogata (mayor o igual de 2 puntos Positivo, menor
de 2 puntos Negativo). Obtuvimos un 49.2% de falsos positivos y 22.4% falsos negativos.
Encontramos que la sensibilidad para dicha prueba fue de 77.6%, la especificidad de
50.8%.

Si bien la sensibilidad y la especificidad nos dan a conocer el poder de la prueba en su
uso cotidiano en el laboratorio, no reflejan su utilidad en la practica clinica diaria. Para
los clinicos a la hora de interpretar un resultado de laboratorio los valores predictivos
positivos y negativos resultan de mayor utilidad. El valor predictivo positivo (VPP) nos da
a conocer la probabilidad que una persona resulte si tener la enfermedad estudiada si el
resultado es positivo, mientras que el valor predictivo negativo (VPN), es lo contrario, la
probabilidad de no tener la enfermedad si el resultado es negativo. No podemos dejar a
un lado la prevalencia de la enfermedad en relacién con estos ultimos valores, de tal
forma que evidentemente si esta es alta, la probabilidad de que la prueba resulte positiva

sera también mas alta, por lo contrario, si la prevalencia es baja la

31



Tabla 2 — Caracteristicas demograficas y clinicas en los casos con SMD

y en los controles n=117

Caracteristicas Casos Controles
(n= 57) (n=60) P
Edad — (mediana afnos) 65 63 0.22
Mortalidad — (%) 65 35 0.007
Alteraciones de laboratorio al
diagnostico
e Hemoglobina — (g/dl) 28634 égg 88881
e Hematocrito — (%) ' X :
% | B |
* RDW-(%) 1.1 2.0 0.001
e Reticulocitos corregidos 3'1 4'9 0'009
e Leucocitos — (x 109/L) ' ' '
e 1.3 2.6 0.002
¢ Neutrdfilos — (x mm3) 46 47 0.64
e Plaquetas — (x 109/L)
e Lactato deshidrogenasa —(Ul/l) 406 356 0.038
Celularidad — (%)
o éls:péresa)do de médula 6sea 50 50 0.41
e Biopsia (n= 56) 40 >0 0.46
Displasia en AMO — (%)
e Eritroide 85 15 0.0001
e Mieloide 84 16 0.0001
e Megacariocitica 88 12 0.0001
Blastos
e AMO 1.0 0.0 0.0001
e Citometria de flujo 3.5 1.0 0.23
SMD OMS 2016 — (%)
e SMD-DU 14
e SMD-DM 95
e SMD-EBI 17
e SMD-EB II 12
e 50 menos 2
IPSS-R — (%)
e Muy bueno 12
e Bueno 33
e Intermedio 31
e Malo 12
e Muy malo 12

SMD-DU: Sindrome Mielodisplasico con displasia unilinaje; SMD-DM: Sindrome Mielodisplasico con
displasia multilinaje; SMD-EB 1: Sindrome Mielodisplasico con exceso de blastos |; SMD-EB 2: Sindrome

Mielodisplasico con exceso de blastos 2; IPSS-R: indice pronostico internacional revisado
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probabilidad que la prueba resulte negativa también sera alta. A este concepto se le
conoce como razon de verosimilitud o “likehood ratio” (LR) en inglés. Cuando una prueba
diagndstica tiene un LR positivo mayor o igual 10 y el negativo es menor o igual a 0.1 su
utilidad es altamente relevante, mientras que si es menor a 2 o mayor a 0.5 resulta de
una mala utilidad diagnostica. En esta cohorte de pacientes el VPP y VPN calculado fue
de 60.8% y 69.8% respectivamente. Tomando en cuenta una prevalencia del 49.6%, la

razon de verosimilitud positiva fue de 1.59 y la negativa de 0.43.

Tabla 3 — Distribucién de los casos y controles
segun la escala por citometria de flujo Ogata
(n=117)

OGATA Casos Controles
Positivo 77.6% 49.2%
Negativo 22.4% 50.8%
Tabla 4 — Prueba diagnéstica escala Ogata
(n=117)

Sensibilidad 77.6%

Especificidad 50.8%

VPP 60.8%

VPN 69.8%

LR+ 1.59

LR- 0.43

Se realiz6 el andlisis de esta prueba diagnostica, seleccionando Unicamente a los casos
con SMD del subtipo SMD con exceso de blastos tipo 1 y tipo 2, acorde a la clasificacién
OMS 2016, encontrando una sensibilidad del 88.2%, especificidad del 50.8%, VPP
34.1%, VPN 93.8%, LR positiva 1.8 y LR negativa 0.24, con una prevalencia del 22.4%.
(Tabla 5).

Tabla 5 — OGATA en SMD-EB 1y SMD-EB2
(n=41)

Sensibilidad 88.2%

Especificidad 50.8%

VPP 34.1%

VPN 93.8%

LR+ 1.8

LR- 0.24

Prevalencia: 22.4%
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Si tomamos solo al subgrupo de pacientes clasificados acorde a la OMS como SMD-DU,

SMD-DM y 5g menos encontramos una sensibilidad del 73.2%, especificidad del 50.8%,

VPP 50.8%, VPN 73.2%. Con base en una prevalencia del 41% obtuvimos un LR positivo
1.49, LR negativo 0.53. (Tabla 6).

Tabla 6 — OGATA en SDM-DU, SDM-DM y
59 menos (n=17)

Sensibilidad 73.2%
Especificidad 50.8%

VPP 50.8%

VPN 73.2%

LR+ 1.49

LR- 0.53

Prevalencia: 41%

Respecto al subgrupo de casos clasificados segun la escala pronéstica IPSS-R,

seleccionamos a los de los grupos de riesgo muy-alto, alto e intermedio, obteniendo una
sensibilidad del 82.9%, especificidad del 50.8%, VPP 50%, VPN 83.3%, LR positiva 1.69,
LR negativa 0.33 y prevalencia del 37.2%. (Tabla 7).

Por ultimo, en aquellos pacientes con IPSS-R bajo y muy bajo, la sensibilidad fue del
69%, especificidad 50.8%, VPP 40.8%, VPN 76.9%, LR positivo 1.41, LR negativo 0.61

y una prevalencia del 33%. (Tabla 8).

Tabla 7 — OGATA en IPSS-R Muy alto, alto

e intermedio (n=29)

Tabla 8 —- OGATA en IPSS-R bajo y muy

Sensibilidad 82.9%
Especificidad 50.8%
VPP 50%
VPN 83.3%
LR+ 1.69
LR- 0.33

Prevalencia;: 37.2%

bajo (n=23)

Sensibilidad 69%
Especificidad 50.8%
VPP 40.8%
VPN 76.9%
LR+ 141
LR- 0.61

Prevalencia: 33%
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En relacion con la escala RED, se capturaron y analizaron un total 57 pacientes. De éstos
el 100% resultaron como negativos (puntaje menor a 3 puntos). Se concluyd que las
muestras enviadas durante el periodo del estudio no eran Optimas para su analisis,
debido a la obtencion de un porcentaje considerablemente bajo de la serie eritroide, por
tanto, el calculo de dicha escala arrojo resultados poco fidedignos. Por tal motivo fue
posible realizar un andlisis de la utilidad diagnostica de la escala RED en estos pacientes.

Lo obtenido y analizado se muestra en la tabla 9.

Tabla 9 — Distribucion de los casos y
controles segun la escala por citometria de
flujo RED (n= 57)

RED Casos Controles
Positivo 0 0
Negativo 100% 100%

Ademas del célculo de la escala Ogata, en nuestro laboratorio se nos reporta la presencia
de displasia de forma cualitativa, basados en las recomendaciones de la European
Leukemia Net. Esta modalidad cualitativa analiza varios parametros entre los que se
incluyen el aumento o disminucion de la estirpe celular, la presencia de aberrancias en
los progenitores mieloides y monocitoides, neutréfilos maduros, monocitos, progenitores
B y del compartimento eritroide. Realizamos el andlisis de esta escala cualitativa para
determinar su poder diagndéstico. Encontramos una sensibilidad del 87.7%, especificidad
del 20.3%, VPP 51.5%, VPN 63.2%, LR positiva 1.1 y LR negativa 0.6. Los resultados

se muestran en la tabla 10.

Tabla 10 - Prueba diagnéstica escala
cualitativa (n= 117)

Sensibilidad 87.7%

Especificidad 20.3%

VPP 51.5%

VPN 63.2%

LR+ 1.1

LR- 0.6
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DISCUSION

La citometria de flujo en una muestra de médula ésea, aplicada en el diagndstico correcto
del sindrome mielodisplasico primario (SMD), sigue siendo un reto, de tal forma que en
las recomendaciones de la OMS permanece solo como un co-criterio, es decir, que no
es indispensable realizar este estudio para diagnosticar SMD?°. La utilizacién de distintas
escalas diagnésticas basadas en la citometria de flujo, han demostrado a lo largo del
tiempo y por multiples estudios, su valor en discriminar aquellos pacientes con citopenias
distintas al Sindrome Mielodisplasico. Una de las desventajas o fallas principales de
estas escalas es que no han demostrado ser muy efectivas en la correcta identificacion
de aquellos subgrupos de riesgo pronostico bajo o favorable, siendo muy eficaces en
aquellos pacientes de riesgo alto o desfavorable o con un elevado porcentaje de
blastos?3.

En nuestro estudio, presentamos la utilidad y eficacia para el diagnéstico del SMD
primario de la escalas Ogata y RED, determinada en una muestra de médula 6sea al
momento del diagnostico. En el laboratorio de nuestro hospital se cuenta con un
citbmetro de flujo de 8 colores FASCANTO Il, donde se emplean los paneles
recomendados y estandarizados segun Euroflow, aspectos que indican la calidad de
nuestra prueba de laboratorio y que no encontramos reportados en otros estudios
multicéntricos donde se han utilizado metodologias distintas en cada uno de ellos. En
todo momento la determinacién de los puntajes fueron llevados a cabo por citometristas
expertos, con amplia experiencia en la interpretacion de la citometria de flujo en casos
con SMD.

A pesar de lo anterior, los resultados que obtuvimos no fueron similares a los reportados
previamente por otros grupos de estudio. En un estudio multicéntrico hecho en Latino
Ameérica por Montauban et al, encontraron una sensibilidad del 75.6%, especificidad
91.2%, VPP 95.6%, VPN 65.4% y LHR+ 8.3 para todos los pacientes con SMD
independientemente del subgrupo. Sin embargo, para el subgrupo de IPSS/R alto y muy
alto el poder de la prueba aumento considerablemente con una sensibilidad cercana al
100%, esto posiblemente por el aumento de la cantidad de progenitores mieloides®®. En

otro estudio por Della Porta et al, los valores encontrados fueron de sensibilidad 70.1%,
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especificidad 91.2%, VPP 94.2%, VPN 62.1% y LHR+ 7.9, en pacientes con IPSS de
bajo riesgo y de igual forma incrementaron su capacidad diagnéstica conforme el

subgrupo de riesgo aumentabas?,

Considerando las caracteristicas de la poblacidén estudiada por nosotros y la reportada
en esos estudios, no hay diferencias importantes, ya que en general se trato de pacientes
con citopenias, con edades que rondan los 60 afios y en nuestro caso, con un
seguimiento adecuado con una mediana de 21 meses. Una diferencia notable, es que
en el articulo original de la prueba diagndstica reportada por Ogata et-al®!, incluyeron
como controles a pacientes con anemia aplasica, y en nuestro estudio se decidi
excluirlos pese a contar con una buena cantidad de ellos (aproximadamente 15), siendo
el motivo que al tratarse de una enfermedad clonal se pueden encontrar aberraciones
gue resultaria en falsos positivos. Analizando los controles de otros estudios, tenemos
por ejemplo a Della porta et-al®?, donde en la cohorte de estudio y validacién la mediana
de edad fue de 62 afios, y las enfermedades mas frecuentes fueron anemia asociada a
la enfermedad crénica en un 18%, citopenias inmunes 22% y trombocitopenia inmune
primaria en un 16%. Por otro lado, Davydova et-al 41, analizo en el grupo control
pacientes mas jovenes (mediana 42 afos), pero las enfermedades no distaron mucho de
otros estudios, siendo la mas frecuente anemia aplasica y citopenias inmunes, seguido

por linfomas.

La mayoria de los pacientes que utilizamos como control eran portadores de
enfermedades autoinmunes y solo una minoria eran pacientes con infecciones. En estos
ultimos se han reportado alteraciones fenotipicas por citometria de flujo, resultando en
falsos positivos, sin embargo, el numero de casos empleados no fue elevado y se
asemeja a otras cohortes. No hay literatura actual que confirme que los pacientes con
citopenias autoinmunes o autoinmunidad tengan mayor prevalencia de aberrancias

identificadas por CF.

Analizando las variables pre-analiticas como posible causa de nuestros resultados
encontramos que todas las muestras de médula ésea fueron procesadas y analizadas
con menos de 24 horas de haber sido obtenidas del paciente y fueron diluidas
correctamente en heparina de 5000Ul en una relacion 3 a 1, siendo solo unas pocas de
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ellas fueron consideradas hemodiluidas y no valorables, que es un factor ya conocido
como causa de aberraciones. Por lo anterior, decidimos hacer un analisis en el subgrupo
de pacientes en los que la muestra se esperaba hipocelular, (lo cual definimos como una
celularidad menor a 30% en menores de 70 afios y menor del 20% en mayores de 70
afos, segun el aspirado de médula 6sea y la biopsia de hueso) y encontramos resultados
similares. La sensibilidad fue de 79.6%, especificidad del 45.5% con el VPP y el VPN de
64.2% y 64.5%, respectivamente. Por tal motivo, y pese a que hubo discreto aumento en
el VPP no podemos concluir que incluir muestras hipocelulares alteré nuestros resultados

globales.

Pese a lo descrito previamente y que al final del dia no encontramos grandes diferencias
en las poblaciones reportadas en articulos previos, comparado con nuestros resultados,
encontramos una sensibilidad, especificidad, VPP, VPN y LR tanto positivo como
negativo, bajos en general, es decir, con pobre utilidad diagndéstica. En los pacientes con
IPSS-R de riesgo intermedio, alto o muy alto el poder diagnéstico de la prueba se

incremento, pero no de una forma significativa.

La utilizacién de la escala Ogata esta reportada como una forma objetiva y relativamente
facil de realizar para el citometrista, que deberia permitir la correcta clasificacién de
pacientes con citopenias aun sin diagnostico establecido, indicando de una forma
cuantitativa la posibilidad de que se trate de un SMD primario, sin embargo, como vimos
en nuestra poblaciéon en un contexto de préactica clinica habitual, su utilidad diagnéstica
resulté marginal. En el presente estudio, también comparamos la prueba Ogata con un
analisis cualitativo, (basado en la experiencia del citometrista, que reporta la presencia o
ausencia de alteraciones compatibles con mielodisplasia), encontrando que la escala
cuantitativa (Escala Ogata) tuvo un mejor rendimiento diagnoéstico, ya que los VPP y VPN
fueron superiores considerablemente, sin embargo, la sensibilidad fue superior en la
cualitativa. Por lo anterior, a la hora de tomar una decision diagndstica por parte del

clinico, la escala Ogata es superior a la escala cualitativa de nuestro centro.

La principal limitante de nuestro estudio es sin lugar a duda que se trata de un estudio
retrospectivo. Para concluir de forma definitiva la utilidad marginal de esta prueba

diagndstica, tendria que realizarse un estudio prospectivo de casos y controles donde se
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realicen las mismas pruebas de exclusion de SMD en ambos grupos, por ejemplo, en
nuestro estudio no todos los controles tuvieron cariotipo (pese a que el periodo de
seguimiento fue adecuado para descartar SMD sobre otras causas de las citopenias).
Por otro lado, no fue posible calcular la escala RED en la citometria de flujo al
diagndstico, por la baja cantidad de serie eritroide inmadura identificada en la muestra
de médula 6sea, resultados que hubieran reforzado nuestro analisis, ya que esta escala

ha mostrado una sensibilidad y especificidad muy alta cuando se le combina con Ogata.
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CONCLUSIONES

La principal utilidad diagnéstica del puntaje Ogata obtenido por citometria de flujo en una
muestra de médula 6sea de un paciente con sospecha de sindrome mielodisplasico
primario es cuando resulta negativa, es decir, que descarta con alta probabilidad el

diagnostico de SMD primario.

En los casos con citopenias moderadas, con médula 6sea con pocos blastos y menor
displasia, asi como con un cariotipo normal, es donde la escala Ogata tiene un

rendimiento diagndstico pobre.

Por lo anterior, la escala Ogata mostré una baja utilidad diagnéstica en pacientes con

sospecha de sindrome mielodisplasico primario.

La escala RED no fue util para identificar a los pacientes con SMD primario en esta
cohorte de pacientes, indicando que esta prueba se afecta en mayor medida por
variables pre-analiticas y que tiene una mayor complejidad en la interpretacién por el

citometrista.
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ANEXO 1 - CLASIFICACION DEL SMD SEGUN LA OMS 2016

Numero de . . .
. Porcentaje de Blastos en Citogenética
. lineas Numero de b - . S
Tipo de SMD . h ; sideroblastos en Blastos en sangre periférica médula por cariotipo
células citopenias anillo Osea convencional
displasicas
SMD con d|§pIaSIa 1 1-2 <15% <1% sin bastones de Auer <5% Cualquiera,
unilinaje excepto del(5q)
SMD con .dls.pIaSIa 2-3 1-3 <15% <1% sin bastones de Auer <5% Cualquiera,
multilinaje excepto del(5q)
SMD con
sideroblastos en anillo
a) Con (_jl_spl_aS|a 1 1-2 2 15% <1% sin bastones de Auer <5% Cualquiera,
unilinaje excepto del(5q)
b) Con d!sple}3|a 2-3 1-3 215% <1% sin bastones de Auer <5% Cualquiera,
multilinaje excepto del(5q)
del(5q) por si
solaol
SMD asociado a anormalidad
delecion aislada 1-3 1-2 <15% <1% sin bastones de Auer <5% adicional,
del(5q). excepto perdida
del cromosoma
7 o del(7q)
SMD con exceso de
blastos . o i 0400,
e Tipo1l 1-3 1-3 Ninguno o alguno 2-4% sin bastos de Auer 5%-9% _
Cualquiera
) 1-3 1-3 Ninguno o alguno 5-19% o bastones de Auer 10-19%
e Tipo2
SMD no-clasificado
e Conl1l%de 1-3 1-3 Ninguno o alguno <1% sin bastones de Auer <5% Cualquiera
blastos
e Con displasia
unilinaje y Ninguno o alguno <1% sin bastones de Auer <5% Cualquiera
pancitopenia 1 3
e  Definido por Anormalidad
anormalidad <15% <1% sin bastones de Auer <5% definitoria de
citogenética 0 1-3 SMD
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ANEXO 2

ESCALA OGATA
Parametro de Valores de Coeficiente de
i ] ] . Puntos
citometria referencia regresion
Tamario del clUster
relacionado a >2 2.59 1
mieloblastos (%)
Tamario del cluster
relacionado a <5 1.87 1
progenitores B (%)
Relaciéon CD45
_ _ _ <4027.5 1.76 1
linfocitos/Mieloblastos
Relacién SCC
) . . <6 2.31 1
Granulocitos/linfocito

ANEXO 3

ESCALA RED

Parametro RED Score

CD71CV (%)

<80: 0 puntos
280: 3 puntos

CD36CV (%)

<65:0 puntos
265: 2 puntos

Nivel de Hemoglobina (g/dl)

>10.5 (M) 0 >11.5 (H): O puntos
<10.5 (M) 0 £11.5 (H): 2 puntos
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ANEXO 4. CONSENTIMIENTO INFORMADO

[

L)
IMSS

SEGURIDAL ¥ SULIBARIDAL SUCIAL

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION
Y POLITICAS DE SALUD

COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE INVESTIGACION

Nombre del estudio:

Patrocinador externo (si aplica):
Lugar y fecha:

NUmero de registro:

Justificacion y objetivo del estudio:

Procedimientos:

Posibles riesgos y molestias:

Posibles beneficios que recibira al participar

en el estudio:

Informacion sobre resultados y alternativas

de tratamiento:

Participacion o retiro:

Utilidad de la citometria de flujo segln las escalas OGATA y
RED en el diagnostico del sindrome mielodisplasico en el Hospital de

Especialidades del Centro Médico Nacional siglo XXI.

No aplica

Ciudad de México. a

Usted ha sido seleccionado para este estudio de investigacion porque tuvo el diagnéstico
de sospecha de Sindrome Mielodisplasico, enfermedad que se presenta con disminucién
en las células de la sangre, es decir anemia, baja de defensas (neutréfilos) y baja de
plaquetas. Se le tomd previamente un aspirado de médula 6sea para analizarse en el
microscopio y enviar una muestra al laboratorio de hematologia especial para realizar un
estudio por computadora de las células llamado citometria de flujo.

El objetivo de nuestro estudio es conocer gque tanto la citometria de flujo pudo decir que si
tenia la enfermedad sindrome mielodisplasico de manera correcta o que tanto fallé6 en
hacerlo. Para esto utilizaremos dos mediciones, una llamada OGATA y otra RED, para

saber cual es la que mejor hace el diagndstico de esta enfermedad.

Su participacion consistird en autorizar que hagamos la revisién de su expediente clinico y
registrar las caracteristicas de su caso, incluyendo el resultado de la prueba de citometria

de flujo realizada a su diagnostico. No le tomaremos muestras de sangre adicionales.

No hay riesgos implicados para su salud, debido a que solo revisaremos la informacion ya

contenida en su expediente clinico.

Debido a que la informacién analizada sera de periodos anteriores, no recibira un beneficio
directo. La informacién obtenida durante el estudio sera (til para valorar la utilidad de la

prueba a futuro en otros pacientes atendidos en éste hospital.

Cuando se dé por termina la investigacion y una vez analizados los resultados, es posible
gue se difunda la informacion en foros o reuniones medicas con fines estrictamente

cientificos, siempre manteniendo los datos de usted en confidencialidad total.

Su participacién es voluntaria en su totalidad. Usted tiene la libertad en todo momento de
decidir no participar o retirarse del estudio sin repercusién alguna en las consultas médicas

o0 tratamientos que se le ofrecen en este hospital.
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Privacidad y confidencialidad: Su informacion seréa resguardada por los investigadores, asignando un numero consecutivo
a su caso, en lugar de cualquier otro dato que permita identificarle (por ejemplo su nombre
0 ndmero de seguridad social). Es prioritario para los investigadores mantener la privacidad

de la informacién que obtengamos de su expediente clinico.

En caso de coleccién de material biol6gico (si aplica): NO APLICA

H No autoriza que se tome la muestra.

Si autorizo que se tome la muestra solo para este estudio.

Disponibilidad de tratamiento médico en derechohabientes (si aplica): NO APLICA

Si autorizo que se tome la muestra para este estudio y estudios futuros.

Beneficios al término del estudio: Con los resultados obtenidos, podremos determinar si la prueba
de citometria de flujo es util para el diagnéstico de pacientes con

sindrome mielodisplasico en el futuro.

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podré dirigirse a:

Tutor: Dr. Carlos Roberto Hernandez Pérez. Tel: (55) 56276900 ext 21406, Hospital de Especialidades
CMN SXXI, Servicio de Hematologia, Av. Cuauhtémoc 330, 4to piso, México D.F., CP. 06700,

con direccién de correo electronico: drcarloshdz@hotmail.com.

Alumno: Dr. Diego Alberto Lozano Jaramillo Tel: (55) 56276900 ext 21406, Hospital de Especialidades
CMN SXXI, Servicio de Hematologia, Av. Cuauhtémoc 330, 4to piso, México D.F., CP. 06700,

con direccién de correo electronico: diego_loz@hotmail.com.

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

Nombre y firma del sujeto Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento
Testigo 1 Testigo 2
Nombre, direccion, relacién y firma Nombre, direccion, relacién y firma

Clave: 2810-009-013
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