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RESUMEN

“Valor pronéstico para supervivencia de acuerdo a las escalas CFM y RED evaluadas al

diagndstico por citometria de flujo en pacientes con sindrome mielodisplasico”

Antecedentes. El sindrome mielodisplasico (SMD) es un grupo heterogéneo de entidades cuyo
origen es por clonalidad mieloide, que condiciona hematopoyesis ineficaz y riesgo de
progresion a leucemia mieloide aguda (LMA). Existen escalas de prondstico como IPSS-R y
WPSS que incluyen el estudio citogenético de la médula 6sea, que no es accesible a todos los
pacientes. Se ha demostrado utilidad pronostica en subgrupos de pacientes al emplear la

citometria de flujo de la médula 6sea, herramienta mas accesible en algunos centros.

Objetivo. Determinar la diferencia en la supervivencia de los pacientes con SMD, segun los

puntajes de las escalas CFM y RED, evaluadas por citometria de flujo al diagnéstico.

Material y métodos. Cohorte retrospectiva de pacientes adultos con diagnéstico de SMD
primario, con citometria de flujo inicial, con puntaje segun las escalas CFM y RED. Se empleara
estadistica descriptiva, se correlacionaran las variables clinicas con las obtenidas en la
citometria de flujo y se estimara la supervivencia segun Kaplan-Meier, empleando el paquete
estadistico SPSS 23.

Resultados. Se estudio una cohorte de 30 casos (12 mujeres y 18 hombres) con diagndstico
de SMD primario: 66.67% correspondieron al subtipo CRDM; 43.3% se clasificaron en IPSS-R
bajo, 16.7% en riesgo alto; y citogenética de riesgo bueno en 60%. Con una mediana de
seguimiento de 18 meses, 27% de los pacientes permanecian vivos al final del seguimiento,
con un estimado de supervivencia a 3 afios del 63%. No hubo relacion entre la escala de Ogata
y la supervivencia. Con la escala RED en categoria baja, intermedia y alta, la mediana de
supervivencia fue de 32, 37 y 45 meses respectivamente (p= 0.007), con un estimado de
supervivencia a 3 afios del 50% y 67% en los ultimos dos grupos. Ninguna otra variable influyo

en la supervivencia global.

Discusién y conclusiones. Se constata en este trabajo que la citometria de flujo con la escala
RED diferencia a los casos con SMD primario, teniendo la mayor supervivencia en puntajes

altos, lo cual no ha sido reportado previamente.



MARCO TEORICO
Definicion

El sindrome mielodisplasico (SMD) hace referencia a un grupo heterogéneo de enfermedades
hematolégicas que engloba a diversas entidades neoplasicas cuya caracteristica principal
implica la clonalidad celular en la médula 6sea por medio de mecanismos cuyo resultado es
una hematopoyesis ineficaz manifestada por displasia en la morfologia de las células
hematopoyéticas (CH) en médula 6sea y en sangre periférica; esto produciendo alteraciones

tanto cualitativas como cuantitativas. *
Historia

Desde la descripcién de esta patologia han existido diversas clasificaciones con la intencion de
ayudar a clarificar comportamientos clinicos, opciones terapéuticas y por consecuencia el
prondstico de esta enfermedad. En 1981 gracias al grupo Franco-Americo-Britanico (FAB) se
describen cinco entidades ayudandose de dos aspectos: la cantidad de blastos en la sangre
periférica y en la médula 6sea, asi como las alteraciones morfoldgicas de las células. De ahi se
desglosa la Anemia Refractaria (AR), Anemia Refractaria con Sideroblastos en anillo (ARSA),
Anemia Refractaria con exceso de blastos (AREB), Leucemia mielomonocitica (LMMC), y
Anemia refractaria con exceso de blastos en transformacion (AREB-T). 2 Criterios tan
importantes fueron los aspectos morfolégicos que incluso se desarrollé un grupo internacional

para el consenso y definicién de las caracteristicas displasicas de estas entidades. 3

Con la clasificacién de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 2001 se incluyen otras
variables para su descripcidbn como son inmunofenotipo, biologia de la enfermedad, genética y
caracteristicas clinicas, e incluso se disminuy6 el punto de corte de blastos a 20% en médula

6sea para distinguir Leucemia Aguda, eliminando asi el concepto de AREB-T.*



En las actualizaciones de la OMS del 2001 y 2008 (3era y 4ta edicion respectivamente), y en la
Gltima revision de la misma en 2016 de la clasificacion de las neoplasias hematologicas
mieloides, se observa la inclusion de nuevas técnicas que empiezan a tomar posiciéon en este
ambito como por ejemplo, la citogenética por cariotipo convencional, hasta hibridacién in situ
por fluorescensia (FISH) y/o transcripcion reversa- de la reaccion en cadena de la polimerasa
(RT-PCR) para detectar anomalias moleculares, asi como también la mejora en la técnica de la
citometria de flujo en la discriminacién de la poblacion celular inmadura y aberrante. * ° Se
cambia el término de citopenia refractaria por sindrome mielodisplasico seguido de la
caracteristica anormal de la entidad y se toma la entidad de LMMC como neoplasia
mieloproliferativa/mielodisplasica. De lo anterior se tienen las siguientes clasificaciones:
Sindrome mielodisplasico con displasia unilineal (SMD-DU), sindrome mielodisplasico con
displasia multilinaje (SMD-DM), sindrome mielodisplasico con sideroblastos en anillo con
displasia unilineal (SMD-SA-DU) o displasia multilineal (SMD-SA-DM), sindrome
mielodisplasico con delecién aislada del brazo largo del cromosoma 5 (SMD-del5q), sindrome
mielodisplasico con exceso de blastos tipo 1 (SMD-EB-1) y tipo 2 (SMD-EB-2), sindrome

mielodisplasico no clasificable (SMD-U). *
Epidemiologia general

La incidencia del SMD en la poblacidon general es aproximadamente de 5 casos por 100 000
personas por afio en un rango de edad mayor a 60 afios, con 25 mil casos nuevos por afio y en
incremento por el envejecimiento global. ® En la poblacion pediatrica, adolescentes y adultos
jovenes es rara la presencia de SMD. ' En personas con menos de 40 afios se ha observado
una incidencia de 0.1 por 100 000 personas —afio con un mayor pico en personas de mas de 80
afios (56.8 por 100 000 personas-afio) con predominio de hombres sobre mujeres (85.1 vs 39.9

por 100 000 personas-afio) ®
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Epidemiologia en México

Ante la falta de informacion de esta entidad en México, recientemente se ha creado una
plataforma para el registro Mexicano de las enfermedades hematologicas (REMEDEH). En un
estudio multicéntrico de 329 pacientes, con fecha entre el 25.10.12 al 17.12.13 que involucro a
Hospitales de tercer nivel en la Ciudad de México, se observaron discrepancias importantes en
comparacion con lo descrito en la literatura extranjera, como por ejemplo mayor incidencia en el
sexo femenino (Relacibn Hombre Mujer de 1:1.5), en individuos menores de 60 afios, la
presencia de trombocitopenia grave, CRDM y del SMD hipoplasico. Se encontr6 macrocitosis
solo en el 36% de los casos, comorbilidades en el 63%, ° sin embargo se debe continuar con

un mayor registro en nuestro pais.
Clinica

Las manifestaciones clinicas pueden ir desde condiciones indolentes hasta manifestaciones
similares a una leucemia mieloide aguda (LMA). Sin embargo la mayoria estdn en relacion a

procesos infecciosos por neutropenia, sindrome anémico y hemorragia por trombocitopenia .°
Fisiopatologia

Se ha observado que la presentacion del SMD esta dado por un acumulo de dafio genético
como resultado de mutaciones en diversos caminos de sefializacion celular y en ocasiones de
la exposicion a factores ambientales. '° Estas alteraciones genéticas que contribuyen a la
patogénesis generan una amplia variedad de presentacion clinica de los pacientes con SMD y
estdn dadas por la auto renovacion mejorada de una célula madre hematopoyética o la
adquisiciéon de una auto renovacion en una célula progenitora, aumento en la capacidad de
proliferacion, diferenciacion alterada o bloqueada, inestabilidad genética y epigenética,
mecanismos anti apoptoéticos, evasion del sistema inmune y supresion de la hematopoyesis
normal. ** 2 Esto nos lleva a la premisa de que se necesita el implemento de nuevas técnicas
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de laboratorio para apoyar a los criterios diagnosticos de esta entidad ya que también influye en

mejorar el criterio para la terapéutica y el prondstico del paciente. ** 41

Un rol importante en esta patogénesis es el microambiente medular. Se han descrito
alteraciones en la hematopoyesis normal cuando existe un ambiente estromal alterado por una
cantidad elevada de factor de crecimiento endotelial vascular y de citosinas inflamatorias. Se
piensa que estas interacciones entre el sistema inmune y las células hematopoyéticas son las
responsables de impactar en la hematopoyesis creando displasia y eventualmente una
evolucion clonal hasta un estado maligno. El resultado son citopenias, displasia multilineal,
hipercelularidad en médula 6sea e incremento de la apoptosis. ** Este es un ambito que aun
continda en estudio ya que en otras publicaciones se encontraron alteraciones cromosémicas
en las células mesenquimales sin alteraciones en su funcionamiento y secrecion de citocinas,

existiendo discrepancia entre diversos estudios. *°
Diagndstico

El diagndstico usualmente se sospecha en pacientes de edad avanzada con alteraciones en la
biometria hematica que refleja citopenias de etiologia incierta en mas de 6 meses de duracién
10, La presencia de una citopenia es casi una regla para el diagnostico y para la clasificacion del
SMD como lo es el presentar hemoglobina menor de 10 g/dL, plaquetas menores a 100 mil
células por microlitro, neutréfilos totales menores a 1800 células por microlitro, siempre y
cuando los monocitos se encuentren sin superar una cantidad mayor a 1000 por microlitro. * Se
debe contar con mas del 10% de displasia en al menos una linea de las células
hematopoyéticas en la médula ésea, contando a 500 células, descartando otras causas de
displasia, ya sean secundarias (quimioterapias previas, irradiacion, radio inmunoterapia, radio
ionizacion, exposicion ocupacional o recreativa al benceno, medicacién, consumo de alcohol,

infecciones, drogas, deficiencia vitaminica) o congénitas (como anemia sideroblastica ligada a
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X). > & 10 Existe la posibilidad de diagnosticar SMD en ausencia de displasia celular al
encontrarse algunas alteraciones genéticas por citogenética convencional. (Ver anexo 1). * La
cuenta de blastos no debe superar mas del 19%. ’ La biopsia 6sea ayuda a evaluar celularidad,
fibrosis y topografia de las células hematopoyéticas; usualmente se encuentra hiper o
normocelular, aunque en el 10% de los pacientes se puede encontrar lo que se conoce como
sindrome mielodisplésico hipocelular, lo que conlleva a realizar un diagndstico diferencial

importante con Anemia aplasica (AA) o LMA hipocelular. ©
Citometria de flujo en diagnéstico

Las alteraciones morfolégicas no siempre son claras para el diagndstico de SMD, y en el
contexto clinico la citogenética es considerada un parametro importante, tanto por la
implicacién prondstica como terapéutica. *’ Sin embargo se pueden disponer de otros recursos
como la citometria de flujo (CF) que hace referencia al analisis de las alteraciones en la
expresion de antigenos en compartimientos especificos de las células hematopoyéticas.
Aunque no se ha descrito como un parametro irrefutable como herramienta diagndstica, se ha
introducido poco a poco como un co - criterio para el diagnéstico de SMD, sobre todo para
discriminar de otras citopenias secundarias con una alta sensibilidad y una especificidad

aceptable de acuerdo a sistemas de puntaje realizados por citometria. & *’

Segun la revision de la OMS, si se cuenta con 3 0 mas anormalidades fenotipicas en uno o
mas linajes mieloides se puede considerar sugestivo de SMD, pero si hay ausencia de
alteraciones morfolégicas conclusivas o alteraciones genéticas, éstas alteraciones no son

consideradas diagnosticas. °

De ahi radica la importancia de estudios adicionales con la intencién de tener un diagndéstico
mas fino, como lo es la identificacién de clonas de hemoglobinuria paroxistica nocturna, el cual

se puede asociar en hasta el 20% de los casos y realizar incluso estudios moleculares de
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genes identificados como recurrentes los cuales se pueden presentar en hasta el 90% de los

pacientes con SMD. ’
Tratamiento

Los principales aspectos que se presentan con estos pacientes, es la dependencia
transfusional con hemosiderosis secundaria, asi como la produccién de alo anticuerpos por
mutiples trasfusiones, manifestaciones hemorragicas por trombocitopenia cualitativa vy
cuantitativa, infecciones recurrentes por defectos en neutréfilos y el riesgo de una progresion a

leucemia aguda mieloide. *°

Dentro del manejo convencional para la anemia que presenta el 90% de los pacientes, se
pueden utilizar estimulantes de la eritropoyesis, con una respuesta en el 40-50% de los casos,
asi como el apoyo transfusional de acuerdo a sindrome anémico manifiesto. El uso del
esteroide anabolico danazol a dosis de 600 mg diarios, fue mejor que el placebo. ° La terapia
inmunosupresora es utilizada en los SMD hipoplasicos (médula ésea con menos del 30% de
celularidad en pacientes menores de 70 afios 0 menos de 20% en mayores de 70 afios) ya que
encubre un componente de disregulacion inmune. Ejemplos de ellos son la ciclosporina y la
inmunoglobulina antitimocito con respuesta en mas del 50%. & ° La lenalidomida, mejor6 la
dependencia transfusional de pacientes con IPSS-R bajo a intermedio-1. Se observé una mejor
respuesta en hasta 83% de pacientes portadores de la del(5q) y como efecto adverso se

encontro trombocitopenia y neutropenia. °

Para pacientes con muy bajo riesgo hasta intermedio-1 segin IPSS se puede agregar un
agente hipometilante a quienes no responden a Eritropoyetina, danazol, o lenalidomida. Los
pacientes con riesgo intermedio-2 a alto si se consideran candidatos a trasplante (menor de 70
afios, donador compatible, con indice de comorbilidad aceptable), deben guiarse hacia el

trasplante alogénico, con acondicionamiento mieloablativo en menores de 55 afios y de
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intensidad reducida en personas mayores o con alguna comorbilidad. Si no es elegible para
trasplante, se sugiere el uso de agentes hipometilantes y tratamiento de soporte. En cuanto a
los agentes hipometilantes, el uso de azacitidina en el estudio AZA0O1 con 358 pacientes con
IPSS de riesgo alto, versus la terapia estandar, hubo una mejora en la calidad de vida y en la
supervivencia media en el brazo del agente hipomentilante, asi como una mejoria en la

sobrevida libre de progresion a LMA, 1018 19.20
Prondstico

La sobrevida global en estos pacientes es variable, desde los 6 meses hasta los 5 afios.* El
pronostico depende en diversos factores tanto del paciente (Edad, comorbilidades, disposicién
de donador de células hematopoyéticas) como de la enfermedad (variante de sindrome
mielodisplasico, lineas celulares afectadas, caracteristicas genéticas). Un sistema
estandarizado y aceptado, es el International "Prognostic Scoring System (IPSS) que toma en
cuenta los blastos en médula ésea, el nimero de citopenias y aspectos citogenéticos, escala
publicada en el afio 1997. ?* El IPSS reconoce cuatro grupos de riesgo diferente: Bajo,
intermedio -1, intermedio-2 y alto que va agregando un riesgo mayor de muerte y
transformacion a LMA. En el 2012, se realiz6 una revision del IPSS (IPSS-R) donde se
incrementd el nimero de alteraciones citogenéticas tomadas en cuenta, se ajusté el porcentaje
de blastos en médula 6sea y la profundidad de las citopenias fue tomada en cuenta. Estos
sistemas de puntaje han sido las herramientas mas utilizadas y que hasta el momento norman
la conducta terapéutica, sin embargo con las nuevas técnicas de analisis molecular y citometria
de flujo, en un futuro se podrian agregar a alguna escala pronéstica para identificar diversos

subgrupos de poblaciones.??
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Citometria de flujo en prondstico

A pesar de la mejoria en la caracterizacion de la fenotipificacion de aberraciones en los
fenotipos celulares de los pacientes con SMD, no se puede decir lo mismo de los diferentes
valores predictivos con esta metodologia.?® Se han descrito ya varios sistemas de puntaje como
el de Wells (FCSS), en 2003, quien demostré que los pacientes con SMD con dispoyesis
severa tenian un peor prondstico en comparaciéon con pacientes sin dispoyesis o con minima
dispoyesis. Otros estudios han demostrado que el FCSS se correlaciona con la clasificacion de

IPSS vy tiene valor prondstico en el comportamiento del SMD.?* 24

Recientemente se ha combinado la escala FCSS con el IPSS-R observando que confiere una
mejoria en la pronosticacion de pacientes con SMD.?* Estos nuevos sistemas de puntaje se
utilizan con multiparametros de citometria de flujo e incluso se combinan diversas escalas
como por ejemplo Ogata y Red Score incrementando la sensibilidad desde 60% a 88%. A
pesar de estos esfuerzos, no existe valor prondstico descrito con puntajes bajos por medio de
los analisis multiparametros de la citometria de flujo, es por ello que se deben continuar con

estudios que implementen una mejora en el pronoéstico mediante el uso de Citometria de flujo.

23,25
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JUSTIFICACION

El sindrome mielodisplasico es una enfermedad hematologica con manifestaciones clinicas
heterogéneas dadas por las diversas alteraciones a nivel citogenético y molecular. Su
incidencia es mucho mayor en comparacion con la Leucemia Mieloide Aguda. En México la
plataforma REMEDEH instauré el registro de esta patologia en la poblacién Mexicana,
arrojando una frecuencia mayor en personas menores de 60 afos, algunas de las cuales

pueden continuar siendo productivas econémicamente y aportar beneficio a la sociedad.

En el Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI del Instituto Mexicano
del Seguro Social, se cuenta con el equipo necesario para realizar Citometria de flujo de
acuerdo a la estandarizacion de EURO FLOW en una poblacion que presenta hasta 20 casos
nuevos por afio. Es por ello que se tiene la posibilidad de calcular el puntaje de acuerdo a
escalas por citometria de flujo segun las aberraciones fenotipicas de la muestra de médula

Osea inicial, para definir grupos de riesgo con valor no solo diagnéstico sino también prondstico.

El objetivo de este protocolo es reflejar la equiparabilidad de los resultados de la estratificacion
de estos pacientes en grupos de riesgo de acuerdo a escalas multiparamétricas de citometria
de flujo para la supervivencia global en el contexto de sindrome mielodisplasico versus las

escalas estandarizadas como son IPSS-R y WPSS.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢ Cudl es la diferencia en la supervivencia de los pacientes con SMD, segun los puntajes de las

escalas CFM y RED evaluados por citometria de flujo al diagnéstico?
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OBJETIVOS

GENERAL

e Determinar la diferencia en la supervivencia de los pacientes con SMD, segun los puntajes

de las escalas CFM y RED evaluados por citometria de flujo al diagnéstico.

ESPECIFICOS

Definir la proporcion de pacientes con SMD evaluados con la escala CFM por citometria de

flujo, con un puntaje de 4.

e Definir la proporcion de pacientes con SMD evaluados con la escala RED por citometria de
flujo, con un puntaje de 6-7.

e Correlacionar los puntajes obtenidos con las escalas CFM y RED evaluados por citometria
de flujo al diagndstico, con la escala prondstica IPSS-R.

o Determinar si el puntaje de 4 en la escala CFM por citometria de flujo al diagnéstico, se
relaciona con menor supervivencia.

o Determinar si el puntaje entre 6 y 7 en la escala RED por citometria de flujo al diagnéstico,

se relaciona con menor supervivencia.
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HIPOTESIS

Los pacientes con SMD que tienen un puntaje en la escala RED evaluada por citometria de

flujo entre 6 y 7 tienen una menor supervivencia.

20



MATERIAL Y METODOS.

Disefio del estudio

Estudio observacional, descriptivo y analitico, de tipo cohorte retrospectiva.

Poblacién de estudio

Pacientes con diagnéstico confirmado por morfologia y citogenética de sindrome
mielodisplasico primario a los que se haya realizado citometria de flujo de la muestra de
médula 6sea inicial, y se haya determinado el Score FCM y RED, en el hospital de
Especialidades Centro Médico Nacional siglo XXI, en el periodo de Enero de 2015 a Diciembre

de 2017.

A. Criterios de Seleccién

1. Criterios de Inclusion
Pacientes mayores de 18 afios sin limite superior.
De cualquier género.
Que cuenten con expediente clinico.
Con diagnostico de SMD con estudio citogenético y citometria de flujo al

diagnéstico.

2. Criterios de Exclusion

Pacientes que no se disponga del expediente fisico para realizar el analisis.
Que no cuenten con protocolo de estudio completo.

Cariotipo sin crecimiento o algin problema técnico para realizarlo.
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3. Criterios de Eliminacién

Pacientes con citopenias secundarias a deficiencias de folatos, vitamina B12 y
hierro, infecciones, enfermedades autoinmunes, hipotiroidismo, que hayan
recibido quimioterapia y/o radioterapia, hiperesplenismo, hepatopatia y otras

enfermedades hematol6gicas.

Se cuenta con una clinica de pacientes cautivos en consulta externa para el manejo del
paciente con sindrome mielodisplasico, ademas de tener una base de datos para los resultados

de las citometrias de flujo en el Laboratorio de Hematologia Especial.

Descripcion general del estudio

Una vez elaborado el protocolo de investigacion se sometera a evaluacion por el comité local
de investigacion y al recibir el folio de aceptacion iniciaremos el registro de los datos de interés
de los expedientes clinicos lo cual llevaremos a cabo en el mes de Junio del 2018. Incluyendo
el total de pacientes con los criterios de inclusién definidos previamente, realizaremos el
analisis estadistico de los datos participando los tres investigadores. Posteriormente se

procedera a la redaccién de los resultados y el escrito final de la Tesis durante Julio del 2018.

Tamafno de la muestra

No existen estudios clinicos que hayan reportado la supervivencia con la escala RED. Sin
embargo, basados en analisis realizados con otras escalas de puntaje por citometria de flujo
como la de Wells et al (FCSS) se refiere que en los casos con aberraciones graves la
supervivencia global fue de 28 meses en comparacidbn con pacientes con minimas
aberraciones donde la supervivencia global fue no alcanzada; el riesgo de muerte fue 12 veces

mayor en los pacientes con aberraciones graves.
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Considerando que incluiremos a pacientes con mas de 33 meses de seguimiento, con un alfa

de 5% y un poder de 80% se requerirdn 42 pacientes para demostrar que existe diferencia en

la supervivencia entre los casos que resulten con aberraciones graves en el estudio de

citometria de flujo.

Cuadro de variables

VARIABLE DESCRIPCION DESCRIPCION TIPO ESCALA DE MEDICION
CONCEPTUAL OPERACIONAL

INDEPENDIENTES:

TIPO DE SMD | Enfermedades Pacientes con | Cualitativa 1. Sindrome
clonales de las | citopenias en una | Nominal mielodisplasico con

células madre
hematopoyéticas
caracterizadas
por  citopenias,
displasia en uno
0 mas de los
linajes celulares
mieloides,
hematopoyesis
inefectiva e
incremento en el
riesgo de
desarrollar
leucemia mieloide

aguda.

muestra de
biometria hematica
sin causa
aparente, con una
muestra de
medula ésea en la
que se observa
menos del 20% de
blastos y con
displasia mayor al
10% en la serie
eritroide,
megacariocitica

y/o mieloide.

displasia unilinaje.

2. Sindrome
mielodisplasico con
sideroblastos en
anillo.

3. Sindrome
mielodisplasico con
displasia multilinaje.

4. Sindrome
mielodisplasico con
exceso de blastos,
tipo 1

5. Sindrome
mielodisplasico con
exceso de blastos,
tipo 2.

6. Sindrome
mielodisplasico con
delecién aislada del
brazo largo del

cromosoma 5.
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7. Sindrome
mielodisplasico
unclasificable.

VER ANEXO 2

IPSS-R Se refiere al | Riesgo otorgado a | Cualitativa | Grados
sistema de | cada paciente | Ordinal 1. Riesgo muy bajo.
clasificaciéon segun el 2. Riesgo bajo.
pronostica porcentaje de 3Riesgo intermedio.
internacional blastos en medula 4. Riesgo alto.
revisado en 2012, | 6sea, estudio 5. Riesgo muy alto.
gue identific6 a | citogenético, y
cada caso con el | profundidad de VER ANEXO 3
diagnéstico de | citopenias.

SMD en una de
cinco categorias.

Escala CFM Se refiere al | Puntaje que se | Cualitativa 1. 0-1 puntos.
puntaje definido | obtiene por | Ordinal 2. 2-3 puntos.
por el grado de | citometria de flujo 3. 4 puntos
displasia en el |en la muestra de
linaje mieloide en | médula 6sea inicial
una muestra de | que evalla:
medula 6sea al | Compartimiento de
diagnéstico de un | células CD34+,
paciente con | mediante el
SMD. porcentaje de

mieloblastos y

progenitores B,

Relacion CD45

linfocito/mieloblast

0, y relacién SSC

granulocito/linfocit VER ANEXO 4
0.

Escala RED Se refiere al | Puntaje que se | Cualitativa 1. Menor a 3 puntos.
puntaje definido | obtiene por | Ordinal 2. 3-5 puntos
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por el grado de
displasia en el
linaje eritroide en
una muestra de
medula Osea al
diagndstico de un
paciente
SMD.

con

citometria de flujo
en la muestra de

médula 6sea inicial

gque evalita o
siguiente:
coeficiente de

variacion de CD71
y CD36, y el nivel
de hemoglobina.

3. 6-7 puntos.

VER ANEXO 5

DEPENDIENTE

Supervivencia

global

Poner definiciéon

Nos referiremos al
tiempo que
transcurra en

meses desde el
diagnéstico de la
enfermedad hasta
del

paciente o Ultimo

la muerte

seguimiento.

Cuantitativ
a

continua

NUmero de meses.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se analizaran por estadistica descriptiva las caracteristicas basales de la cohorte en estudio
empleando media y desviacion estandar en caso de distribucion normal y mediana con minimo-
maximo en caso de libre distribucion. Se realizard analisis bivariado de la variable
supervivencia con la escala por citometria de flup CFM y RED por medio de las pruebas T-

student en caso de distribucion normal o U de Mann-Whitney en caso de libre distribucion.

Ademads, se realizara correlacion entre los puntajes obtenidos con las escalas CFM y RED por
citometria de flujo con la escala IPSS-R por medio de la prueba estadistica Rho de Spearman,
considerando sin asociacion un valor de 0, asociacién positiva un valor cercano a +1 y

asociacién negativa un valor cercano a -1.

Se evaluara la supervivencia por medio de curvas de Kaplan-Meier. Se considerara
estadisticamente significativo un valor de p <0.05. El analisis estadistico se realizara con el

programa SPSS 23.

26



ASPECTOS ETICOS

Dado que se desea realizar una investigacion documental, retrospectiva, se considera segun la
Ley General de Salud en materia de investigacion para la salud como una investigacion sin
riesgo. Nos apegaremos a los lineamentos éticos de la declaracion de Helsinki, 1964, con sus
enmiendas siendo la dltima en 2008 y a lo establecido en las buenas practicas clinicas en

investigacion.

Una vez aprobado el protocolo de investigacion por el comité local de investigacion, un
miembro del equipo distinto al investigador principal solicitara el consentimiento informado al
paciente, posterior a lo cual se iniciara la recopilacion de los datos clinicos en una hoja
disefiada para tal fin cuidando la confidencialidad de los datos que puedan identificar al
paciente a través de los siguiente: Anonimizacion empleando un nimero consecutivo para cada
caso, revision del expediente en las oficinas de hematologia de manera confidencial, resguardo

de la informacion obtenida por parte de los investigadores.

Por el tipo de investigacién no se esperan riesgos, y los beneficios potenciales son identificar si
un estudio disponible en nuestro Hospital es Gtil para estratificar el prondstico de los pacientes
con sindrome mielodisplasico, considerando que la escala IPPS-R requiere citogenética,

prueba no disponible en el cuadro basico IMSS.
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RECURSOS, FINANCIAMIENTO Y FACTIBILIDAD

El presente protocolo de investigacion sera efectuado con los recursos de la institucion. Es
factible su realizacién toda vez que el hospital se realizan las pruebas necesarias para el
diagnostico de certeza de sindrome mielodisplasico y la citometria de flujo forma parte de los

estudios convencionales.

1. Humanos
A) Médico residente
B) Médicos adscritos al servicio de Hematologia
C) Asesor metodolégico.
2. Fisicos
A) Paquete estadistico: SPSS 23, ya integrado en el equipo de computo destinado
para la investigacion.
B) Archivo: Expedientes clinicos
3. Financieros
B) Dado que la investigacién es documental, no se generaran gastos adicionales a los

habituales de la atencién médica da cada uno de los pacientes.
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RESULTADOS

Se incluyeron 31 pacientes con el diagnoéstico hematolégico de sindrome mielodisplasico
primario realizado en esta UMAE, durante el periodo comprendido de Enero del 2015 a Abril del
2016 y que tuvieron un seguimiento hasta Diciembre del 2018, de los cuales se excluyd a un

paciente por tratarse de sindrome mielodisplasico relacionado a tratamiento.

Dentro de los 30 casos analizados, predominaba el género masculino siendo el 60% de los
pacientes y el resto del género femenino (40%), con una mediana de edad de 71 afios, sin
embargo, con un rango desde los 23 afios hasta un maximo de 90 afios de edad. (Tabla 1,
figura 1). El 13.3% correspondié a pacientes menores de 60 afios, siendo 46.7% cuando se

englobaba a pacientes con 70 afios 0 menos.

Los parametros que se estudiaron fueron los necesarios para realizar la categorizacién de los
pacientes de acuerdo a la escala prondstica IPSS-R, la cual consta de variables como
hemoglobina, neutrofilos, plaquetas, porcentaje de blastos en médula 6sea y citogenética;
ademas se incluyeron otros parametros clinicos relacionados al curso clinico de la enfermedad

como la ferritina y la dependencia transfusional.

Considerando que la mayoria de las variables tuvieron una libre distribucién, la medida de
resumen empleada fue la mediana, observando que en esta poblacion se presentd una cifra de
hemoglobina al diagnéstico de 8.3 g/dL lo cual corresponde a una anemia grado Il de la OMS,
normocitica con 91.5 fL, con un rango maximo de hasta 116.4 fL, de caracteristicas

arregenerativa en la mayoria de los pacientes.

En la serie blanca se observd leuco-neutropenia leve en la mayoria de los pacientes, 3135
cels/uL en los leucocitos totales y de 1180 cels/uL en la cifra de neutréfilos, con

trombocitopenia moderada (39 mil plaquetas/uL) y bioquimicamente la DHL tuvo una media en
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el limite superior (483 u/L), con una desviacion estandar de 166.18 u/L (esta variable presentd

una distribucion normal; Tabla 1)

Se observé en esta poblacion que la mediana en el porcentaje de blastos en la médula 6sea
fue de 2% tanto por citomorfologia, como por citometria de flujo y al momento de clasificar a los
pacientes en los subtipos de sindrome mielodisplasico de acuerdo a la OMS, la mayoria
correspondidé al subtipo sindrome mielodisplasico con displasia multilinaje (SMD-DM) en un
66.67% de los casos, seguido de Sindrome mielodisplasico con exceso de blastos tipo 1y 2

(13.3% cada uno). (Figura 2)

Al tomar un punto de corte menor que 5% y menor que 10% de blastos por citomorfologia de la
médula 6sea, se observé un porcentaje de casos de 70% y 86% respectivamente y al hacer la
comparacion segun los blastos detectados por medio de la citometria de flujo correspondi6 a un
64% y 76% para los mismos puntos de corte, es decir, se tuvo un menor conteo de blastos en
médula désea por citomorfologia. Sin embargo, la correlacion entre los blastos por
citomorfologia y los blastos por citometria de flujo fue positiva segun la prueba de Pearson, con

una r=0.75 (p= 0.0001).

Al calcular el sistema pronéstico internacional revisado (IPSS-R) para el sindrome
mielodisplasico se observo que el 43.3% correspondié a un riesgo bajo y el 16.7% a un riesgo
alto; analizando Unicamente el estudio citogenético de la médula 6sea, la mayoria de los casos

fueron clasificados en la categoria buena (60%).

Asi mismo se observd que en los 30 pacientes estudiados, la mediana de ferritina al
diagnéstico fue de 1955 ug/L, la cual tuvo un valor maximo de 12328 ug/L, con un tiempo
desde el diagndstico a su determinacion de 0.3 meses, desarrollando dependencia

transfusional durante la evolucion el 63.3%. (Tabla 1)

30



Tabla 1. Caracteristicas demograficas y clinicas de la poblacién estudiada

Total de pacientes:
N=30

Porcentaje

Medial

Desviacion?
estandar

Mediana?

Rango?

Variable

Minimo

Maximo

Edad — Afios

71

23

90

Sexo - %

Hombre
Mujer

60 (n=18)
40 (n=12)

Hemoglobina - g/dL

9.06

3.3

8.3

4.4

17.2

VCM — fL

91.5

7.7

116.4

Hematocrito - %

27.3

8.99

25.45

13.2

46.4

Reticulocitos - %

1.15

5.4

Reticulocitos corregidos -
%

0.86

3.2

Leucocitos

3135

1030

34130

Neutrofilos

1180

200

28900

Monocitos

250

2800

Plaquetas /microlitro

39000

5000

457000

DHL - U/L

483.4

166.18

461

203

891

Ferritina — ug/L

1955

53.

93 12328

Blastos en médula 6sea -
%

18

Blastos en citometria de
flujo - %

0.1

50

Citogenética

Buena

Muy bueno
Bueno
Intermedio
Malo

Muy malo

No disponible

60
16.67
6.67
3.33
13.3

Subtipo de SMD

CRDM

SMD-DU
SMD-DM
SMD-EB 1
SMD EB 2

6.67
66.67
13.33
13.33

IPSS-R

Bajo

No evaluable
Muy bajo
Bajo
Intermedio
Alto

Muy alto

13.3
3.3
43.3
13.3
10
16.7
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Dependencia transfusional

Si 63.3

DHL: Deshidrogenasa lactica, SMD- DU: Sindrome mielodisplasico con displasia unilinaje, SMD-DM: Sindrome
mielodisplasico con displasia multilinaje, SMD-EB 1: Sindrome mielodisplasico con exceso de blastos tipo 1, SMD-
EB 2: Sindrome mielodisplasico con exceso de blastos tipo 2, IPSS-R: Sistema prondstico internacional revisado.

1Se utiliza en las variables que presentaron distribucion normal. 2Se utiliza en las variables con libre distribucion.

Género

Subtipo de sindrome mielodisplasico

W sip-pu
W Hombres @ smp-Dm
Erujeres O smD-EB 1

W svD-EB 2

Figura 1. Distribucién por género de los pacientes Figura 2. Distribucién de acuerdo al subtipo de
con sindrome mielodisplasico sindrome mielodispléasico en la poblacién estudiada

CITOMETRIA DE FLUJO

Se analizaron los resultados de las muestras de médula dsea procesadas por citometria de
flujo con técnica de 8 colores, segun la estandarizacion Euroflow, observando que la alteracion
gue mas se presentaba correspondi6 a alteraciones cualitativas fenotipicas por
inmunofluorescencia en las tres lineas hematopoyéticas (Mieloide, eritroide y monocitoide;
trilineal) en un 29.63% de los casos, seguido de alteraciones en el linaje mieloide y eritroide en
un 14.81%, y en menor medida la combinacion de alteraciones en el linaje eritroide y

monocitoide (3.70%). Al analizar los grupos previos segun la presencia o no de blastos en la
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citometria de flujo, se obtuvo un primer grupo llamado “displasia con la presencia de >5% de
blastos” y un segundo grupo llamado “sin alteraciones fenotipicas y >5% de blastos”,
documentando una prevalencia de estas alteraciones en un 7.41% y 18.52% para cada grupo.
Se identific6 que la cuenta de blastos menor que 5% en la citometria, se correlacionaba
Unicamente con la escala Ogata en los grupos de mayor displasia (puntaje 3 y 4), segun la
prueba Rho de Spearman, rho= -0.48 (p= 0.015), es decir, que a menos blastos mayor

displasia. (Figura 3)

Citometria de flujo

307

20

2
B
[=
@
2 (20 53% |
o
o
10
18.52%)
114.81%|
[11.113%]
0 T T T T T T T T
Trilineal Mieloide v Eritroide v Mieloide Eritroice v Sin displasia Displasia y Sin displasia
monocitoide  migloide monocitoide blastos =5% vy blastos =
5%

Figura 3. Alteraciones cualitativas en la citometria de flujo de pacientes con sindrome mielodisplasico

Continuando con el andlisis de la citometria de flujo en las muestras de médula 6sea al
diagnéstico, se calcularon las escalas de Ogata y de RED, las cuales han sido validadas para

el diagndstico de sindrome mielodisplasico.
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En la escala de Ogata, se evalian cuatro pardmetros: 1. Porcentaje de CD34 en los
progenitores mieloides. 2. La frecuencia de CD34 en el componente precursor de células B en
relacion con el total del compartimiento de CD34. 3. La expresion de CD45 en los progenitores
mieloides en relacion con los linfocitos. Y por ultimo 4. La comparacion de las propiedades de
SSC de los neutrdfilos y los linfocitos. Cada uno de los anteriores equivale a un punto, siendo
definido que un puntaje igual o mayor de 2 es compatible con el diagnéstico de sindrome
mielodisplasico. En esta poblacion se observé que el 76.7% de los casos presentaba un
puntaje de 2 o mayor. La poblacion con mayores aberraciones segun esta escala con un

puntaje total de 4 correspondi6 al 3.30% de los casos (Tabla 2 y 3).

Tabla 2. Score Ogata en Tabla 3. Escala Ogata para diagnéstico en

Sindrome mielodisplasico Sindrome mielodisplasico

Puntaje |Porcentaje ConI criterios diagnéstico segun 6 70%

escala .70%

L 23.30% Sin criterios diagndstico segln
2 46.70% escala 23.30%
3 26.70% *>2 puntos es considerado diagndstico de sindrome
4 3.30% mielodisplasico

La escala RED que analiza el compartimento hematopoyético eritroide, es también util para el
diagnéstico del sindrome mielodisplasico, evaluando tres parametros como son el Coeficiente
de variacion de CD36, el Coeficiente de variacion de CD71 y la cifra de hemoglobina (Menor o
igual a 10.5 g /dL en mujeres y menor o igual a 11.5 g /dL en hombres). Utilizando esta escala
se presentd un diagnostico sugestivo de sindrome mielodisplasico con un puntaje igual o mayor
a tres en el 96% de los casos y del total de estos pacientes catalogados como sindrome
mielodisplasico por RED, la mayoria de ellos (el 76.7%) se catalog6 con un puntaje alto de 6 a
7. De lo anterior se concluye que la escala RED tiene la mayor sensibilidad para identificar los

casos con SMD (96 vs 76%). (Figura 4)
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SUPERVIVENCIA

Después de una mediana de seguimiento de 18 meses (1 — 46 meses), se mantenian vivos el
27% de los casos, observando que la mediana de supervivencia global seguin Kaplan-Meier era
de 39 meses (36 — 43 meses). El estimado de supervivencia global a 3 afios fue del 63%.

(Figura 5)

Escala RED

W Menor a 3 puntos
Mpe3as puntos
Dz 6 a7 purtos

Figura 4. Distribucién de la escala RED en pacientes con sindrome mielodisplasico.

Se realiz6 el andlisis de supervivencia, considerando las variables clinicas de la edad, subtipo
de sindrome mielodisplasico e IPSS-R sin identificar diferencias significativas. Al considerar las
escalas de la citometria de flujo, con la escala de Ogata, no se observaron diferencias
significativas en cuanto a la supervivencia. Sin embargo, al comparar la escala RED se observo

gue la mediana de supervivencia global (SG) era diferente: En aquellos que contaban con un
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puntaje menor de 3 puntos, la supervivencia fue de 32 meses; para aquellos con un puntaje de
3 a 5 puntos, la mediana fue de 37 meses (IC 95%, 32 — 41 meses), con un estimado de
supervivencia a 3 afios de 50%; y para aquellos con un puntaje de 6 a 7 puntos, la mediana de
SG fue de 45 meses (IC 95%, 34 — 57 meses), con un estimado de supervivencia a 3 afios del
67%. En este andlisis no se observd que alguna otra variable influyera en la supervivencia
global, a excepcién del puntaje obtenido en la citometria de flujo de la muestra de médula 6sea

al diagndstico, analizado segun la escala RED. (Figura 5 y Figura 6)

Supervivencia global

—I 1 Tados los pacientes
1.0 ittt i+ = Censurado

0.5

0.4

Supervivencia acumulada

0.2

0.0

T T T 1 T
0o 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00

seguimiento en meses

Figura 5. Curva de supervivencia global en meses de los pacientes estudiados con diagnéstico de Sindrome
Mielodispléasico.
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Escala RED y supervivencia

1.0 = fe

0.8

0.6

0.4

Supervivencia acumulada

0.29

T T T T T
0o 10.00 20.00 30.00 40.00

Seguimiento en meses

Figura 6. Curva de supervivencia global en meses utilizando la escala RED de acuerdo al puntaje obtenido

en los pacientes con diagnéstico de Sindrome Mielodisplasico.

|
50.00

Puntaje de Escala

1= 3 puntos
3.5 puntos
6-T purtos
—— = 3 puntos-censurado
—— 3-5 purtos-censuracdo
B-7 puntos-censurado
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DISCUSION

El sindrome mielodisplasico es una entidad heterogénea que amerita un analisis detallado con
diversos métodos para poder realizar un adecuado diagnéstico y posteriormente determinar el
subtipo de enfermedad al que corresponde cada caso, ya que existen alteraciones en las

células hematopoyéticas que pueden generar dispoyesis transitoria sin corresponder a SMD. !

El hospital de Especialidades CMN Siglo XXI del Instituto Mexicano del Seguro Social brinda
atencion médica a pacientes de todo el territorio nacional, principalmente habitantes de la
Ciudad de México, Tabasco, Guerrero y Chiapas. Y se cuenta con las herramientas necesarias

para poder realizar un detallado diagnéstico del sindrome mielodisplasico.

En la literatura extranjera existe una mayor prevalencia del sindrome mielodisplasico en el
género masculino. Sin embargo en un estudio en poblacion mexicana que se realizd por parte
del REMEDEH en 2014, se observd una discrepancia en relacion al género con predominio de
la presentacion en el femenino. Nuestros resultados concuerdan con una mayor prevalencia en

poblacién masculina, dato que corresponde a lo descrito en la literatura anglosajona. ***

Continuando con la comparacion de nuestros resultados con la literatura mexicana disponible,
se observan resultados similares en cuanto al resto de las variables analizadas, como por
ejemplo la prevalencia de alteraciones citogenéticas que confieren riesgo bueno (75.5% vs
60%) y la presencia del subtipo “Sindrome mielodisplasico con displasia multilinaje” (63.5% vs
66.67%).° Unicamente se observé en el registro de REMEDEH una mayor prevalencia de
“sindrome mielodisplasico con displasia unilinaje” (12% vs 6.67%) en comparacién con
“Sindrome mielodisplasico con exceso de blastos tipo 17, que fue mas prevalente en nuestro
estudio (11.7% vs 13.33%).° En cuanto a estratificacion pronéstica por IPSS-R, en ambos

registros predominé el riesgo bajo (35.3% vs 43.3%).%!
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La principal citopenia observada en estos pacientes es la anemia macrocitica, pero llama la
atencion que en esta unidad la mediana de VCM se encontré en el limite superior normal,
correspondiendo a una anemia grado Il de la OMS, normocitica, con caracteristicas

arregenerativas. ©

Al ser la anemia la mas comun de las citopenias, se vuelve una necesidad el dar apoyo
transfusional a estos pacientes, por lo que en nuestro estudio se observo una mayor proporcion
de pacientes que desarrollaba dependencia transfusional en hasta el 63.3% de ellos. Esto es
importante ya que en este trabajo se documentd una mediana de ferritina basal de 1955 ug/L y
al comparar con estudios como el de Salvatore improta et al del 2013, se ha reportado un
parametro de 2362 ug/L +/- 172. Estos pacientes cuentan con riesgo alto de complicaciones

infecciosas por sobrecarga de hierro, debiendo valorarse el inicio de quelacion. 2

La premisa de este estudio fue evaluar la incorporacion de la citometria de flujo en el
diagnéstico y prondstico de los pacientes con sindrome mielodisplasico. Por este método se
documenté que el 59.3% de los pacientes presentaban displasia en mas de dos linajes, por lo
gue se fortalece y corrobora el diagnéstico citomorfolégico predominante de SMD-DM (66.7%)
y de este grupo, poco menos de la mitad (40%) presentaron alteraciones en las tres lineas
celulares. Esto se contrapone a lo descrito donde el principal subtipo corresponde a SMD-EB

tipo 1 seguido de SMD-DM (40% y 30% respectivamente).> 4 6

Las escalas RED y Ogata, validadas para el diagndstico de casos con sindrome
mielodisplasico, tienen gran utilidad sobre todo en pacientes donde se desconoce si las
alteraciones fenotipicas son secundarias a algun proceso fisiopatol6gico ajeno a alteraciones
en la hematopoyesis clonal. Utilizando la escala de Ogata en este trabajo, se pudo apoyar el

diagnéstico de SMD en un 76.7% de los casos lo cual concuerda con la sensibilidad reportada
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en el estudio del 2016 de Aanei y Picot, et al. que reporta sensibilidad entre el 50 a 60%

aproximadamente y puede incrementarse al sumarse la escala RED hasta en un 88%. %17

La segunda escala empleada en este trabajo fue la escala RED, donde se analiza
exclusivamente el compartimento eritroide. Esta escala por si sola cuenta con una sensibilidad
del 77.5% y especificidad del 90%, lo cual se puede corroborar en nuestra poblacion al tener

una sensibilidad de 96%, alin mayor que la reportada en la literatura. 2% 2%’

La combinacion de estos dos métodos con el fin de mejorar la sensibilidad y especificidad, se
basa en la premisa de que no todas las escalas existentes evalian de manera integral los tres
compartimentos hematopoyéticos. De esta manera se busca mejorar las herramientas

diagndsticas por citometria multiparametro en esta patologia.

Dicho lo anterior, es importante mencionar que estas herramientas fueron descritas Gnicamente
para el diagnéstico de sindrome mielodisplasico y no existe literatura avalada en cuanto a su
utilidad para evaluar la supervivencia de estos pacientes de acuerdo al puntaje obtenido.
Existen otras escalas por citometria de flujo con valor prondstico y estas tienen buena

correlacion con el IPSS o WPSS, como la escala de Wells por mencionar alguna.?®

En nuestro trabajo se emplearon las escalas Ogata y RED para analizar la relacién entre el
puntaje obtenido y la supervivencia observada en esta poblacion, con el fin de tener mayores
herramientas prondsticas ya que en diferentes hospitales no se tiene acceso al estudio

citogenético que es parte fundamental de la categorizacion por IPSS-R. 2527

Se ha observado que las aberraciones presentadas en la citometria de flujo guardan en su
mayoria, relaciéon con las alteraciones citogenéticas en el cariotipo de ahi la importancia de en
un futuro poder utilizarse como escalas prondsticas. También se ha documentado el beneficio

de agregar estas escalas citométricas en el abordaje diagndstico y prondstico inicial ya que
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algunos pacientes con cariotipos de riesgo favorable pueden presentar alteraciones fenotipicas

por escalas de CFM que confieren un comportamiento clinico y pronéstico desfavorable. 28

Al realizar un andlisis global se observé una mediana de supervivencia de 39 meses y a 3 afios
una supervivencia del 63%. En otras publicaciones como la de Denise A. Wells y Martin Besch
et al publicadas en el 2003, se reporté una sobrevida global a 5 afios del 49%, sin embargo,
esta escala fue aplicada a pacientes que se sometieron a trasplante de médula ésea y a su vez
también sirvieron para destacar el riesgo de recaidas. Por lo anterior se buscoé dilucidar si
existe alguna relacion entre el riesgo conferido por la escala de Ogata o RED el prondstico de
estos pacientes.?® Al comparar las alteraciones fenotipicas por la escala de Ogata en esta
poblacién no se encontraron diferencias significativas en cuanto a la supervivencia. Donde si se
observo diferencia estadisticamente significativa fue en la supervivencia segun la escala

RED.®

Al continuar con este analisis de acuerdo al puntaje de la Escala RED se obtuvieron tres
grupos. En el primer grupo de la escala el cual confiere un puntaje bajo de 3 puntos, tuvieron
una mediana de supervivencia de 32 meses, sin poder estimar al momento de terminar este
estudio el porcentaje de sobrevida a 3 afios, lo cual se puede comparar con los resultados de la
escala de Wells donde la categoria de riesgo bajo tuvo a 5 afios una sobrevida del 74%. Para
el resto de nuestros grupos con riesgo intermedio (3 a 5 puntos en escala de RED) la
supervivencia a 3 afos fue del 50% (mediana de 37 meses) y riesgo alto (puntaje de 6 a 7
puntos) del 67% (mediana de 45 meses), contra lo reportado en la literatura para riesgo
intermedio/moderado supervivencia del 40% y severo/alto riesgo del 36%. Con esto se puede
observar que existe una relacién inversamente proporcional en nuestros resultados al obtener
mayor supervivencia a 3 afios entre mayores alteraciones fenotipicas se presentan, al contrario
a lo reportado en la serie de casos de Wells donde se observa una menor supervivencia a

mayores alteraciones citométricas.
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Asi mismo se observa que en los resultados del puntaje de acuerdo a la escala de Wells los
pacientes que tenian riesgo por IPSS bajo, 11 pacientes (91%) tenian escala de riesgo entre
bajo y moderado, y solo 1 paciente (9%) tenia riesgo alto por citometria, y en este estudio se
observd que de 13 pacientes con IPSS-R bajo, 8 pacientes (61.5%) tenian riesgo alto por
citometria de flujo en escala RED (6 a 7 puntos), 4 pacientes (30.7%) riesgo intermedio, y solo
un paciente (7.69%) con riesgo bajo, lo cual lleva a mencionar que se encuentra la escala de

RED inversamente proporcional al estado de IPSS-R.

Al analizar el grupo 3 de la escala de RED (puntaje de 6 a 7 — Riesgo alto) se observa que la
mayoria (34%) cuenta con riesgo bajo por IPSS-R, el 17.3% con riesgo intermedio, 8.6% riesgo

alto, 21.7% riesgo muy alto y en el 17.3% no fue valorable.

De 6 pacientes con IPSS-R con riesgo alto a muy alto, 5 de ellos (83.33%) se categorizaron en
escala de RED como riesgo alto (6 a 7 puntos) y uno de ellos (16.66%) como categoria
intermedia, contrario a lo que se observo en la escala de Wells donde de un solo paciente con
riesgo IPSS alto este no correspondi6 al riesgo bajo por citometria de flujo y por consecuencia

tuvo peor prondstico, siendo certera su relacion con el IPSS-R. 28

Son interesantes nuestros resultados ya que contradice lo conocido en la literatura de acuerdo
a las escalas de alteraciones por citometria de flujo, donde se ha referido que tener mayores
alteraciones fenotipicas directamente estaria relacionado con peor pronostico.?® Por lo anterior
basado en los resultados de este estudio y apoyado por la literatura extranjera, se puede dejar
la hipotesis de que el diagndstico del SMD variedad SMD-DM (el cual fue el prevalente en este
estudio), pudiera estar sobre diagnosticado por citomorfologia y que las mayores alteraciones
fenotipicas evaluadas por la escala RED pueden indicar un SMD con afeccion celular

predominante al linaje eritroide, con un comportamiento clinico mas benigno, como el conocido
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del subtipo Anemia refractaria simple o sindrome mielodisplasico con displasia unilinaje

(correspondiente al 10-20% en la literatura extranjera). 28
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CONCLUSIONES

Es importante contar con los estudios necesarios para realizar un diagnostico detallado y
estratificacion correcta del sindrome mielodisplasico, ya que un diagnéstico correcto permite
realizar intervenciones prematuras en cuanto al tratamiento (como el uso de azacitidina o el
trasplante de progenitores hematopoyéticos en casos de riesgo alto) y de esta manera mejorar

la supervivencia de estos pacientes al retrasar la evolucién clonal de esta patologia.

Sin embargo, al considerar nuestro entorno en México no se cuenta con los suficientes
recursos en los diversos niveles de atencion para realizar este diagndstico de la mejor manera
posible; un ejemplo de ello es la ausencia de estudios citogenéticos en algunos centros para

poder calcular la escala prondstica IPSS-R.

Es por esto que una manera de superar la ausencia de estudios citogenéticos, los cuales
siguen siendo los de mayor valor prondstico (incluidos en la escala IPSS-R), sea la
implementacién de otros recursos como por ejemplo la citometria de flujo, tanto para poder

realizar el diagnostico y eventualmente que permita realizar una estimacion de la supervivencia.

Estos procesos mejoran el diagndéstico, incluso con mucho menor tiempo entre el abordaje del
paciente hasta el diagnéstico y la necesidad de revisibn del material por patologia. Sin
embargo, se deben de tener en cuenta los inconvenientes de este proceso ya que se necesita
de una adecuada muestra de médula ésea con la menor manipulacién posible para no
maltratar las células a analizar. Uno de estos puntos conlleva la hemodilucién de la muestra ya
gue se afectan los mieloblastos y los progenitores de células B empleados para otorgar un
puntaje con la escala Ogata. Se ha descrito en la literatura que los reportes arrojados por el
servicio de patologia tienen discrepancias en comparaciéon con los analisis por citometria de
flujo cuando se trabajan de manera independiente; en nuestro centro de atencién (Hospital de

Especialidades de Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS) contamos con un departamento
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externo al servicio de patologia donde se puede analizar por medio de citometria de flujo de
ocho colores por EuroFlow las muestras de estos pacientes diferenciando entre cambios
reactivos de la médula 6sea por procesos secundarios mejorando la calidad de diagnéstico de

SMD. ¥

Respecto a este trabajo, se necesita continuar con la investigacion de las posibles relaciones
de estas escalas (Ogata y RED) y la supervivencia de la poblacion con diagnéstico de
sindrome mielodisplasico, ampliando el nimero de pacientes para continuar con el andlisis
estadistico, asi como un mayor seguimiento, con la finalidad de confirmar el valor de la

citometria de flujo como herramienta diagndstica y prondstica.
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ANEXOS

Anexo 1. Tabla de alteraciones citogenéticas

Alteraciones cromosoémicas recurrentes consideradas como evidencia de SMD en el contexto

de citopenia de origen indeterminado, pero en la ausencia de displasia celular.

Anormalidades no balanceadas

Anormalidades balanceadas.

-7 o del (7q)

t(11;16)(q23;p13.3)

-5 o del (5q)

1(3;21)(g26.2;122.1)

I(17q) o t(17p)

t(1;3)(p36.3;921.1)

-13 o del (13q)

t(2;11)(p21;923)

Del(11q) inv(3)(21g26.2)
Del(12p) o t(12p) 1(6;9)(p23;034)
Del(9q)

Del(9q)

Idic(X)(q13)

Cariotipo complejo: tres 0 mas anormalidades

alteraciones antes descritas

cromosoémicas envolviendo uno o mas de las

ANEXO 2

TIPO DE SMD

HALLAZGOS
EN SANGRE
PERIFERICA

HALLAZGOS EN MEDULA OSEA

Sindrome mielodisplasico con
displasia unilinaje:

Anemia refractaria, Neutropenia
refractaria, Trombocitopenia

Unicitopenia o
bicitopenia.

Blastos <1%.

Sin bastones de

Displasia unilinaje 210% de las
células en un linaje.

<5% de blastos.

<15% de precursores eritroides de

refractaria. ) ' _

Auer tipo sideroblastos en anillo.
Sindrome mielodisplasico con Anemia. =215% de precursores eritroides de
sideroblastos en anillo (SMD-SA). ) tipo sideroblastos en anillo.

Sin blastos.

Displasia Unica eritroide.

<5% de blastos.
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Sindrome mielodisplasico con
displasia multilinaje (SMD-DM).

Citopenia(s).
Blastos <1%.

No cuerpos de
Auer.

Displasia 210% de las células en
dos o tres linajes.

<5% de blastos.

No cuerpos de Auer.

Monocitos +15% de sideroblastos en anillo.
<1000/mL.
Sindrome mielodispléasico con Citopenia(s). Displasia uni o multi-linaje.

exceso de blastos tipo 1 (SMD-
EB-1).

Blastos 2-4%.

No cuerpos de
Auer.

Monocitos
<1000/mL.

Blastos 5-9%.

No cuerpos de Auer.

Sindrome mielodisplasico con
exceso de blastos tipo 2 (SMD-
EB-2).

Citopenia(s).

Blastos 5-19%.

+ Cuerpos de
Auer.

Displasia uni o multi-linaje.
Blastos 10-19%.

+ Cuerpos de Auer.

Monocitos
<1000/mL.
SMD asociado a delecién aislada | Anemia. Megacariocitos normales o
del(5q). aumentados con ndcleo
Plaquetas hipolobulado.
normales o
aumentadas. <5% de blastos.

Blastos <1%.

Anormalidad citogenética aislada
del(5q).

No cuerpos de Auer.

SMD no clasificable

Citopenias.

Blastos <1%.

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

<5% de blastos.
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ANEXO 3

PUNTOS POR

VARIABLE 0

Citogenética MB

% blastos en médula <«

Hemoglobina (gr/dL) 210

Neutréfilos (1x10%/uL) | =0.8

\\\\\\\\ﬂ\\\\ :

\ 2

<08 |\

Plaquetas (1x10° /uL) >100

<100

50 a

Citogenética. Muy buena

doble incluyendo del(5q); Intermedia (I): del(7q), +8, +19, i(17q), cualquier otra Un
-7, inv(3)/t(3q)/del(3q), doble

de clona

independiente; Pobre (P):
compleja con 3 anormalidades; Muy pobre (MP): Compleja con

\\\\-\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
-

\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\

(MB): -Y, del(11q); Buena (B): Normal, de I(5q), del(12p), del(20q),
ica 6 doble

/

incluyendo -7/del(7q),
mas de 3 anormalidades.

; SUPERVIVENCIA
CATEGORIA DE PUNTAJE GLOBAL (mediana en

RIESGO TOTAL afos)
Muy bajo <15 8.8

Bajo >15a3 5.3
Intermedio >3 a45 3

Alto >4.5 a 6. 1.6
Muy Alto >6 038
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ANEXO 4.

Escala de Ogata

Pardmetro de citometria Valores de Coeficiente de Puntos
referencia regresion

Tamafio del cluster 22 2.59 1

relacionado a mieloblastos

(%)

Tamafio del claster <5 1.87 1

relacionado a progenitores

B (%)

Relacion CD45 <4 0275 1.76 1

linfocitos/Mieloblastos

Relacion SCC <6 2.31 1

Granulocitos/linfocito

ANEXO 5

RED SCORE

Parametro RED Score

CD71CV (%)

<80: 0 puntos
280: 3 puntos

CD36CV (%)

<65:0 puntos
265: 2 puntos

Nivel de Hemoglobina (g/dl)

>10.5 (M) 0 >11.5 (H): 0 puntos
<10.5 (M) 0 £11.5 (H): 2 puntos
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ANEXO 6

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE
INVESTIGACION MEDICA

Titulo del protocolo: “Valor pronéstico para supervivencia de acuerdo a las escalas CFM y
RED evaluadas al diagnéstico por citometria de flujo en pacientes con sindrome
mielodisplasico”

Investigador principal: Dr. Carlos Roberto Hernandez Pérez.

Sede donde realizare el estudio: Hospital de Especialidades CMN SXXI.

Nombre del paciente

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

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

El objetivo de este estudio es evaluar si las alteraciones en la forma de las células medidas por
citometria de flujo, de la muestra de médula 6sea que le tomaron al momento de su
diagnéstico, nos ayudan a determinar el nUmero de meses que la enfermedad se mantendra
estable.

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

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

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

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

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

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

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

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

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

Firma de investigador.

Fecha:
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