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Resumen

Caracterizacion de la expresion de proteinas relacionadas con mutaciones sométicas de
significado prondéstico en Sindrome Mielodisplésico en biopsia de médula 6sea de
pacientes con citopenia en el Hospital Universitario Nacional de Colombia entre 2017 y
2022

Introduccion. Los Sindromes Mielodisplasicos son desordenes clonales de las células
hematopoyéticas definidos por citopenia, displasia mieloide y anormalidades genéticas
caracteristicas. La inclusién de las mutaciones somaticas es util en el abordaje prondstico y la
inmunohistoquimica se ha explorado como marcador indirecto de estas. Objetivo. Caracterizar
en términos de frecuencia relativa, patron e intensidad de tincién las proteinas P53, EZH2 y
H3K27me3 en biopsia de médula 6sea de pacientes con sindrome mielodisplasico. Métodos.
Estudio observacional, analitico de corte transversal en pacientes con sindrome mielodisplasico
atendidos en el Hospital Universitario Nacional de Colombia entre 2017 y 2022. Se estudi6 la
expresion de los marcadores P53, EZH2 y H3K27me3. Se empled X2 o coeficiente de relacion
de Pearson para establecer asociaciones entre la expresion y variables de interés. Resultados
y Conclusiones. Se practicaron los marcadores en 23 biopsias de médula ésea. Dos casos (5%)
fueron positivos para TP53; los casos restantes fueron negativos. Todos los casos mostraron
algun grado de tincién con EZH2 y H3K27me3 (exceptuando un caso negativo para EZH2). La
expresion de EZH2 y H3K27me3 mostré una correlacion positiva en el andlisis de regresion
lineal. La expresion de EZH2 y H3K27me3 no mostré asociacion estadistica con el conteo de
plaquetas, neutrdfilos, los valores de hemoglobina o el IPSS-R. La expresién de EZH2 no mostro
asociaciéon con cariotipo anormal, requerimiento transfusional o necesidad de tratamiento
farmacologico. El establecimiento del estado de los genes EZH2 y TP53 permitira determinar la

implicacién de la expresion de estas proteinas en el prondstico de esta entidad.

Palabras clave: sindrome mielodisplasico, inmunohistoquimica, prondstico, mutacion,

médula 6sea.
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Abstract

Characterization of the expression of proteins related to somatic mutations of prognostic
significance in Myelodysplastic Syndrome in bone marrow biopsy of patients with

cytopenia at the Hospital Universitario Nacional de Colombia between 2017 and 2022

Introduction. Myelodysplastic Syndromes are clonal disorders of the hematopoietic cells, defined
by the presence of cytopenia, dysplasia, and characteristic genetic abnormalities. Inclusion of
somatic mutations is useful in the prognostic assessment and immunohistochemistry is an indirect
way to detect the presence of these mutations. Objective. To characterize the relative frequency,
stain pattern and stain intensity of P53, EZH2 and H3K27me3 by immunohistochemistry in bone
marrow biopsies of patients with myelodysplastic syndrome. Methods. An observational, analytic
cross-sectional study was conducted in patients with myelodysplastic syndrome at the Hospital
Universitario Nacional de Colombia between 2017 and 2022. Immunohistochemistry for P53,
EZH2 and H3K27me3 was studied. Pearson correlation coefficient or Chi-square tests were used
to establish the association between the expression of these proteins and clinical variables of
interest. Results and Conclusions: Twenty-three bone marrow biopsies were studied. Two
cases (5%) were positive for p53. The rest of the cases were negative. All cases were positive for
EZH2 and H3K27me3 (except for one case negative for EZH2). The expression of EZH2 and
H3K27me3 were positively correlated in the linear regression analysis. The expression of EZH2
and H3K27me3 did not show association with platelet and neutrophil values, hemaoglobin values
or IPSS-R. The expression of EZH2 did not show association with abnormal karyotype,
transfusions or requirement of pharmacological treatment. The assessment of the status of EZH2
and TP53 genes will allow us to establish the implication of the expression of these proteins in

the prognostic assessment of myelodysplastic syndrome.

Keywords: myelodysplastic syndrome, immunohistochemistry, prognosis, mutations,

bone marrow.
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Resumen Ejecutivo
Problema

El Sindrome Mielodisplasico (SMD) comprende una serie de desdrdenes clonales de las
células hematopoyéticas definidos por la presencia de citopenia, displasia de alguna de
las lineas mieloides y una serie de anormalidades genéticas caracteristicas pero
diversas.

El comportamiento y prondstico de esta entidad es muy variable y depende entre otros
del subtipo, la edad, el género y otras variables clinicas. Actualmente esta ampliamente
extendido el uso del International Prognostic Scoring System Revised (IPSS-R) para la
estratificacion prondstica de los pacientes y el establecimiento de su plan terapéutico;
esta herramienta evalla el porcentaje de blastos en médula 6sea, los hallazgos por
citogenética y la severidad de la citopenia.

A pesar del significado prondstico de las aberraciones citogenéticas en el SMD, estas
solo son encontradas en el 50% de los pacientes; ademas de esto, algunos pacientes
clasificados en grupos de bajo riesgo presentan un curso clinico térpido. Por su parte, el
uso de tecnologias de secuenciacion en estos pacientes ha permitido identificar
mutaciones somaticas recurrentes en ciertos genes hasta en el 90% de los casos, varias
de estas con impacto prondstico y con la capacidad de predecir la respuesta terapéutica
a ciertas intervenciones.

En consideracién de lo anterior, se ha propuesto la inclusion de varias mutaciones
somaticas en puntajes prondsticos, tales como el IPSS-R con el fin de mejorar la
capacidad de predecir los desenlaces en estos pacientes. A pesar de la indiscutible
utilidad de las tecnologias de secuenciacion para la deteccién de dichas mutaciones, su
costo limita su uso rutinario en ciertos escenarios, mientras que la inmunohistoguimica
es un método relativamente rapido, reproducible y ampliamente disponible para uso en
el laboratorio, lo que hace valiosa su exploracion como marcador indirecto de la
presencia de mutaciones en el SMD, como se hace por ejemplo con el uso de
marcadores para IDH-1 y p53 como subrogados de mutaciones en estos genes en
glioblastoma y cancer de ovario respectivamente.

Por otro lado, un porcentaje considerable de pacientes se presentan con citopenia
persistente inexplicada que no cumple con los criterios de SMD, pero en los que seria
deseable realizar pruebas de clonalidad con el fin de descartar estadios pre-malignos
como citopenia clonal de significado indeterminado y hematopoyesis clonal de potencial
indeterminado, condiciones que requeririan un seguimiento mas estricto, pero donde
nuevamente los costos serian una limitante.

Objetivo General: Caracterizar en términos de frecuencia relativa, patron e intensidad
de tincidn las proteinas P53, EZH2, H3K27me3 y ABCB7 en biopsia de médula 6sea de
pacientes con citopenia (Sindrome Mielodisplasico, Citopenia Inexplicada Persistente y
Citopenia de otras causas) atendidos en el Hospital Universitario Nacional de Colombia
entre 2017 y 2022.



Impacto Esperado: contribuir en el futuro a la construccion de evidencia que justifique
la posibilidad de uso de inmunohistoquimica en biopsia de médula 6sea de pacientes
con SMD, citopenia inexplicada persistente o de otras causas como alternativa para la
deteccion indirecta de mutaciones somaticas en contextos en los que el acceso a
tecnologias de secuenciacion sea limitado.

Palabras claves: sindrome mielodisplasico, inmunohistoquimica, pronéstico, mutacion,
médula 0sea

Métodos

Disefio de estudio: estudio observacional, analitico de tipo corte transversal de
pacientes con citopenia (Sindrome Mielodisplasico, Citopenia Inexplicada
Persistente y Citopenia de otras causas) a quienes se les tomd una biopsia de
médula 6sea y fueron atendidos en el Hospital Universitario Nacional de Colombia
entre 2017 y 2022.

Poblacion:

e Poblacion De Referencia: Pacientes con citopenia (Sindrome
Mielodisplasico, Citopenia Inexplicada Persistente y Citopenia de otras
causas).

e Poblacion Objetivo: Pacientes con citopenia (Sindrome Mielodisplasico,
Citopenia Inexplicada Persistente y Citopenia de otras causas) a quienes
se les tom6 una biopsia de médula 6sea y fueron atendidos en el Hospital
Universitario Nacional de Colombia.

e Poblacion Elegible

o Criterios De Inclusion:

m Pacientes = 18 anos

m Pacientes con diagnéstico de citopenia (Sindrome
Mielodisplasico, Citopenia Inexplicada Persistente vy
Citopenia de otras causas) de acuerdo con lo registrado en
su Historia Clinica

m Disponibilidad de material suficiente de biopsia de médula
O0sea dentro del repositorio del Laboratorio de Patologia
Clinica del Hospital Universitario Nacional de Colombia.

o Criterios De Exclusion:

m Material insuficiente para estudio, definido por el agotamiento
del tejido o potencial agotamiento de este con su
procesamiento para la realizacion del estudio.

m Pacientes con diagndéstico de Neoplasia Hematolinfoide
diferente al Sindrome Mielodisplasico de acuerdo con la
clasificacion de la OMS de tumores hematolinfoides:

e Leucemias Mieloides Agudas
Leucemia de Linaje Ambiguo
Neoplasias Mieloproliferativas
Neoplasias Mieloproliferativas/Mielodisplasicas
Neoplasias de Precursores Linfoides
Neoplasias maduras de células B
Neoplasias maduras de células T y NK
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e Linfomas Hodgkin

e Neoplasias de células dendriticas e histiociticas
Estudios de inmunohistoquimica: se estudiara la expresion de P53, EZH2,
H3K27me3 y ABCB?7.

Resultados: Se practicaron estudios de inmunohistoquimica para P53, EZH2 vy
H3K27me3 en 23 biopsias de médula Osea (18 con diagnéstico de Sindrome
Mielodisplasico, 1 paciente con Neoplasia Mielodisplasica/Mieloproliferativa, 1 paciente
con Leucemia Mieloide Aguda con cambios relacionados con mielodisplasia, 1 caso de
Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna y 2 casos con citopenia y sospecha de Sindrome
Mielodisplasico). 2 de los casos (5%) fueron positivos para p53 (1% con intensidad 3+),
con expresion nuclear en las lineas mieloide y megacariocitica; los casos restantes
fueron negativos por ausencia completa de tincién o tincién tenue en un porcentaje bajo
de la celularidad. Todos los casos mostraron algun grado de tincion con EZH2 y
H3K27me3 (exceptuando el caso de Neoplasia Mielodisplasica/Mieloproliferativa, el cual
fue negativo para EZH2). La expresion de EZH2 y H3K27me3 mostré una correlacion
positiva en el andlisis de regresion lineal (R?= 0.31, p=0.005). La expresion de EZH2 y
H3K27me3 no mostrd correlacion con el conteo de plaquetas, el conteo de neutrdfilos,
los valores de hemoglobina o el IPSS-R. La expresion de EZH2 no mostré asociacion
con la presencia de cariotipo normal, el requerimiento de transfusiones o la necesidad
de tratamiento farmacolégico.

Conclusiones: La interpretacion de la expresion de P53 en biopsia de médula 6sea en
el contexto de SMD es sencilla. La expresion de EZH2 y de H3K27me3 se correlacionan
positivamente, sin encontrarse asociacién significativa con variables clinicas o de
laboratorio. El establecimiento del estado de los genes EZH2 y TP53 (mutado vs no
mutado, VAF de la mutacion y tipo de mutacion) permitird determinar las implicaciones
de la expresion de estas proteinas por inmunohistoquimica para el abordaje en el
diagndstico y prondstico de esta entidad.



1. JUSTIFICACION

El proceso de transicion epidemioldgica en curso en Colombia tiene impacto en la distribucién de
las patologias dentro de su poblacién (11), siendo el SMD una de las neoplasias mieloides mas
frecuentes y una entidad predominantemente presente en individuos de la tercera edad (1,12),
la caracterizacion de esta entidad adquiere particular importancia.

La documentacion de la incidencia de ciertas mutaciones somaticas en el pronéstico del SMD y
la propuesta para incorporar las mismas en herramientas de clasificacion prondstica suponen
tendencias interesantes y con impacto no menor en el manejo de estos pacientes (5,6,8) sin
embargo, la disponibilidad limitada de tecnologias de secuenciacion podria representar una
limitante para la incorporacion de estos hallazgos en la practica diaria (9,10).

El uso de inmunohistoquimica para la documentacion indirecta de ciertas mutaciones en
neoplasias soélidas es rutinario y su utilidad ya ha sido ampliamente estudiada y soportada para
TP53 en SMD con del(5q) aislada, siendo una alternativa menos costosa y mas disponible (13—
15). La interpretacion de otros marcadores (punto de corte, patron y localizacién de expresion)
no ha sido bien caracterizada.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y PREGUNTA DE INVESTIGACION

El Sindrome Mielodisplasico (SMD) es un desorden clonal de las células hematopoyéticas que
se manifiesta con citopenia y un mayor riesgo de desarrollar leucemia mieloide aguda (LMA).
Ma&s que una sola patologia, esta denominacién abarca multiples entidades que, a pesar de
compartir las caracteristicas descritas, tienen un comportamiento clinico y un prondstico
heterogéneo (1-4).

La valoracion del pronéstico en cada caso tiene implicaciones importantes en las intervenciones
terapéuticas a realizar; para su objetivacién se disponen de herramientas de estratificacion de
riesgo, de las cuales la de uso mas amplio es el International Prognostic Scoring System Revised
(IPSS-R). Este sistema toma en cuenta la citogenética, el porcentaje de blastos en médula 6sea
y la severidad de las citopenias como variables para establecer el riesgo de mortalidad y
progresion a Leucemia Mieloide Aguda (LMA) (1).

A pesar del desempefio de esta herramienta en la estratificacién de los pacientes con Sindrome
Mielodisplasico, se ha observado que algunos individuos presentan una evolucién torpida
inesperada para su categoria de riesgo. Este comportamiento en parte se ha explicado por la
frecuente asociacion de aberraciones citogenéticas de buen prondstico e incluso cariotipos
normales con mutaciones somaticas (5); mientras que las alteraciones en el cariotipo se
documentan en cerca del 50% de los casos de SMD, las mutaciones somaticas pueden
encontrarse hasta en el 90%, muchas de estas con implicaciones en el fenotipo de la enfermedad
(por ejemplo, profundidad de la citopenia), la respuesta a intervenciones terapéuticas y el
pronéstico (mortalidad y transformacién a LMA) (1,2,5,6)

Por otro lado, existe un conjunto de pacientes con citopenia persistente en los que a pesar de un
estudio extensivo no puede hallarse causa; estos pacientes no muestran criterios suficientes para
ser clasificados dentro de los SMD. En muchos de estos casos es posible documentar
alteraciones genéticas clonales de las células hematopoyéticas (tanto cariotipicas como
mutaciones somaticas), cuya deteccion tiene implicaciones en el seguimiento y manejo de estos
pacientes, en consideracion del mayor riesgo que tienen de desarrollar de desarrollar SMD u
otras malignidades hematoldgicas (7).
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La incorporacion de la presencia de ciertas mutaciones somaticas en los puntajes prondsticos
parece mejorar el desempefio de los mismos en la clasificacion de los pacientes (8); sin embargo,
las tecnologias de secuenciacion no son ampliamente disponibles, con costos y requerimientos
de talento humano que limitan su uso rutinario; en este punto, la inmunohistoquimica (como
marcador indirecto de la presencia de mutaciones mediante la deteccion de la expresion de
proteinas aberrantes o la pérdida de la expresion de los productos mutados u otros regulados
por estos) es una alternativa interesante, siendo menos costosa, rapida y de uso frecuente en el
laboratorio(9,10).

Pregunta: ¢Cual es frecuencia relativa, el patréon y la intensidad de tincion de las proteinas
P53, EZH2, H3K27me3 y ABCB7 en biopsia de médula 6sea de pacientes con citopenia
(Sindrome Mielodisplasico, Citopenia Inexplicada Persistente y Citopenia de otras causas)
atendidos en el Hospital Universitario Nacional de Colombia entre 2017 y 2022?

3. MARCO TEORICO
3.1. Sindrome Mielodisplasico: definiciones

Los sindromes mielodisplasicos (SMD) son un conjunto de desérdenes clonales de las
células madre hematopoyéticas que se manifiestan con citopenia, displasia de las lineas
mieloides, anormalidades genéticas y un mayor riesgo de desarrollar leucemia mieloide aguda
(LMA) (1-4).

El diagnéstico de SMD se basa en 3 gjes (2): citopenia persistente y sin otra explicacion,
displasia morfologica significativa y evidencia citogenética o molecular de hematopoyesis clonal.

La citopenia es definida de acuerdo al International Prognostic Scoring System (IPSS) de
1997 como un valor de hemoglobina <10g/dL, un conteo de plaguetas <100 x 10%L y un conteo
de neutréfilos <1.8 x 10%L (16); sin embargo en presencia de hallazgos morfol6gicos o
citogenéticos tipicos puede hacerse el diagnostico con valores mayores de hemoglobina (12 g/L
en mujeres o 13g/L en hombres) o plaguetas (<150 x 10%L) (1).

La displasia debe comprometer al menos el 10% de alguna de las lineas mieloides; los
casos con conteo de blastos =20%, asi como aquellos con rearreglos cromosémicos
caracteristicos, tales como t(15;17) PML-RARA, inv(16)/t(16; 16) CBFB-MYH11l o t(8; 21)
RUNX1-RUNXT1, deben ser clasificados como LMA (2,4).

Las anormalidades citogenéticas estan presentes en el 40-50% de los casos primarios y
en >90% de los casos asociados a terapia. Aungque su presencia no es indispensable, hay
cambios citogenéticos tipicos que permiten diagnosticar SMD en pacientes con citopenia
inexplicada sin cambios displasicos (por ejemplo, pérdida de cromosoma 7, del(7q), del(5q),
i(17q), pérdida del cromosoma 13, del(13q) y pérdida del cromosoma 11). Sin embargo, algunas
de las anormalidades citogenéticas mas comunes, como la del(20q), la ganancia del cromosoma
8 y la pérdida del cromosoma Y pueden observarse en pacientes sanos o0 con otras causas de
citopenia y por si solos no permiten hacer diagnéstico de SMD (1,2).

Por su parte, las mutaciones somaticas estdn presentes en el 80-90% de los casos;
muchas de estas se observan en individuos sanos de edad avanzada, por lo que su presencia
en ausencia de otros criterios tampoco debe usarse para hacer el diagnéstico (1,2). En una
cohorte de 53 individuos con pancitopenia no asociada a SMD y 38 casos de SMD o LMA se
evalud la frecuencia de mutaciones en 20 genes asociados con SMD, sin que se encontraran
diferencias significativas entre ambos grupos; adicionalmente durante el seguimiento ninguno de
los casos del primer grupo desarroll6 SMD o LMA (17).



3.1.1. Pre-fases Potenciales del Sindrome Mielodisplésico

Las células hematopoyéticas pueden exhibir aisladamente alteraciones citogenéticas,
mutaciones somaticas, citopenia o displasia. Se ha propuesto que estas condiciones sean
previas o precursoras al SMD y se han clasificado en 4 grupos: citopenia idiopatica de significado
indeterminado (ICUS por sus siglas en inglés), displasia idiopética de significado desconocido
(IDUS por sus siglas en inglés), citopenia clonal de significado desconocido (CCUS por sus siglas
en inglés) y hematopoyesis clonal de potencial indeterminado (CHIP por sus siglas en inglés)(4).

3.1.1.1. Citopenia ldiopatica de Significado Indeterminado (ICUS)

Es la citopenia persistente (mayor de 4-6 meses) en cualquier linea mieloide, en ausencia
de otros criterios diagndsticos de SMD y no explicada por otra condicion. No hay un consenso
para la definicion de citopenia y diferentes grupos han propuesto puntos de corte diferentes; el
International Working Group on Morphology of Myelodysplastic Syndrome (IWGM-MDS) propone
los mismos criterios que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) emplea para SMD, mientras
gue un grupo conformado por expertos del US National Comprehensive Cancer Network (NCCN),
el International Working Group (IWG) y el European Leukemia Net (ELN) en 2007 fijaron valores
diferentes para la hemoglobina y el conteo de neutréfilos (11g/dl y 1.5 x 10%L respectivamente)
(18,19). Incluso algunos autores proponen emplear los puntos de corte de normalidad del cuadro
hematico de la OMS (hemoglobina <13 g/dL [hombres], <12 g/dL [mujeres]; conteo absoluto de
neutrdéfilos <1.8 x 10°/L; plaquetas <150 x 10%L) (7).

El curso clinico es variable, con resolucion espontdnea o aparicion de SMD u otra
neoplasia hematolinfoide, desenlace que se observa en 10% al 12% de los casos (7,18-20).

3.1.1.2. Citopenia Clonal de Significado Desconocido (CCUS)

El término describe la presencia de citopenia inexplicada con evidencia de una mutacion clonal
gue no cumple los criterios de neoplasia hematolinfoide y que esta presente en al menos 4% de
las células analizadas (carga clonal) o el 2% del DNA analizado (frecuencia de la variante alélica).
Estas anormalidades clonales pueden ser aberraciones citogenéticas detectadas por FISH o
mutaciones somaticas por secuenciacion de Ultima generacioén. (7,19).

Algunos autores consideran que una carga clonal del 4% o frecuencia de variante alélica
del 2% no es suficiente para explicar una citopenia dependiente de un proceso clonal, por lo que
proponen un punto de corte de 20%, basandose en observaciones previas que indican que el
95% de los pacientes con valores mayores a este progresan a neoplasia mieloide en el transcurso
de 10 afos (7).

3.1.1.3. Displasia idiopatica de significado desconocido (IDUS)

Ocurre en casos con displasia mieloide sin causa obvia y sin evidencia de citopenia o
anormalidades citogenéticas y moleculares. En la mayoria de los casos la displasia es reactiva
a algun proceso posteriormente identificado en el seguimiento (4,7).

3.1.1.4. Hematopoyesis Clonal de Potencial Indeterminado (CHIP)

Define la deteccion de alteraciones somaticas (el término se usa por lo general para
variantes de un solo nucleétido) en genes ligados a neoplasias hematoldgicas en una clona con
una frecuencia alélica mayor o igual al 2% en un individuo sano sin citopenia persistente, aunque
para algunos autores pueden presentarla. Estos individuos presentan un riesgo 10 veces mayor
de desarrollar neoplasias hematolédgicas (18-19); de hecho, estas variantes en un 90% de los
casos comprometen genes conductores de cancer y frecuentemente mutados en SMD como
DNMT3A (metilacibn de DNA), TET2 (hidroximetilacion de DNA) y ASXL1 (metilacién y
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ubiquitinacién de histonas). Sin embargo, a pesar del mayor riesgo de transformacion, este es
relativamente bajo (0.5-1%/afio) (7).

El tamafio minimo para considerar una clona como biolégicamente relevante alin esta en
discusion y el umbral de 2% fue establecido porque es el limite de deteccion de variantes por
secuenciacion de exoma, sin embargo, los métodos de secuenciacion dirigida permiten detectar
mutaciones de menos del 0.5%; estas clonas minusculas se detectan y persisten en el 95% de
los individuos mayores de 60 afios (7).

3.2. Epidemiologia

Los SMD ocurren principalmente en adultos mayores, con una edad media al diagnostico
de entre 70 y 76 afios (21,22); 86.4% de los pacientes se diagnostican después de los 60 afios
y méas de la mitad de los restantes después de los 75 afios. En Estados Unidos la incidencia
anual general es de 3-5 casos por cada 100000 personas-afio, con una prevalencia estimada en
155 casos en 100000 (22,23), sin embargo, hay evidencia que sugiere un importante subregistro
(22,24).

Con respecto al sexo, hay predominancia en hombres con una incidencia de 4.5-7.7
casos por 100000 personas-afio y en mujeres de 2.7-4.1 casos por 100000 personas-afio. La
relacién de incidencia hombre/mujer se incrementa con la edad, siendo casi igual a 1 a los 40
afos y entre 1.8-2.8 hacia la octava década de vida (22,23).

Igualmente se ha estudiado la distribucién racial, encontrando mayor incidencia en
personas blancas (4.8 por cada 100000 personas afio) respecto a personas asiaticas y de las
islas del Pacifico (3.2 por cada 100000 personas-afio) (22).

3.2.1. Etiologia

Para el SMD primario (de novo), aguel que ocurre en ausencia de antecedente de
guimioterapia 0 exposicidn a radiacién, se han descrito multiples factores de riesgo. Una revision
sisteméatica de 33 estudios encontrd una relacién positiva entre el SMD y obesidad (indice de
masa corporal o IMC>30), tabaquismo (mayor en activos con una exposicion de un paquete/afio
0 mas), enfermedades autoinmunes, anemia, antecedente de infecciones adquiridas en
comunidad en el afio previo y antecedente de uso de farmacos antituberculosos (25).

El SMD asociado a la exposicibn a benceno se ha estudiado principalmente en
trabajadores de la industria petrolera; un andlisis internacional que incluy6 personal de Australia,
Canada y Estados Unidos encontré un OR de 4.3 para el desarrollo de SMD en individuos con
una exposicion acumulada mayor 2.93 ppm-afio respecto a aquellos con una menor o igual a
0.348 ppm-afio (26).

Algunos desérdenes hematolégicos tales como la anemia de Fanconi, la disqueratosis
congénita, el sindrome Shwachman-Diamond y la anemia de Diamond-Black también se asocian
con un mayor riesgo de padecer esta entidad; en la neutropenia congénita severa, por ejemplo,
la incidencia acumulada de SMD y LMA es de 10.8% en 20 afos y de 22% en 15 afios en
pacientes tratados con G-CSF; en el sindrome Shwachmann-Diamond, por su parte, la incidencia
cumulativa a 20 afios es de 18.8% y a 30 afios de 36.1% (27).

El SMD asociado a terapia se incluye dentro de la denominacion de neoplasias mieloides
relacionados a terapia y corresponde del 2.3 al 20% de los casos de SMD (28); La incidencia en
pacientes tratados con quimioterapia puede ser hasta de 6.3% a 20 afios y de 24.3% a 5 afios
en aquellos con antecedente de trasplante aut6logo de células hematopoyéticas (29).
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3.3. Fisiopatologia

La aparicion de mutaciones somaticas es un evento inevitable ligado a la division celular
y la acumulacién de estas ocurre rapidamente en células con alta capacidad replicativa, como es
el caso de las células hematopoyéticas. Por esta razon, el hallazgo de estas mutaciones es casi
gue ubicuo después de la quinta década de vida, siendo la mayor parte de estas, por su
naturaleza aleatoria, funcionalmente silentes. Sin embargo, su aparicion en relacion con ciertos
genes puede dar a su célula portadora ventajas en el crecimiento y la expansion (7).

Mediante secuenciacion de ultima generacién se reveld que los pacientes con SMD tienen
en promedio 9 mutaciones en la regién codificante; en el 65% de los casos estdn comprometidos
genes de splicing de mRNA (SF3B1, SRSF2, U2AF1, ZRSR2), en el 47% genes de metilacion
de DNA (DNMT3A, IDH1/2, TET2) y en el 28% genes de modificaciébn de histonas (ASXL1,
BCOR, EZH2). A pesar de que muchos de los genes comprometidos se comparten con LMA,
esta Ultima se caracteriza por tener mayor frecuencia de mutaciones en el receptor tirosina
quinasa, la via RAS y los genes CEBPA e IDH1/ 2, mientras que muestran menor compromiso
de reguladores epigenéticos y factores de splicing, frecuentes en SMD (30).

3.3.1. Compromiso del Splicing del RNA en Sindrome Mielodisplasico

Las mutaciones que comprometen los genes de splicing ocurren en regiones altamente
preservadas y las que afectan los genes SF3B1, SRSF2 y U2AF1 son excluyentes entre si (30).

Las mutaciones en SF3B1 se relacionan estrechamente el SMD con sideroblastos en anillo y
tiene un valor predictivo positivo del 98% para la presencia de estos precursores anormales (31).
Los sideroblastos en anillo son células precursoras eritroides con acumulacién de hierro en la
mitocondria. EI compromiso en SF3B1 en SMD es heterocigoto y consiste en variaciones de un
solo nucleétido (en el 50% de los casos, K700E). Este gen es un componente del espliceosoma,
especificamente de la U2snRNP, la cual participa en el reconocimiento de sitios de empalme
canodnicos en 3'. La disfuncion de este gen por lo tanto reduce la expresion de proteinas
involucradas en la sintesis del grupo hemo en la mitocondria y su transporte al citosol (Ver figura
1) (30,31).

Las caracteristicas de otros genes involucrados en el SMD y sus implicaciones clinicas se
muestran en la Tabla 1 (30,32,33).
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Figura 1. La mutacion del gen SF3B1 reduce la expresion de proteinas
involucradas en la sintesis del grupo Hem; la protoporfirinégeno oxidasa
(PPOX) cataliza la formacién de protoporfirina IX a partir de
protoporfirindgeno IX, mientras que ABCB7 es un transportador localizado
en la membrana interna de la mitocondria que participa en la exportacion
del grupo Hem al citosol. Elaboracion propia, creado con BioRender.com

3.3.2. Reguladores Epigenéticos en Sindrome Mielodisplasico

EZH2 es un componente del Complejo Represivo Polycomb 2 (PRC2). Este complejo inicia el
silenciamiento de la expresion genética al catalizar la trimetilacién de la histona 3 en la lisina 27,
permitiendo la uniéon del Complejo Represivo Polycomb 1 (PRC1), el cual cataliza la
ubiquitinacién de la histona 2A en la lisina 119, lo que mantiene el silenciamiento de genes
reguladores de la hematopoyesis. Las mutaciones en EZH2 son probablemente inactivantes, lo
gue resulta en un aumento de expresion de los oncogenes regulados por PRC2/PRC1 (Ver
Figura 2) (30).

ASXL1 no tiene actividad enzimatica intrinseca, pero apoya la metilacién de la histona 3 en la
lisina 4 por OGT y en lisina 27 por PRC2, asi como la ubiquitinacién de la histona H2A en la lisina
119 por PRC1. En modelos murinos se ha observado que la hipometilacion de H3K27
particularmente afecta regiones de promotor de genes involucrados en la diferenciacion eritroide
como Sox6, 1d3, Tjpl y Hha. Por otro lado, la union del ASXL1 mutado a BAP1 promueve su
actividad desubiquitinasa, desregulando la expresion de los genes HOXA, participes en la
transformacién leucémica, asi como de IRF8, esencial en la monopoyesis (30,33).
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Gen Frecuencia Funcién Gen mutado Significado Observaciones
Clinico

SRSF2 20-30% Reconoce el Elemento | Preferencia por | Mal Se relaciona con
Promotor Exénico de | ESEs ricos en | prondstico mutaciones en RUNX1,
Splicing (ESE) en | citosina con splicing IDH2 y ASXL1.
regiones ricas en citosina | aberrante de EZH2 | Mayor
y guanina progresion a | Excluyente con mutaciones

LMA de EZH2.

U2AF1 7-10% Reconoce dinucledtidos | Altera la generacién En modelos murinos se
adenina-guanina en | de isoformas de relaciona con leucopenia y
posicion 3’ en launion de | H2AFY, de la aumento de blastos.
intrones-exones familia de histonas

H2A

ZRSR2 | 2-6% Componente del snRNA | Splicing ineficiente | SMD con
que hace contacto en 3 [ y retencion de | exceso de
con intrones U12 MRNA blastos.

Mayor
progresion a
LMA

Tabla 1. Mecanismos fisiopatoldgicos e implicaciones clinicas de genes del splicing mutados descritos en SMD.

La familia de proteinas DNMT (DNMT3A, DNMT3B y DNMT1) también se han vinculado con la
fisiopatologia del SMD; estas proteinas catalizan la metilacion del DNA en posicion 5 de los
nucleotidos de citosina de las islas CpG ubicadas en regiones de promotor y en cuerpos de
genes, donde funcionan como promotores alternativos. DNMT3A y DNMT3B se encargan de la
metilacién de novo y su papel en la carcinogénesis probablemente esté en relaciéon con el
silenciamiento de genes de reparacion de DNA (Ver Figura 3) (30).

Otras mutaciones asociadas al SMD comprometen los genes TET1, TET2 y TET3, que son
oxigenasas dependientes de alfa-cetoglutarato y hierro férrico que modifican el DNA metilado,
catalizando la formacién de 5-hidroximetilcitosina a partir de 5-metilcitosina; la oxidacion
subsecuente de este nucledtido genera formas que son reconocidas y removidas mediante
escision de nucledtidos, restaurando la expresion génica (Ver Figura 3) (30).

Las mutaciones en IDHL1 (citoplasmética) e IDH2 (mitocondrial), que en condiciones usuales
cataliza la formacién de alfa-cetoglutarato, también participan en la carcinogénesis mediante la
sintesis de 2-hidroxiglutarato en condiciones de hipoxia, lo que inhibe la accién de TET2 y otras
desmetilasas (30).

En la tabla 2 se resumen las caracteristicas clinicas de los SMD con mutaciones en genes de
regulacion epigenética (30,32,33).
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Figura 2. El complejo PRC2, formado por las proteinas EZH2, SUZ12, EED y RBDP, cataliza la trimetilacién
de la Histona 3 en la lisina 27, lo que favorece la unidn del PRC1, encargado de la ubiquitinacion de la
Histona 2A en la lisina 119; estas modificaciones generan la supresion de la expresidn génica de
oncogenes. Elaboracion propia, creado con BioRender.com

3.3.3. Aberraciones Citogenéticas

El papel de las alteraciones citogenéticas en la fisiopatologia del SMD se ha estudiado
con relacién a la pérdida de genes supresores tumorales, entre otros mecanismos.

La del(5q), que es la aberracion citogenética mas frecuente (20% de todos los casos y
40% de los casos relacionados con quimioterapia) (34), compromete comunmente el locus 532,
generando haploinsuficiencia de miR-145 y miR-146a, lo que aumenta los niveles del factor
transcripcional FLil1, asi como de TIRAP y TRAF6 (dos proteinas transductoras de sefial de toll-
like receptors); la mayor expresion de Flil se relaciona con un aumento de la poblacién
megacariocitica, mientras que TIRAP y TRAF6 activan las vias de PI3K/AKT y de NFkB (33); por
su parte la caseina quinasa CSNK1AL1 haploinsuficiente, localizada en este mismo locus favorece
la proliferacion al disminuir la inhibicién de la B-catenina (30,33). Otro gen afectado por la del(5q)
es RPS14, cuya haploinsuficiencia afecta el ensamblaje de la unidad ribosomal 40S, generando
acumulacion y activacion de p53, lo que se relaciona con diseritropoyesis y displasia
megacariocitica (Ver figura 4) (33,35).

El SMD con del(5q) es un subtipo especifico que se caracteriza por mostrar buena
respuesta a lenalidomida, al tener como blanco la caseina quinasa CSNK1A1 (1,34). Mientras
gue la CSNK1A1 haploinsuficiente favorece la proliferacién, como se mencioné previamente, su
pérdida completa resulta en arresto del ciclo y activacion de TP53; la lenalidomida promueve la
ubiquitinacién y eliminacién de esta enzima al modular a cereblon, un componente de la E3
ubiquitin ligasa, lo que en ultimas lleva a muerte celular y eliminacion selectiva de las clonas con
del(5q) (Ver figura 5). Por esta razon, las mutaciones inactivantes de TP53 en los pacientes
portadores de esta aberracion citogenética se relacionan con resistencia a lenalidomida y peor
supervivencia con mas riesgo de transformacion leucémica (1,30,33).
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Figura 3. Las mutaciones en DNMT3A, TET2 e IDH1/2 participan en la carcinogénesis
mediante la supresion de genes de reparacion de DNA; en condiciones usuales TET2
cataliza la oxidacién de 5-metilcitosina a 5-hidroximetilcitosina, posteriormente reconocida
por la maquinaria de reparacion de DNA, lo que reactiva la expresidn génica; Las
mutaciones de TET2 en SMD son inactivantes, lo que se traduce en la persistencia del
silenciamiento de los genes metilados. Por su parte el IDH mutado inhibe la accion de TET2
mediante la sintesis del oncometabolito 2-hidroxiglutarato. Elaboracidn propia, creado con
BioRender.com

Gen Frecuencia Implicaciones Clinicas Observaciones
EZH2 3-7% Peor supervivencia independiente de
edad, anormalidades citogenéticas y
citopenias
ASLX1 11-14%
DNMT3A 10% Peor respuesta a induccién con | Mayor frecuencia en LMA (23%)
daunorubicina en LMA
TET2 30% Mal pronéstico
Mayor progresion a LMA
IDH 1/2 1-5%

Tabla 2. Implicaciones clinicas de genes de regulacion epigenética mutados en SMD.

15

Las aberraciones cromosomicas del cromosoma 7 (del(7q) en el 8% de los casos de novo
y monosomia 7 en el 4%) siguen en frecuencia. Estas alteraciones comprometen
consistentemente loci 7g22 y en menor medida 7q32-36, en donde se localizan entre otros los
genes CUX1, MLL5, DOCK4 y EZH2 (33). Un modelo de pez cebra vincula el gen DOCK4 en la



16 Caracterizacion de la expresion de proteinas relacionadas con mutaciones de somaticas de
significado prondstico en Sindrome Mielodispldsico

aparicion de cambios displasicos de la linea eritroide; este gen, participa en la activacion de
ROCL1, una GTPasa fundamental para la formacion del esqueleto de actina de los glébulos rojos.
Este mismo estudio encontré que la reduccion de la expresion de este gen se relaciona con peor
prondstico (36).

Otras anomalias citogenéticas documentadas incluyen la trisomia 8 (con regulacion al
alza de los factores antiapoptoticos survivina, c-myc y CD1) y varias con compromiso del
cromosoma 3, que, aunque raras, se relacionan con un mal prondstico, probablemente por
compromiso del gen EVI1, un factor de transcripcion involucrado en la regulacion del ciclo celular
(33).

3.3.4. Mecanismo Fisiopatolégicos Particulares: Neutropenias Congénitas

Los sindromes mielodisplasicos en contexto de neutropenias congénitas tienen
caracteristicas genéticas distintivas en su transformacién maligna. La neutropenia congénita
severa es un desorden genéticamente heterogéneo (aunque la mitad de los casos se deben a
mutacion del gen de la elastasa neutrofilica ELANE) que se caracteriza por la detencion en
estado de promielocito; la transformacion a SMD/leucemia mieloide aguda se caracteriza por
mayor presencia de monosomia 7/del(7q) y mutaciones de CSF3R y de RUNX1 con respecto a
otros casos de SMD (44% vs 6%, 88% vs 0.5% y 76% vs 6.6% respectivamente). De forma
interesante, CSF3R codifica para el receptor de G-CSF y la mutacién descrita en estos pacientes
favorece la proliferacion de la clona portadora por activacion de STATS5; se ha sugerido que la
transformacion maligna en estos pacientes ocurre por la estimulacion persistente con G-CSF (por
infecciones a repeticion o farmacoldgica) que favorece la proliferacién de las células madre
hematopoyéticas con esta mutacion, con expansion subsecuente y acumulacion de otras
mutaciones (27,37). Por su parte, el sindrome de Schwachman-Diamond, que clinicamente se
manifiesta con insuficiencia pancreética exocrina y anormalidades hematoldgicas y 0seas, es
causado por la pérdida bialélica del gen SBDS, lo que impide el ensamblaje del ribosoma
funcional 80S por la no liberacion del EIF6 de la unidad 60S; molecularmente, la transformacion
maligna de esta entidad se caracteriza por una alta presencia de mutacion de TP53 (100% vs
6.3% en otros sindromes mielodisplasicos). El stress ribosomal induce la expresion de TP53 con
arresto celular consecuente, sin embargo su mutacién atenta este efecto, dotando a la clona
portadora de una ventaja proliferativa sobre las demas; este mecanismo también se ha descrito
en el sindrome de Diamond-Blackfan (mutacion de SPF14) y en SMD con del(5q) (27).

3.3.5. SMD asociado aterapia

En caso de los SMD asociados a terapia, la patogénesis se relaciona con el mecanismo
de accion de los agentes quimioterapéuticos; la alquilacién genera un mal apareamiento de las
bases y ruptura de cadenas sencillas y dobles, mientras que los inhibidores de topoisomerasa Il
estabilizan el complejo covalente formado por la enzima y el DNA, impidiendo la religacion y
generando ruptura cromosémica. Los intentos de reparacion pueden generar traslocaciones y
posterior transformacion maligna (29).

3.4. Manifestaciones Clinicas

La mayoria de los pacientes se presentan con sintomatologia asociada con las citopenias.
La anemia suele presentarse mas comunmente que la trombocitopenia o la neutropenia y al
menos % de los pacientes requieren transfusion de glébulos rojos al momento del diagnéstico
(1). En la tabla 3 se resumen las manifestaciones clinicas asociadas a sindrome mielodisplasico
(21,38-43).

3.5. Diagnd@stico
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El diagnostico requiere de analisis morfologico en los extendidos de sangre periférica,
aspirado de médula 6sea y biopsia de médula 6sea. Asi mismo debe contarse con la historia
clinica, los resultados del cariotipo convencional en médula Gsea, las pruebas genéticas
moleculares y el inmunofenotipo en citometria de flujo (2).

3.5.1. Anédlisis Morfolégico

La clasificacion morfologica del SMD se basa en el porcentaje de blastos en la médula
Osea y sangre periférica, el tipo y grado de displasia y en el porcentaje de sideroblastos en anillo;
las lineas afectadas por la citopenia a veces no son necesariamente las que manifiestan la
displasia (1).

3.5.1.1. Determinacion del porcentaje de blastos.

Debe hacerse un conteo diferencial de todas las células nucleadas en 500 células del
extendido de médula ésea (mielograma), de las cuales al menos 100 deben ser no eritroides
(3,4). Las tinciones apropiadas son Wrigth-Giemsa, Peppenheim o Romanowsky, ademas de la
tincién para hierro, que es indispensable para identificar y contar sideroblastos en anillo (4).
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Figura 4. Funciones de algunos de los genes del locus 5932,
comunmente perdido en SMD con del(5q). Elaboracidn propia,
creado con BioRender.com
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Figura 5. a. En condiciones usuales, la CSNK1A1 hace parte del complejo proteico de
degradacion de Ia B-catenina, junto con APC, axina y GSK3; CSNK1A1 fosforila la B-
catenina para su posterior fosforilacion por GSK3, lo que marca la protefna para ser
ubiquitinizada y degradada en los proteasomas. La fosforilacion de MDM2 por CSNK1A1
activa su actividad ubiquitina ligasa sobre TP53, el cual es posteriormente degradado
por el proteasoma. b. En la del(5q), la haploinsuficiencia de CSNK1A1 reduce la
inhibicion de la B-catenina, favoreciendo la proliferacién de las células portadoras. c. La
lenalidomida favorece la degradacion de la CSNK1A1 por ubiquitinacién modulando la
accion de la E3 ubiquitin ligasa, generando la pérdida total de la proteina y eliminando la
inhibicién TP53 con apoptosis de las células portadoras. Elaboracién propia, creado con
BioRender.com

Manifestaciones Definicion Frecuencia Observaciones

Trombocitopenia <100 x 10%/L 40-65% Peor prondstico: supervivencia media de 7
meses (vs 41 meses sin trombocitopenia).
Sangrado es causa de muerte en 24% de

9
<20 x 10°/L 17% pacientes.

Anemia <10g/dL Hasta 98% Hasta el 66% son dependientes de
transfusion.

Neutropenia <1.5x 109/L Hasta 39%

Sindromes Hipotiroidismo, AR, anemia | 10-48% Retrasan el diagndstico.
Paraneopléasicos/ perniciosa.
Enfermedades Se relacionan con 1IPSS.

Autoinmunes

Raros: SRIS con o0 sin
linfohistiocitosis
hemofagocitica, LES,
enfermedad de Behcet.

Menor supervivencia (69% vs 88% a los 30
meses).

Enfermedad de Behcet: relacionada con
trisomia 8 y mayor  cCoOmpromiso
gastrointestinal.
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Cuténeas Dermatosis neutrofilicas, | 9.55-25% Sin implicacion pronéstica.
vasculitis leucocitoclastica

Otras Sarcoma Mieloide Muy raras Reportes de caso con infiltracion de SNC y
cardiaca 10,

Adenomegalias/
Organomegalias

Tabla 4. Manifestaciones Clinicas descritas en SMD.

Igualmente, debe hacerse conteo diferencial en sangre periférica, el cual ademas de ser
atil para la clasificacion, tiene valor prondstico, dado que un conteo de blastos en sangre
periférica mayor que en médula 6sea predice una menor sobrevida (3)(44).

La presencia de bastones de Auer indica SMD con exceso de blastos tipo 2,
independientemente del porcentaje de estos (45).

3.5.1.2. Valoracién de la displasia.

El nimero de lineas displasicas es importante para la clasificacion y también es predictor
del comportamiento de la enfermedad. La evaluacién del grado de displasia se hace mejor en el
extendido de médula Gsea, el cual debe obtenerse de especimenes frescos no expuestos a
agentes anticoagulantes por mas de 2 horas, lo que garantiza la adecuada preservacion de la
morfologia (1). El abordaje de la linea megacariocitica requiere el conteo de al menos 30 células;
sin son escasas en el extendido, pueden valorarse en la biopsia de médula ésea (4).

Debe tenerse en cuenta que la valoracion del grado de displasia esta sujeta a cierto grado
de variaciéon Inter observador; las concordancias descritas entre expertos es de maximo 78%
(46).

3.5.1.3. Caracteristicas de la displasia.

Diseritropoyesis. Se manifiesta principalmente en el nucleo, con gemacion, formacién
de puentes internucleares, cariorrexis y multinucleacion. Los cambios megaloblasticos, mejor
valorados en los estadios policromatico y ortocromatico, pueden estar presentes, pero no son
suficientes para el diagnostico. En el citoplasma puede haber vacuolizacién, formacion de
sideroblastos en anillo y positividad aberrante para PAS (1).

La inclusion de criterios adicionales a estos (sugeridos por la OMS), no aumenta la
sensibilidad ni especificidad para el diagnéstico (46).

Disgranulopoyesis. Se caracteriza por binucleacion, hipersegmentacion nuclear,
ndcleos en anillo, pseudo anormalidad de Pelger-Huet, hipogranularidad citoplasmatica, pseudo
granulos de Chédiak Higashi y tamafio pequefio (Ver figura 6) (1,47).
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Figura 6. Displasia de la linea granulocitica. a. Nucleos en anillo. b. Pseudo

anormalidad de Pelger-Huet e hipogranularidad citoplasmatica. c.
Hipersegmentacion nuclear.

-

Displasia megacariocitica. El hallazgo mas confiable lo constituyen los
micromegacariocitos, definidos por un tamafio menor o igual al de un promielocito y con un nucleo
no lobulado o bilobulado (1,4,45). Otros hallazgos son los ndcleos hipolobulados, no lobulados,
hipersegmentados, bizarros y la presencia de multiples nlcleos separados (47).

3.5.1.4. Biopsia de Médula Osea

La biopsia de médula ésea aporta informacion adicional sobre el porcentaje de blastos,
distribucion espacial de los mismos, la celularidad, la morfologia de los megacariocitos y la
fibrosis del estroma.

Los especimenes se toman usualmente de la espina iliaca posterior y deben contar con
una longitud minima de 1.5cms. Deben fijarse en formalina neutra, descalcificarse en EDTA por
lo menos durante 8 horas y embeberse en parafina para cortarse en secciones de 1-3 ym. Las
tinciones de rutina son hematoxilina-eosina, Giemsa o AS-D cloroacetato esterasa (4).

La médula 6sea es usualmente hipercelular y menos frecuentemente normocelular o
hipocelular (4,45). La celularidad debe siempre valorarse en la biopsia de médula ésea, dado
gue el aspirado tiene una concordancia con la misma de solo el 36.5% (48).

Los sindromes mielodisplasicos agresivos se caracterizan por la presencia de agregados
(3-5 células) o clusters (>5 células) de células mieloides inmaduras, ubicados centralmente y
lejos de estructuras vasculares y superficies endostiales de las trabéculas éseas (“localizacion
anomala de precursores inmaduros” o ALIP por sus siglas en inglés) (45).

La inmunohistoquimica (CD34 y CD117) es util para confirmar la naturaleza blastica de
las células inmaduras, sobre todo en presencia de hipocelularidad y fibrosis. Por su parte CD42b
y CD61 facilitan la identificacion de megacariocitos pequefios y micromegacariocitos, para lo cual
también puede ser (til el uso de PAS. Tanto la triptasa como el CD117 identifican los mastocitos,
los cuales estan elevados en casi todos los pacientes con SMD y pueden tener apariencia de
célula ahusada; si estos son prominentes, forman grupos compactos o expresan CD2/CD25, es
apropiado hacer analisis de KIT (KIT D816V) para detecciébn de mastocitosis sistémica
coexistente. Los marcadores para otras lineas como CD3, CD14 o CD20 pueden usarse a
discrecion; p53 tiene valor prondstico significativo, como se indica méas adelante) (4,45).

La eosinofilia (conteo >5%) y basofilia (conteo >1%) en médula 6sea tienen una
prevalencia del 12.5% y el 11.8% respectivamente y se relacionan con puntajes de IPSS mas
altos y anormalidades citogenéticas de grupo de riesgo pobre e intermedio (49).
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3.5.1.5. Consideraciones diagndsticas en casos especiales
3.5.1.5.1. Sindrome mielodisplasico hipoplasico.

Ocurre en el contexto de médula 6sea hipocelular (£25%); se relaciona mas con
trombocitopenia y neutropenia, aunque parece tener un prondéstico favorable (45,48). No
constituye un subtipo especifico, sin embargo, debe tenerse en cuenta para el diagnéstico
diferencial con anemia aplasica de la cual puede distinguirse por la presencia de displasia
significativa, aumento de blastos por marcacion con CD34 y un cariotipo anormal (45,50). La
transformacion gelatinosa (hipoplasia medular, atrofia grasa y depdsito de material gelatinoso
extracelular) es un hallazgo muy raro en pacientes diagnosticados con SMD y parece
relacionarse con aberraciones del cromosoma 7 (51).

3.5.1.5.2. Sindrome mielodisplasico con fibrosis.

Corresponde a los casos con mielofibrosis grado 2 o 3 de la OMS. Se observan en el
10-15% de los SMD. No constituye tampoco un subtipo especifico de esta entidad, pero estos
casos pueden ser erréneamente diagnosticados como sindromes mielodisplasicos de bajo grado
si solo se hace conteo de blastos en aspirado de médula ésea, por lo que la biopsia con estudio
de inmunohistoquimica con CD34 y CD117 es de particular importancia. A diferencia de la
mielofibrosis primaria, raramente cursa con esplenomegalia, leucoeritroblastosis o
hematopoyesis intrasinusoidal, ademas se asocia con morfologia tipica en los megacariocitos,
asi como con aumento de blastos por CD34. Estos casos suelen tener un mal prondéstico (52).

3.5.1.6. Diagnésticos Diferenciales de Displasia

Aunque algunas caracteristicas morfologicas como la presencia de neutrofilos
agranulares y de micromegacariocitos son altamente sugestivos de SMD, siempre debe
establecerse si la displasia tiene origen en un desorden clonal o es resultado de otro proceso
(Ver tabla 4) (46).

Otros escenarios en los que puede observarse displasia morfologica incluyen el
hipotiroidismo, las enfermedades autoinmunes, la enfermedad renal crénica, la hepatopatia
crénica (que se asocia con neutropenia y trombocitopenia), la hemoglobinuria paroxistica
nocturna, los sindromes hereditarios de falla medular, la aplasia pura de serie roja y el
compromiso de la médula ésea en leucemia de células peludas y en leucemia de linfocitos
grandes granulares (4,45).

Diagnéstico Diferencial Hallazgos Morfoldgicos

Déficit Nutricional

Vitamina B12 Megaloblastosis, 1 células CD34+
Acido félico
Cobre Sideroblastos en anillo
Toéxicos
Arsénico
Plomo Sideroblastos en anillo
Zinc Citopenias severas y displasia

Medicamentos

Isoniazida Sideroblastos en anillo (sin suplementacién de vitamina B6)
Mofetil micofenolato Hiposegmentacion de los neutréfilos y eritroblastopenia
TMP/SMX y tacrolimus Hiposegmentacion de los neutroéfilos

Quimioterapia
G-CSF Desviacion a la izquierda, hipergranularidad e hiposegmentacion
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Infecciones Virales

CMV, EBV
HBV, HCV Eritroblastos displasicos (>10%)
Parvovirus B19 Eritroblastopenia con pronormoblastos gigantes

Infecciones Bacterianas
Leishmaniasis

Tabla 4. Diagnésticos diferenciales de displasia.

3.5.2. Inmunofenotipo

El andlisis inmunofenotipico por citometria de flujo no constituye un criterio diagndstico ni
clasificatorio en SMD y no reemplaza la valoracion morfolégica, dado que esta sujeto a
discordancias por fibrosis o dilucién (1,4) y sobreestima la relacion mieloeritroide (calculada como
la relacién de células CD33+ con todas las células rojas nucleadas); asi, la concordancia entre
la citometria de flujo y la biopsia/extendido de médula 6sea para el diagnéstico de SMD es del
87% (53).

A pesar de esto, la citometria de flujo puede emplearse para guiar el tratamiento y es de
utilidad para soportar el diagnéstico en casos dudosos. Los resultados posibles son ausencia de
caracteristicas relacionadas con SMD, anormalidades no conclusivas, o anormalidades
altamente consistentes con neoplasia mieloide clonal tipo SMD (4).

Las anormalidades inmunofenotipicas pueden ser detectadas en progenitores CD34+,
neutréfilos en maduracion, monocitos y precursores eritroides; las caracteristicas
inmunofenotipicas en SMD en cada uno de estos compartimentos ya ha sido descrita (1,4,53,54).
El Grupo de Trabajo de Citometria de Flujo de la International/European LeukemiaNet sugieren
evaluar como minimo la dispersion lateral, asi como la expresién de CD45, CD34, HLA-DR,
CD11b, HLA-DR/CD11b, CD11b/CD16, CD13/CD11b, CD13/CD16, CD13/CD33, CD14, CD15,
CD15/CD10, CD19, CD19/CD10, CD36, CD36/CD14, CD5, CD56, CD7, CD71 y CD71/CD235
(4)(55). Los hallazgos aberrantes en al menos 3 de las caracteristicas evaluadas y al menos 2
compartimentos celulares afectados son altamente sugestivos de SMD (1).

Se ha valorado el rendimiento de estos parametros para el diagnéstico de SMD; en los
progenitores CD34+, por ejemplo, los hallazgos significativamente relacionados con SMD son
una menor proporcion de granulocitos CD10+ y mayor proporciéon de granulocitos CD56+, con
un aumento del compartimento mas inmaduro de las células mieloides (CD33+ CD16-, CD45+
CD16-, CD13+ CD16-) (53). La reduccién de CD38 en las células CD34 positivas ha mostrado
una sensibilidad de 95% y una especificidad del 92% para el diagnéstico de SMD de bajo grado
(56). Por otro lado, la disminucion de la expresion de CD117 a un nivel <30% en los neutrdfilos,
tiene una especificidad del 95% y un valor predictivo positivo del 90% (57).

Se han desarrollado criterios diagnosticos objetivos para la valoracion de SMD, siendo
los mas conocidos los propuestos por Ogata, que establecen un diagnéstico de SMD con 2 o
mas de los siguientes: cluster de mieloblastos mayor o igual al 1%, baja dispersion lateral de los
granulocitos (menor o igual a 6), expresion anormal de CD45 en los mieloblastos (<3.77 0 >6.2)
y cluster de progenitores de células B menor de 5%. La inclusion de una expresion de CD177
menor o igual a 30% en los granulocitos en estos criterios incrementa la sensibilidad del 78% al
90% conservando una especificidad del 91% (57).

3.5.3. Perfil Genético
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Los estudios citogenéticos son de importancia para la determinacion de la clonalidad, el
pronéstico y la correlacibn con las caracteristicas morfolégicas y clinicas. El cariotipo
convencional con la valoracion de minimo 20 metafases debe realizarse en todos los pacientes;
una clona se define como dos o mas metafases con el mismo rearreglo estructural (delecion,
inversion, traslocacion) o al menos 3 con pérdida del mismo cromosoma. En caso de obtener un
resultado equivoco o de no lograr crecimiento celular, debe emplearse FISH con analisis de al
menos las regiones 5q31, cep7, 7931, 20q, cep8, cepY y p53. Los estudios de citogenética deben
repetirse durante el seguimiento dado que la evolucion de este se relacionan con el pronéstico y
la progresion (4).

Las aberraciones citogenéticas han sido bien caracterizadas como factores prondsticos
en SMD vy se clasifican en subgrupos que se correlacionan con la supervivencia media de
acuerdo al Comprehensive Cytogenetic Scoring System (CCSS) (Ver tabla 5) (58).

Los cariotipos complejos (3 o mas anormalidades) tipicamente incluyen a los
cromosomas 5 y/o 7 con pérdida completa o del(5q) o del(7q); tienen un curso clinico no
favorable, clasificAndose en la categoria de muy pobre pronéstico (32)(58); en estos pacientes
debe considerarse el trasplante de precursores hematopoyéticos independientemente de su
puntaje IPSS-R (Ver mas adelante) (59).

Las mutaciones sométicas, que ya se discutieron previamente, pueden coexistir en una
misma clona (frecuentemente se relacionan las que afectan el spliceosoma con las que
comprometen factores epigenéticos). Ademas, algunas mutaciones tienen caracteristicas
morfolégicas especificas: mientras que la mutacion en SF3B1 se asocia con sideroblastos en
anillo, las alteraciones de ASXL1, RUNX1, TP53 y SRSF2 se asocian con displasia granulocitica
severa (34).

Comprehensive Cytogenetic Scoring System (CCSS)

Subgrupo Anomalia Citogenética Frecuencia Supervivencia
Prondstico Media (meses)

Muy Bueno -Y 2.9% 60.8
del(11q)

Bueno Cariotipo normal 65.9% 48.5
del(5q)

del(12p)

del(20q)

der(1; 7)

Doble, incluyendo cromosoma 5

Intermedio del(7q) 20.7% 25.0
+8

iso(17q)

+19

+21

Otras no pertenecientes a otros grupos
Dos o0 mas clonas sin cariotipo complejo

Pobre -7 3.6% 15.0
Doble, incluyendo -7 6 del(7q)
inv(3)(g21; g26)

t(3;3)(a21; q26)

del(3q)

Cariotipo complejo de 3 aberraciones

Muy Pobre Cariotipo complejo > 3 aberraciones 7.0% 5.7
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Tabla 5. -: pérdida cromosdmica; del: delecion; der: translocacién no balanceada; +: ganancia de
cromosoma; iso: isocromosoma.

3.6. Subtipos del Sindrome Mielodisplésico

El SMD comprende varios subtipos segun el nimero de citopenias presentes al momento
del diagnostico, el numero de lineas mieloides con displasia, la presencia de sideroblastos en
anilloy el porcentaje de blastos en sangre y médula 6sea. Respecto a las aberraciones genéticas,
solo la del(5q) corresponde a un subtipo diferenciado de SMD, aunque la mutaciéon del gen
SF3B1 se incluye como criterio diagnostico del SMD con sideroblastos en anillo dada su estrecha
relacibn con este subtipo (1). En las figuras 7 a 8 hay un algoritmo diagndéstico para la
subclasificacién a partir del nimero de lineas comprometidas por displasia y en la tabla 6 se
resumen las principales caracteristicas de cada uno de los subtipos (1,21,22,30-32,34).

Los casos de SMD inclasificables deben ser seguidos cuidadosamente para su mejor
clasificacion; en un estudio con 43 casos de SMD inclasificable (40 de pancitopenia con displasia
de una sola linea, 2 de anormalidades citogenéticas definitorias y 1 de 1% de blastos en sangre
periférica), el 54% fueron reclasificados en el seguimiento, 42% a SMD con exceso de blastos,
24% a SMD con displasia multilinea, 14% a leucemia mielomonocitica cronica, 10% a
SMD/neoplasia mieloproliferativa y 5% a SMD con sideroblastos en anillo y displasia de una sola
linea (60).

Subtipo SMD | Frecuencia | Criterios de Diagnostico Pronéstico Mutaciones Citogenética
Lineas Citopenia | Sideroblastos | Blastos SM PAL Notas
con #) en Anillo (%) (%) % asb
displasia afos)
#)
Displasia de | 7-20% 1 102 <15% 6 SP: <1% 66- 10 IPSS: 70% de los | Normal,
una sola linea <5% si SF3B1 | MO:<5% | 89 Bueno/Muy casos. del(20q), +8,
mutado Sin bueno en >90%. | Mas -5, del(5q), -
bastones Trombocitopenia | comunes: 7, del(7q).
de Auer I SM a 16 | TET2 y
meses. ASXL1
Con 3-11% 1-3 215% 6 25% | SP:<1% TET2, DNMT3A | 70-90%:
sideroblastos si SF3B1 | MO: <5% y RUNX1 | SF3B1
en anillo* mutado Sin empeoran el | mutado.
bastones prondstico. <10%: SRF2,
de Auer La displasia | U2AF1 y
multilinea tiene | ZRSR2
peor pronoéstico | (excluyentes
e IPSS. con SF3B1).
Con displasia 1 108 2 20% de los
de una sola casos
linea
Con displasia 2-3 28 8 50% de los
multilinea casos
Con displasia | 45-65% 2-3 1-3 <15% 6 SP: <1% 36 28 Fibrosis: en el | >50%: 50%.
multilinea <5% si SF3B1 | MO: <5% 16%, peor | STAG2, +8, -5,
mutado Sin pronéstico, ASXL1, del(5q), -7,
bastones tblastos, SRSF2, del(7q), del
de Auer ttrombocito- RUNX1, CBL, | 20qg.
penia TP53y TET2.
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Con exceso
de blasto

Tipo |

Tipo Il

40%

1-3

1-3

Cualquiera

SP: 2-
19%
MO:  5-
19%

SP: <5%
MO:
<10%

SP: 5-
19%

MO: 10-
19%

o]
bastones

de Auer

16

25

33

Fibrosis: en el
15%, peor
prondstico.

SRSF2
(excluyente
con TP53
mutado).
IDH1/2,
ASXL1, CBL,
RUNX1, RAS.

30-50%: +8, -
5, del(5q), -7,
del(7q), del
20q.

con del(5q)
aislada

2-5%

Cualquiera

SP: <1%
MO: <5%
Sin
bastones
de Auer

66-
145

10

Mutaciones de
TP53: peor
prondstico y
supervivencia;
mayor riesgo de
transformacion
leucémica. **

Menor
frecuencia de
mutaciones
somaticas
(excepto
TP53)

La presencia
de -7 'y
del(7q)

descarta el
diagnéstico.

Inclasificable

Con 1% de
blastos

Con displasia
de unalineay
pancitopenia

Con
aberracion
citogenética
definitoria

4-6%

1-3

1-3

1-3

Cualquiera

Cualquiera

<15%

SP: 1%
(medido
2 veces)
MO: <5%
Sin
bastones
de Auer.

SP: <1%
MO: <5%
Sin
bastones
de Auer

SP: <1%
MO: <5%
Sin
bastones
de Auer

35

30

14

18

Ver tabla 8.
Excluye +8, -
Y e del(20q).

Tabla 6. Resumen de los subtipos de SMD. SM: supervivencia media en meses; PAL: progresién a leucemia.
*Sideroblastos en anillo: 5 0 mas granulos de hierro rodeando % o mas del nucleo en tincidn para hierro). **Dado
su valor prondstico, debe realizarse TP53 por secuenciacidon o inmunohistoquimica; la tincion de >1% de las células
en médula désea se correlaciona con la presencia de mutacion en este gen.
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AUSENCIA DE LINEAS
DISPLASICAS

itogenética
definitoria
no Si.

MDS-RS-SLD
Y ¥

DS-U basado en
anomalia

Figura 7. Algoritmo de clasificacién de sindromes
mielodisplasicos en ausencia de displasia. En ausencia
de displasia morfolégica, el diagndstico de SMD solo
debe hacerse en presencia de citopenia con alteraciones
citogenéticas definitorias. La presencia de sideroblastos
en anillo en porcentaje mayor o igual a 15% es por
definicidn displasia eritroide significativa; en presencia
de mutaciones del gen SF3B1, el umbral de porcentaje
de sideroblastos en anillo es del 5%. MDS-U: sindrome
mielodisplasico inclasificable; MDS-RS-SLD: sindrome
mielodisplasico con sideroblastos en anillo con displasia
de una sola linea.

Grafico realizado a partir de las recomendaciones de
WHO Classification of Tumours of Haematopoietic and
Lymphoid Tissues, revised 4th edition.

Descartar

citogenética
definitoria

Figura 8. Algoritmo de clasificacion de
sindromes mielodispldsicos con displasia de
una linea.

* Casos con sideroblastos en anillo del 5% o
mas y mutacion de SF3B1 también se
clasifican como sindrome mielodisplasico con
sideroblastos en anillo. MDS-RS-SLD: sindrome
mielodispldsico con sideroblastos en anillo con
displasia de una sola linea; MDS-EB-1:
sindrome mielodisplasico con exceso de
blastos tipo 1; MDS-EB-2: sindrome
mielodispldsico con exceso de blastos tipo 2;
MDS-SLD: sindrome mielodisplasico con
displasia de una sola linea; MDS-U: sindrome
mielodisplasico inclasificable.

Gréfico realizado a partir de las
recomendaciones de WHO Classification of
Tumours of Haematopoietic and Lymphoid
Tissues, revised 4th edition.
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BM: < 5%
PB: <1%
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BM: < 5%
PB: <1%

NO bastones
de Auer
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< MDSERSMLD, ) PB: < 5% PB: 5-19%
NO bastones O bastones
de Auer de Auer

v v
CMDS.EB 1> <MDS.EB 2>

‘ MDS-MLD ’

Figura 9. Algoritmo de clasificacion de
sindromes mielodispldsicos con displasia
de 2 0 3 lineas.

* Casos con sideroblastos en anillo del
5% o mas y mutacion de SF3B1 también
se clasifican como sindrome
mielodisplasico con sideroblastos en
anillo. MDS-RS-MLD: sindrome
mielodisplasico con sideroblastos en
anillo con displasia multilinea; MDS-EB-
1: sindrome mielodisplasico con exceso
de blastos tipo 1; MDS-EB-2: sindrome
mielodisplasico con exceso de blastos
tipo 2; MDS-MLD: sindrome
mielodispladsico con displasia multilinea.

Grafico realizado a partir de las
recomendaciones de WHO Classification
of Tumours of Haematopoietic and
Lymphoid Tissues, revised 4th edition.

Figura 10. Algoritmo de clasificacién de
sindromes mielodispldsicos con displasia
de 1 a 3 lineas.

Los procesos que terminan en
“Clasificar” deben remitirse a los
algoritmos previos. MDS: sindrome
mielodispldsico; MDS-EB-1: sindrome
mielodispldsico con exceso de blastos
tipo 1; MDS-EB-2: sindrome
mielodispldsico con exceso de blastos
tipo 2; MDS-U: sindrome mielodisplasico
inclasificable.

Gréfico realizado a partir de las
recomendaciones de WHO Classification
of Tumours of Haematopoietic and
Lymphoid Tissues, revised 4th edition.
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de Auer
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-

v
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MDS-U con
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de Auer de Auer

MDS con
del(5q) aislada

v v

3.7. Prondstico

El pronédstico del SMD varia dependiendo del subtipo, aunque en general es pobre, con

una sobrevida del 31.3% a los 5 afios (3,22). En consideracién de esto, la OMS clasifica esta
entidad en tres grupos de riesgo segun su predisposicion al desarrollo de LMA y a la
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supervivencia, excluyendo los SMD inclasificables, debido a que su comportamiento es
heterogéneo (1):

Riesgo Bajo: con displasia de una sola linea; con sideroblastos en anillo y displasia de
una sola linea; y con delecion aislada de 5q.

Riesgo Intermedio: con displasia multilinea; y con sideroblastos en anillo y displasia
multilinea.

Riesgo Alto: con exceso de blastos.

De la misma forma, para la determinacién del pronéstico, se aplica el IPSS-R el cual
define 5 grupos de riesgo (Muy bajo, Bajo, Intermedio, Alto y Muy Alto), mediante la valoracion
de 5 parametros que han demostrado tener el mayor impacto prondstico en cuanto a
supervivencia media y trasformacion a LMA: porcentaje de blastos en médula 6sea, grupo de
riesgo citogenético CCSS (Comprehensive Cytogenetic Scoring System) (56) y severidad de la
citopenia (concentracién hemoglobina, conteo de plaquetas y conteo absoluto de neutrdéfilos); a
cada una de estas variables se les asigna un valor de 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 3 0 4 y la sumatoria de
estas da como resultado un puntaje de riesgo clasificado como muy bajo, bajo, intermedio, alto
y muy alto (Ver tablas 7 y 8) (61).

En casos de bajo riesgo, es util el uso del Sistema de Puntaje Pronéstico basado en la
Clasificacién de la OMS (WPSS), el cual incluye el requerimiento de transfusiéon y la displasia
morfoldgica (de una sola linea vs multilinea) (1).

IPSS-R (Revised International Prognostic Scoring System)

Variable Puntaje
0 0.5 1 15 2 3 4

Cariotipo Muy Bueno Interm. Pobre Muy
(subgrupo CCSS) bueno Pobre
Blastos de médula | £2% >2% a 5a10% | >10%
O6sea (%) <5%
Concentracion 210 8a<10 <8
Hemoglobina (g/dL)
Plagquetas (x10° 2100 50 a | <50

<100
Conteo Neutroéfilos | 20.8 <0.8
(x10°)

Tabla 7. Sistema de Puntaje Prondstico Internacional Revisado.

Categoria de Riesgo | Puntaje Supervivencia Media | Transformacién AML*
IPSS-R IPSS-R (Afios)
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Muy Bajo <15 8.8 NR
Bajo >15a3 5.3 10.8
Intermedio 3a45 3.0 3.2
Alto >4.5a6 1.6 1.4
Muy Alto >6 0.8 0.73

Tabla 8. Categorias de Riesgo/Puntajes del IPSS-R y prondstico.
* Medida en afios hasta la transformacién a AML del 25% de los pacientes.

Ademés del valor pronoéstico descrito del IPSS-R, esta herramienta también se emplea
en la préctica para guiar el tratamiento de los pacientes, clasificandolos en 2 grupos con
abordajes terapéuticos distintos. En el grupo de menor riesgo, que comprende las categorias
muy baja y baja, el manejo se centra en la mejoria de las citopenias y sintomas relacionados con
estas. Por su parte, en el grupo de mayor riesgo, que comprende las categorias intermedio, alto
y muy alto, los esfuerzos se enfocan en cambiar el curso natural de la enfermedad y en mejorar
la sobrevida mediante trasplante de precursores hematopoyéticos en los pacientes que sean
candidatos a este (62)(63).

La mayoria de los pacientes con SMD fallecen por complicaciones asociadas a la
enfermedad: LMA (47%), infeccion (27%), sangrado (10%) y sobrecarga de hierro (3%) (22).

3.7.1. Consideraciones prondsticas en los sindromes mielodisplasicos
asociados aterapia
El prondstico global en este grupo es pobre, con una sobrevida media de 8 meses tras el
diagnéstico y una sobrevida a 5 afios menor del 10%. En estos casos, ni el WPSS ni el IPSS-R
estratifican correctamente a los pacientes. Como factores de mal pronéstico se han reportado
una edad mayor de 65 afios, ciertas anormalidades citogenéticas (pérdida de cromosoma 7 o
cariotipo complejo), la profundidad de la citopenia (anemia con hemoglobina <10g/dL, conteo de
plaguetas <50x10° y los subtipos con exceso de blastos (29). Por su parte en pacientes
candidatos a trasplante alogénico de células hematopoyéticas los factores prondsticos de
importancia reportados son la presencia de anormalidades citogenéticas, la remision incompleta
al momento del trasplante y la edad >40 afios (64).

3.7.2. Otros factores prondsticos

Edad. Los pacientes <50 afios presentan mejor funcionalidad, anemia menos severa,
mejor funcién renal, menor infiltracién de blastos en médula sea y una mayor sobrevida (39.7
meses vs 19 meses) respecto a los pacientes mayores de 50 afos (65).

Género. Las mujeres tienen mejor sobrevida que los hombres (33.6% vs 27.6% a los 5
afios) (66).

Comorbilidades. Predicen los resultados tanto en pacientes candidatos a trasplante de
células madre hematopoyéticas como en candidatos a manejo conservador; hasta un 93% de
estos pacientes tienen una o mas comorbilidades, siendo las mas comunes las enfermedades
cardiacas y la diabetes y sus complicaciones. El uso del MDS-CI (indice de Comorbilidades en
SMD) y del CCl (indice de Comorbilidades de Charlson) en estos casos predice
satisfactoriamente la sobrevida y la muerte por causas no relacionadas con leucemia (67,68).
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Albumina sérica. Predice tanto mortalidad como transformacion leucémica
independientemente de la clasificacion prondstica (IPSS y WPSS); de hecho, la clasificacién de
los pacientes en tres grupos segun el nivel de albumina, menor o igual a 3.5, 3.5 a 4.0 y mayor
de 4.0 predice sobrevidas medias de 24, 39 y 77 respectivamente (69).

Mutaciones sométicas. Tienen importancia en pronostico o se asocian a respuesta a
terapias especificas; por ejemplo, TET2 y DNMT3A afectan la respuesta terapéutica a agentes
hipometilantes y TP53 asociada a del(5q) predice pobre respuesta a lenalidomida, puntajes
IPSS-R alto, mayor conteo de blastos, mayor progresion a leucemia y menor supervivencia (9
meses vs 66 meses en casos con TP53 silvestre) (30,70). En la seccion de fisiopatologia se
revisaron las implicaciones de ciertas mutaciones somaticas en el comportamiento clinico del
SMD.

En este sentido, se ha sugerido la inclusién de las mutaciones somaticas en puntajes
pronosticos como el IPSS-R; por ejemplo, un estudio en pacientes con SMD encontré que la
incorporacion de la edad y las mutaciones en TP53, EZH2 y SF3B1 al IPSS-R en un modelo de
prediccion lineal mejoraba la capacidad de discriminacién de los desenlaces respecto al uso de
solo el IPSS-R (8). Otro modelo que incluy6 el analisis de 5 genes (CBL, IDH2, ASXL1, DNMT3A
y TP53) junto con el IPSS-R y la edad clasificé los pacientes en cuatro grupos de riesgo
relacionados con supervivencia y transformacion a LMA (71). Un abordaje interesante consiste
en la creacion de un sistema de puntaje basado en el nUmero de mutaciones documentadas (sin
discriminar por los genes especificos mutados, excepto por SF3B1, relacionado con un mejor
pronéstico), en combinacién con el IPSS-R; empleando esta herramienta los autores del estudio
reportaron la clasificacion correcta de pacientes con resultados clinicos adversos a pesar de
pertenecer a grupos de menor riesgo empleando solo IPSS-R (72).

3.8. Uso de Inmunohistoquimica en el abordaje de mutaciones con impacto
clinico en Sindrome Mielodisplasico

A pesar de la indiscutible utilidad de las tecnologias de secuenciacién para la deteccion
de mutaciones soméaticas en SMD, su costo limita su uso rutinario en ciertos escenarios; por otro
lado, la inmunohistoquimica es un método relativamente rapido, reproductible y ampliamente
disponible para uso en el laboratorio, lo que hace valiosa su exploracion como marcador indirecto
de la presencia de dichas mutaciones (9,10).

3.8.1. Inmunohistoquimica para P53 en SMD

La expresion de P53 por inmunohistoquimica es un marcador subrogado de mutacién de
esta, considerando que la forma mutada de la proteina se une a HSP70, prolongando su vida
media de aproximadamente 15 minutos a varias horas (73). De hecho, el uso de
inmunohistoquimica en SMD ha mostrado una adecuada correlacion con la secuenciacion del
gen para la detecciéon de mutaciones empleando un umbral de expresion en 21% de la celularidad
(9,10,13,73), con sensibilidad que varia entre 59.1 - 86% y especificidad entre 90 - 100% (9,10).

En un estudio con 51 biopsias de médula 6sea de pacientes con diagnéstico de SMD, el
14% fueron positivas para P53 en células de la linea mieloide, mientras que ninguno de los
controles mostré expresion (20 con diagndéstico de anemia aplasica y 12 sin desérdenes
hematoldgicos. Adicionalmente, los pacientes con SMD que progresaron a LMA presentaron
significativamente mayor expresion de P53 respecto a los demés casos de SMD (50% vs 0%, P
< 0.001) (73).

El escenario en el que mejor se ha establecido la utilidad de TP53 en SMD es en los
casos con del(5qg), en donde es un predictor independiente de mortalidad, respuesta a
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lenalidomida y transformacion a LMA; de hecho, la OMS recomienda su evaluacion (por
inmunohistoquimica o secuenciacién) en casos clasificados en este subtipo (1). Un estudio con
131 biopsias de médula 6sea de pacientes con SMD con del(5q) evalué el valor pronéstico de la
inmunohistoquimica para P53 empleando un porcentaje de células con expresion nuclear 21%
como umbral de definicion de positividad; de forma interesante, los autores encontraron
expresion preponderante en los precursores eritroides, con diferencias significativas entre los
pacientes con y sin expresion de P53 en supervivencia media (2.4 afios vs 4.3 afios, P=0.0175)
y progresion a LMA (56.3% vs 19.6%, P=0.0006) con similares desenlaces en pacientes que
recibieron manejo con lenalidomida (14).

El papel pronéstico de la deteccién de mutaciones de TP53 también se ha evaluado en
el SMD asociado a terapia, entidad en la que se documentan alteraciones en este gen con mayor
frecuencia (5-10% en SMD de novo vs 40% de los casos asociados a terapia). Un estudio
realizado en pacientes con neoplasias mieloides asociadas a terapia, la expresion de P53 por
inmunohistoquimica (definida por expresién en 21% de la celularidad) se relaciond con mayor
displasia de las series eritroides y megacariocitica, con una correlaciéon significativa con la
presencia de mutaciones por secuenciacion (P < 0.0001). Igualmente, la expresion de P53 se
relacioné con menor supervivencia media (5.2 meses vs 20.6 meses, P < 0.0001) (15).

A pesar de esto, el uso de inmunohistoquimica tiene algunas limitaciones; por ejemplo,
las mutaciones sin sentido pueden pasarse por alto empleando Gnicamente inmunohistoquimica,
ademéas de que otros mecanismos postraduccionales pueden mediar en la expresion de
proteinas no mutadas, como la estabilizacion por p14ARF o la inhibicion de la degradacion de
esta por MDM2 (15,73).

3.8.2. Valoracién de Reguladores Epigenéticos por Inmunohistoquimica: EZH2

El abordaje de las mutaciones en EZH2 mediante inmunohistoquimica ya se ha evaluado
previamente. En un estudio con 61 pacientes que incluia casos de MDS, AML y sindrome
mielodisplasico/neoplasia mieloproliferativa (MDS/MPN) con mutaciéon conocida para EZH2 se
hizo inmunohistoquimica para evaluar su expresiéon y se comparé con 29 casos no mutados; se
encontré una expresion significativamente menor en los casos mutados respecto a los wild-type,
asi como en los casos con -7/del(7q) (74). Otro estudio realizado con 58 pacientes con neoplasias
mieloides (51 con AML, de los cuales 6 tenian EZH2 mutado) mostré también una correlacion
significativa entre la disminucion de la expresiéon de EZH2 y su mutacion (75).

Otra posibilidad interesante es la deteccion indirecta las mutaciones en EZH2 mediante
la valoracion de la expresion de H3K27me3. La mayoria de las mutaciones de EZH2 son de tipo
sin sentido o desplazamiento del marco de lectura, lo que sugiere pérdida de funcion; de hecho,
estas mutaciones se relacionan con disminucion de la expresion de esta histona trimetilada
(30,76).

El uso de inmunohistoquimica para H3K27me3 se ha estudiado previamente en
neoplasias sélidas; su papel en el diagnéstico del Tumor Maligno de Vaina Periférica, en
consideracion de la desactivacion de PRC2 frecuentemente observada en esta neoplasia, esta
bien documentado y la pérdida de su expresion tiene relativa especificidad para su diferenciacion
de otros sarcomas por lo que la OMS recomienda su uso en el abordaje diagndstico de esta
entidad (77,78). Ademas de su utilidad diagnéstica, la pérdida de H3K27me3 se ha
correlacionado con menor supervivencia y con factores prondsticos propios en pacientes con
cancer de ovario, mamay pancreas (79).

Respecto al uso de inmunohistoquimica para H3K27me3 en neoplasias mieloides, el
estudio previamente citado evalud la expresion de H3K27me3 con la de EZH2, encontrando una
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relacion significativa entre la conservacion de ambas en los pacientes sin mutaciones del gen. A
pesar de esto, no logré6 documentarse esta misma relacion entre la pérdida de la expresion de
ambos marcadores en los pacientes portadores de la mutacion, sin embargo, debe resaltarse
gue no se conté con estudios para H3K27me3 en la totalidad de los individuos con EZH2 mutado
(75).

3.8.3. Inmunohistoquimica en el compromiso de genes Splicing

Dentro de las mutaciones méas caracteristicas de los genes del splicing estan las que
afectan a SF3B1, descrita en el 20-28% de todos los casos de SMD y en mas del 80% de los
casos de SMD con sideroblastos en anillo; el valor predictivo positivo de esta mutacion para la
presencia de sideroblastos en anillo es tan alta que sugiere relacién etioldgica y de hecho en su
presencia el umbral diagndstico para clasificar un caso en este subtipo disminuye del 15% al 5%
de sideroblastos en anillo, siendo la primera aberracion molecular incluida en la clasificacion
diagnéstica del SMD (1,30,80).

Ademas de su relevancia para el diagnéstico, las mutaciones en SF3B1 también tienen
significado prondstico, relaciondndose con una mejor supervivencia y menor progresion a AML
(8,80,81); por otro lado, los pacientes portadores son candidatos potenciales a manejo con
luspatercept (82), mientras que predicen mejor respuesta a agentes hipometilantes (83) y peor a
terapia inmunosupresora (84).

SF3B1 es un componente de la U2snRNP encargada del reconocimiento del Branch
point, ubicado corriente arriba del sitio de empalme 3’ en el pre-RNA (30,85); las mutaciones en
SF3B1 en este contexto son de tipo cambio de sentido y comprometen con mayor frecuencia los
dominios HEAT ubicados hacia su extremo C-terminal, resultando en una proteina
probablemente estructuralmente integra, pero con funcién alterada (85), que genera un sitio de
splicing alternativo 3’ en el gen ABCB?7 (entre otros) que agrega 21 pares de bases adicionales
entre los exones 8 y 9 dando origen a un codon de terminacion proximal al exén 9; este transcrito
aberrante es destruido por Degradacion de mARN Mediada por Mutacién Terminadora, lo que
se traduce en una reduccion de su expresion (86). Debe resaltarse que el gen ABCB7 es un
transportador de hierro que ha sido implicado directamente en el fenotipo de los sideroblastos en
anillo (87).

A pesar de que las mutaciones en SF3B1 generan proteinas estructuralmente
conservadas, dan como resultado la reduccidon de la expresiéon de ABCB7; hasta el momento,
dentro de la bibliografia consultada, no se ha abordado la capacidad de documentar este defecto
mediante inmunohistoquimica.

SRSF2 es otro gen de splicing frecuentemente mutado (20 — 30%) en los pacientes con
SMD; este participa en el reconocimiento de una secuencia consenso en los potenciadores
exobnicos de empalme. Las mutaciones en este gen también han demostrado relacionarse con
peores desenlaces; un estudio que incluyd 67 pacientes con SMD portadores de genes de
splicing mutados mostré que el compromiso de SRSF2 estaba presente en el 12.4% de estos,
con mayor riesgo de progresion a AML (39 vs 69%) y menor supervivencia (17 vs 39% a los 5
afos), independientemente de la clasificacion IPSS (88). De la misma forma, un metanalisis que
incluy6 294 pacientes con alteraciones de SRSF2 encontré resultados concordantes, con un HR
para transformacion a AML de 1.89 y para supervivencia del 1.49; adicionalmente los casos
clasificados por IPSS como de riesgo bajo e intermedio-1 mostraron un mayor riesgo de
transformacion (HR=3.12) (89).

Las mutaciones en SRSF2 no se traducen en pérdida de la funcién sino en una alteraciéon
de esta, en la que la proteina reconoce preferentemente secuencias consenso en los
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potenciadores exonicos de empalme CCNG (sobre las GGNG); esto genera la introduccién de
un codon de terminacién en EZH2, por lo que los transcritos de este gen se pierden por
Degradacion de mARN Mediada por Mutacion Terminadora, con reduccion subsecuente de la
expresion del gen (90). En la busqueda realizada no se encontro literatura en la que se evaluara
el uso de inmunohistoquimica para EZH2 en este contexto.

4. OBJETIVOS

Objetivo General: Caracterizar en términos de frecuencia relativa, patron e intensidad de
tincién las proteinas P53, EZH2, H3K27me3 y ABCB7 en biopsia de médula 6sea de pacientes
con citopenia (Sindrome Mielodisplasico, Citopenia Inexplicada Persistente y Citopenia de otras
causas) atendidos en el Hospital Universitario Nacional de Colombia entre 2017 y 2022.

Objetivos especificos:

Describir las caracteristicas morfolégicas de la biopsia de médula 6sea de los pacientes
con citopenia (Sindrome Mielodisplasico, Citopenia Inexplicada Persistente y Citopenia
de otras causas) atendidos en el Hospital Universitario Nacional de Colombia entre 2017
y 2022

Caracterizar los patrones de expresion de cada uno de los marcadores de
inmunohistoquimica empleados en las biopsias de médula 6sea de pacientes con
citopenia (Sindrome Mielodisplasico, Citopenia Inexplicada Persistente y Citopenia de
otras causas).

Identificar las caracteristicas clinicas y sociodemograficas de los pacientes con citopenia
(Sindrome Mielodisplasico, Citopenia Inexplicada Persistente y Citopenia de otras
causas) a quienes se les tom6 una biopsia de médula ésea y fueron atendidos en el
Hospital Universitario Nacional de Colombia entre 2017 y 2022

Objetivos secundarios:

Identificar la magnitud de la asociacion entre la expresion de las proteinas P53, EZH2,
H3K27me3 y ABCB7 con caracteristicas clinicas basales y desenlaces clinicos de
interés en pacientes con citopenia (Sindrome Mielodisplasico, Citopenia Inexplicada
Persistente y Citopenia de otras causas) atendidos en el Hospital Universitario Nacional
de Colombia entre 2017 y 2022

5. METODOLOGIA

5.1. Disefio de estudio: estudio observacional, analitico de tipo corte transversal de
pacientes con citopenia (Sindrome Mielodisplasico, Citopenia Inexplicada Persistente y
Citopenia de otras causas) a quienes se les tomé una biopsia de médula 6sea y fueron
atendidos en el Hospital Universitario Nacional de Colombia entre 2017 y 2022.

5.2. Poblacién:

e Poblacién De Referencia: Pacientes con citopenia (Sindrome Mielodisplasico,
Citopenia Inexplicada Persistente y Citopenia de otras causas).

e Poblacién Objetivo: Pacientes con citopenia (Sindrome Mielodisplasico,
Citopenia Inexplicada Persistente y Citopenia de otras causas) a quienes se les
tomo una biopsia de médula ésea y fueron atendidos en el Hospital Universitario
Nacional de Colombia.

e Poblacién Elegible
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o Criterios De Inclusion:

m Pacientes = 18 afos

m Pacientes con diagnéstico de citopenia (Sindrome Mielodisplasico,
Citopenia Inexplicada Persistente y Citopenia de otras causas) de
acuerdo con lo registrado en su Historia Clinica

m Disponibilidad de material suficiente de biopsia de médula 6sea
dentro del repositorio del Laboratorio de Patologia Clinica del
Hospital Universitario Nacional de Colombia.

o Criterios De Exclusion:

m Material insuficiente para estudio, definido por el agotamiento del
tejido o potencial agotamiento del mismo con su procesamiento
para la realizacién del estudio.

m Pacientes con diagnostico de Neoplasia Hematolinfoide diferente
al Sindrome Mielodisplasico de acuerdo con la clasificacion de la
OMS de tumores hematolinfoides:

e |eucemias Mieloides Agudas
Leucemia de Linaje Ambiguo
Neoplasias Mieloproliferativas
Neoplasias Mieloproliferativas/Mielodisplasicas
Neoplasias de Precursores Linfoides
Neoplasias maduras de células B
Neoplasias maduras de células T y NK
Linfomas Hodgkin

e Neoplasias de células dendriticas e histiociticas

5.3. Muestra: para el calculo de tamafio de muestra se utilizara la formula y los
lineamientos propuestos en el articulo de Pourhoseingholi et al. para hacer el célculo de
tamafio de muestra, considerando que se trata de un estudio de corte transversal.
Teniendo en cuenta la baja prevalencia de las proteinas a analizar, para aquellas en las
que sea menor al 10% se ajustara de forma conservadora el considerar un cuarto de la
prevalencia como el valor de la precision. En caso de prevalencias esperadas iguales o
mayor al 10%, se considerara un valor de precision del 5%.

Z?P(1-P)
d2

e Z = Estadistico Z correspondiente al nivel de confianza
e P = Prevalencia esperada
e d = Precisién

Dado el hecho de que se tienen diferentes prevalencias esperadas para cada una de las
proteinas a estudiar, se calcularon los siguientes escenarios:

Proteina Estadistico Z (PF:)evaIenma esperada Precision (d) Muestra (n)
P53 8 al 13% 0.02 a 0.0325 174 a 707
1.96
(95% confianza)
EZH2 3al 7% 0.0075 a 0.0175 817 a 1987
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H3K27me3

ABCB7

No data

No data

No data

20 al 28%

0.05

246 a 310

Pourhoseingholi MA, Vahedi M, Rahimzadeh M. Sample size calculation in medical studies. Gastroenterol Hepatol
Bed Bench. 2013;6(1):14-17.

5.4. Estudios de inmunohistoquimica: se estudiara la expresion de P53, EZH2,
H3K27me3 y ABCBY7.

5.5. Descripcién de variables:

Variable | Definicion | Tipo | Categoria
VARIABLES DEMOGRAFICAS
Tiempo de vida en afios al | Cuantitativa .
Edad o . No aplica
momento de la toma de la biopsia | continua
Sexo Masculino o femenino de acuerdo | Cualitativa 0: femenino
con el fenotipo nominal 1: masculino
VARIABLES CLINICAS
D|§1gnost|co Segun reporte en historia clinica Cua|_|tat|va No aplica
Clinico nominal
0: SMD con displasia
de una linea
1 SMD con
Segun reporte en historia clinica 'y sideroblastos en anillo
Subtipo de SMD | de acuerdo con la clasificaciéon de Cual_ltauva 2. S.MD con displasia
la OMS 2016 nominal multilinea
3: SMD con del(5q)
4: SMD con exceso de
blastos
5: SMD inclasificable
Antecedentes , o Cualitativa 0: ausente
o Segun reporte en historia clinica ) _
exposicionales nominal 1: presente
Comorbilidades Segun reporte en historia clinica Cual'|tat|va 0 ausente
nominal 1: presente
oo o 0: no
Requerimiento , o Cualitativa Lo :
. Segun reporte en historia clinica . 1: glébulos rojos
Transfusional nominal _
2: plaquetas
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Unidades de

. , Numero de UGRES transfundidas | Cuantitativa .
Globulos  Rojos durante el seguimiento continua No aplica
(UGRES) 9
Concentrado  de Numero de CUPS transfundidos | Cuantitativa .
Plaquetas en el seguimiento continua No aplica
(CUPS) 9
0: ninguna
1 factores
estimulantes
Intervenciones (diferentes de N 2: agentes
: . A .~ | Cualitativa ; .
Tratamiento transfusiones) dirigidas al manejo : hipometilantes
nominal -
de SMD 3: iInmunosupresores
4: lenalidomida
5: agentes citotoxicos
6: otros
De acuerdo con la categoria (1) g};’g bajo
. IPSS-R calculada con los | Cualitativa " J .
Pronostico . ) 2: intermedio
parametros al momento del | nominal 3 alto
diagnéstico. j
4: muy alto
Segun pardmetros de normalidad 0 Anemia
Citopenia de la OMS: Hemoglobina < | Cualitativa 1j Neutropenia
P 12g/dL, Neutréfilos < 1800/uL y/o | nominal ) Trombgcito enia
Plaquetas: <150000/uL ' P
Hemoglobina Valor en g/dL Cuantltatwa No aplica
continua
Neutrofilos Conteo por pL Cuantitativa No aplica
continua
Cuantitativa .
Plaguetas Conteo por pL continua No aplica
Volumen Cuantitativa
Corpuscular Valor en fL continua No aplica
Medio
Céalculo de acuerdo con el valor de
IPSS-R hemogl_oblna, conteo de C_uantltatlva No aplica
neutréfilos, conteo de plaquetas, | discreta
porcentaje de blastos y cariotipo
Segun dltimo registro en la historia | Cualitativa 0 Vivo
Desenlace P . 1: Fallecimienot
clinica nominal R
2: Pérdida

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LA BIOPSIA DE MEDULA OSEA
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: Porcentaje de células o
Celularidad hematopoyéticas en biopsia de Cuantitativa 0 —100%
Médula Osea . e en biop continua
médula 6sea en biopsia
Aumento significativo en trama de
Fibrosis Médula | reticulina y presencia de fibras | Cualitativa 0: ausente
Osea colagenas: grado 2-3 (escala de O | nominal 1: presente
a 3) 6 grados 3-4 (escalade 0 a 4)
Linea mieloide con cambios 0: diseritropoyesis
Linea Displsica morfologicos de displasia segun | Cualitativa 1: disgranulopoyesis
b reporte  de extendido/biopsia | nominal 3:
médula 6sea dismegacariopoyesis
Presencia de precursores
eritroides con 5 0 mas granulos de
Sideroblastos en | hierro que comprometen 1/3 de la | Cualitativa 0: ausente
Anillo circunferencia nuclear de acuerdo | nominal 1: presente
con tincion de hierro en extendido
de médula 6sea
Células hematopoyéticas
Porcentaje de | mieloides CD34 vy/lo CD117 | Cuantitativa 0— 100%
Blastos positivas en biopsia de médula | continua
Osea o citometria de flujo
EXPRESION DE PROTEINAS
0: Ninguna
- : I 1: P53
L, Reactividad al anticuerpo por | Cualitativa ,
Expresion inmunohistoquimica nominal 2: EZH2
d 3: H3K27me3
4: ABCB7
Compartimento celular reactivo al o 0: nucleo
, N . Cualitativa o
Patron de tincion | anticuerpo por : 1: citoplasma
) : o nominal ,
inmunohistoquimica 2: membrana celular
0: negativo
Intensidad de Cualitativa 1: débil
tincion ordina 2: intermedio
3: intenso
Linea mieloide Cualitativa 0 eritroide -
: . . 1: granulocitica
inmunorreactiva nominal _ o
2: megacariocitica
I?orcentaje_ de la Cuantltatlva 0 —100%
linea reactiva continua
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5.6. Andlisis estadistico: Las variables cualitativas se reportaran como frecuencias
absolutas y las variables cuantitativas como promedios y desviacion estandar. Para
establecer las asociaciones de interés, se emplearan t-student, X?> o coeficiente de
relacion de Pearson, de acuerdo con las caracteristicas de las variables evaluadas. Se
consideran los valores p<0.05 como significativos.

Procedimientos:

Inclusién de los casos: se consultaran las biopsias y extendidos de médula 6sea
valorados en el Departamento de Patologia del Hospital Universitario Nacional
(HUN) entre 2017 y 2022, seleccionando los casos con hallazgos morfolégicos
compatibles con SMD y otros sin neoplasia hematolinfoide en estudio por citopenia.
Se consultara la historia clinica de los casos seleccionados en el software
HOSVITAL para determinar los antecedentes y diagndstico definitivo, seleccionando
aquellos con SMD vy citopenia inexplicada persistente y de otras causas.

Para la gestién de la informacion obtenida, se empleara el programa REDCap.

Se realizaran estudios de inmunohistoquimica para P53, EZH2, H3K27me3 y
ABCB?7; los procedimientos se detallaran en los manuales de procedimientos
basandose en las indicaciones del fabricante para cada anticuerpo, sin embargo, el
esquema general es el siguiente: (91).

- Los especimenes incluidos en parafina seran cortados y montados en
laminas, que seran puestas verticalmente en soportes.

- Las laminas seran calentadas por 20 minutos a 50 — 60°.

- El tejido se rehidratard previa remocion de la parafina: 3 bafios de 5
minutos con reactivo aclarante, 2 bafos de 5 minutos con etanol 100%,
1 bafio de 5 minutos con etanol 90%, 1 bafio de 5 minutos con etanol
al 70% y 1 bafio de 5 minutos con agua doblemente destilada. Cada
una de las soluciones empleadas deben ser adecuadamente
mezcladas, sumergiendo las laminas repetidamente es estas para
evitar la formacién de burbujas sobre las laminas

- Paralarecuperacion del epitope, las laminas deben ser sumergidas en
el buffer de recuperacion de antigeno y calentadas en microondas
hasta la ebullicion durante 15 minutos. Posteriormente las laminas
deben enfriarse en buffer de citrato durante 20 minutos.

- Laslaminas seran lavadas en PBS durante 5 minutos (el procedimiento
se repetira previo cambio de la PBS.

- Laperoxidasa endégena debe ser bloqueada sumergiendo las laminas
en 0.3% H,0 por 15 a 40 minutos a temperatura ambiente.

- Laslaminas seran lavadas en PBS durante 5 minutos (el procedimiento
se repetira previo cambio de la PBS.

- La union no especifica a antigenos se bloquea cubriendo la totalidad
del tejido con agente bloqueante de suero normal 10% (100uL-150pL
por lamina) durante 1 hora a temperatura ambiente.

- Las ldminas seran lavadas en PBS durante 5 minutos 2 veces (el
procedimiento se repetira previo cambio de la PBS).

- El anticuerpo primario serd disuelto en agente bloqueante; con la
solucion resultante, se cubrira el tejido para ser incubado en camara
hameda por 2 horas a temperatura ambiente.

- Las laminas seran lavadas en PBS durante 5 minutos 3 veces (el
procedimiento se repetira previo cambio de la PBS cada vez).
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- El anticuerpo secundario biotinilado serd disuelto en agente
blogueante; la solucién resultante se usara para cubrir el tejido para
ser incubado en camara humeda por 1 hora a temperatura ambiente.

- Las laminas seran lavadas en PBS durante 5 minutos 2 veces (el
procedimiento se repetira previo cambio de la PBS).

- El reactivo de amplificacién (avidina-peroxidasa de rabano picante)
serd disuelto en reactivo bloqueante; con la solucion resultante se
usard para cubrir el tejido e incubarlo por 30 minutos a temperatura
ambiente en camara hiumeda a temperatura ambiente.

- Las lAdminas seran lavadas en PBS durante 5 minutos 2 veces (el
procedimiento se repetird previo cambio de la PBS).

- Se preparara la solucién de visualizaciéon afadiendo 500 pL de
diaminobenzidina y 2.5 pL de 30% H.0, a 50 mL de PBS pH 7.4. Con
la solucion resultante se incubaran las laminas.

- El tejido se lavar4 sumergiendo las laminas en agua doblemente
destilada.

- Se haré contratincion con hematoxilina; posteriormente se realizara
lavado de la ldmina nuevamente con agua doblemente destilada.

- El tejido de deshidratara incubando las laminas en esta secuencia: 3
bafos de 5 minutos cada uno con etanol 70%, 3 bafios de 5 minutos
cada uno con etanol al 90%, 3 bafos de 5 minutos cada uno con etanol
al 100% y 3 bafios de 5 minutos con reactivo aclarante.

- Se agregaran 3 gotas de medio montaje y se pondra el cubreobjetos
con el tejido.

Los estudios seran interpretados por dos pat6logos y la determinacién de cada una
de las variables en cada caso (patron de tincion, intensidad de esta, linea
inmunorreactiva y porcentaje de células de la linea reactiva), sera hecha por
consenso y empleando el software de patologia digital QuPath 0.5.1. El porcentaje
de células reactivas se establecerd mediante el conteo de al menos 300 células de
la linea que tenga la expresion del marcador; se tendra en cuenta el punto de corte
de 1% como umbral de positividad, establecido en estudios previos para p53 (14).

6. CONSIDERACIONES ETICAS

* La realizacion del presente trabajo seguird las recomendaciones promulgadas por el
codigo de Nuremberg, Declaracion de Helsinki (Corea 2008), Informe Belmont y por la
legislacion Colombiana Resolucién 8430 de 1993 del Ministerio de Salud.

» Se obtendra consentimiento informado de cada paciente para el uso de sus muestras, asi
como para la consulta de la informacion relevante (especificada en la tabla de variables) en
su historia clinica. Se garantizara que la realizacioén del estudio no agote la totalidad del
material disponible, asi como la conservacion de la calidad de este. Las muestras en las que
se realizara el estudio ya han sido obtenidas y en principio no se introduce ninguna
modificacion en las variables bioldgicas, fisioldgicas, sicoldgicas o sociales; sin embargo, en
caso de encontrar resultados que de acuerdo con la evidencia disponible sean significativos
para el pronostico del paciente o que potencialmente impacten en su manejo, se dara aviso
al paciente y profesional tratante para los fines pertinentes, siempre que se tenga la
autorizacion del primero.

e Los pacientes serdn contactados por correo electronico y/o mediante comunicacion
telefonica empleando el siguiente libreto:

“Sefior/Sefiora (nombre completo del paciente), usted esta invitado a participar
voluntariamente en un estudio de investigacion médica. Si decide participar, se utilizara, con
su autorizacion, una pequefia porcién de su muestra de médula 6ésea. Esta muestra ya esta
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en custodia del Laboratorio de Patologia del Hospital Universitario Nacional de acuerdo con
el Codigo Sanitario Ley 9 de 1979, la Resolucion 1995 de 1999 vy otros protocolos establecen
gue las muestras de estos especimenes sean estudiadas y almacenadas por un periodo
minimo de 20 afios.

Si esta interesado en participar en este proyecto, a continuacion se adjunta/se le hara llegar
el formato de consentimiento informado, en el cual se explica en qué consiste la investigacion
y podra manifestar su deseo de participar o no. Tenga en cuenta que su decisién en ningun
momento va a afectar la continuidad de su atencién o las condiciones de las muestras que
estén bajo el cuidado del Laboratorio de Patologia”.

* Los procedimientos de la investigacion seran efectuados por personas calificadas.

» Elestudio se realizara ajustado a otras normas cientificas, técnicas y administrativas para
la Investigacion en Salud establecidas en los siguientes documentos regulatorios: Resolucion
1995 de 1999, Resolucion 001715 de 2005 (junio 13), CIOMS 1991, Resolucién 3492 de
1998, Resolucion 2935 de 2001 del ICA, Decision 391 de la Comunidad Andina de Naciones,
Decreto 309 del 2000 del Ministerio de Medio Ambiente, Buenas practicas de laboratorio
(BPL).

» El presente trabajo garantizara la seguridad de la informacién obtenida y su publicacién,
hasta la revisién por el comité editorial y los pares evaluadores.

» Las sustancias seran desechadas de acuerdo con las hormas establecidas por el Hospital
Universitario Nacional y se imprimira la menor cantidad de papel posible para minimizar el
impacto ambiental del trabajo.

» La informacién sélo se socializara con los investigadores. Las muestras biologicas e
informacioén clinica serdn manejadas con codigos para mantener la seguridad y anonimato
de los pacientes.

7. CRONOGRAMA

Descripcion de la Actividad Nimero de mes Duracion en meses

Elaboracion del protocolo de investigacion y anexos | O 1
(consentimientos informados, protocolos técnicos, etc)

Seleccién de pacientes 2 1
Compra de insumos y reactivos 4 6
Entrenamiento del investigador en inmunohistoquimica 10 2
Realizacion de inmunohistoquimica en tejido de casos | 12 2

seleccionados

Andlisis de resultados y realizacion de documento escrito. 14 2

8. PRESUPUESTO
La consecucién de los recursos espera conseguirse por participacion en convocatorias para
acceder a recursos destinados a investigacion.
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Descripcion Valor

ABCB7 Polyclonal Antibody. Vial x 100uL. Marca Invitrogen $2,250,000.00
p53 Monoclonal Antibody. Vial x 500 ulL. Marca Invitrogen $2,125,000.00
Tri-Methyl-Histone H3 (Lys27) (C36B11) Rabbit mAb. Marca Cell Signal $2,070,257.00
EZHZ (SP129) PAB $856,900.00
ultraView Universal DAB Detection Kit, Marca Roche $3,181,200.00
Label, Blank, Flap, 540 Roll $183,300.00
LCS $80,800.00
BLUING REAGENT $86,600.00
Hematoxylin Il $122,600.00
CELL CONDITIONING SOLUTION, CC1, 2L $177,500.00
10X EZ PREP SOLUTION, 2L $201,900.00
10X SSC SOLUTICN, 2L $111,500.00
Reaction Buffer Concentrate (10X) $115,400.00

Total| $11,562,957.00

9. RESULTADOS

Se obtuvieron 1729 registros de estudio de médula 6sea correspondientes a 1408 pacientes en
un periodo comprendido entre 2017 y 2022. De estos registros, 1428 cuentan con biopsia.

En relacién con la calidad de las muestras obtenidas, 966 cilindros (67.64%) tenian una longitud
minima de 1.5cm. Adicionalmente, en 197 (13.79%) casos se anotaron limitaciones para el
estudio; estas limitaciones incluyeron escasa representacion de médula 6sea en la muestra,
artificios por aspiracién, compresion, fragmentacion, pérdida de antigenicidad y artificios en la
tinciobn de marcadores de inmunohistoquimica (ver anexo 1).

El promedio de edad de los pacientes a los que se les hizo estudio de médula 6sea en la
institucion fue de 56.63 (17-96) afios; de los 1406, 760 (54%) correspondieron a mujeres y 647
(46%) a hombres.

Respecto a la distribucion de las entidades en el registro, estas se amplian en el anexo 2.
9.1. Caracteristicas los casos con citopenia de causa no neoplasica

Se encontraron 314 (22.30%) pacientes que fueron estudiados por citopenia de
origen no neoplasico. La edad media de estos pacientes fue de 57.69 (18-90) afios. Respecto a
la distribucién por sexos, predominaron las pacientes femeninas con una relacién hombre: mujer
de 0.5:1.

De los pacientes estudiados por citopenia, en 15 no pudo determinarse la linea
comprometida al consultar los registros disponibles en la historia clinica. De los 299 casos
restantes, 141 presentaron anemia (47.15%), 148 neutropenia (49.49%) y 154 trombocitopenia
(51.50%). Discriminando por el numero de lineas comprometidas en cada caso, 208
comprometieron una sola linea (69.23%), 39 se presentaron como bicitopenia (13.37%) y 52
como pancitopenia (17.39%) (Ver gréfica 1).
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Neutropenia y
Trombocitopenia
%)
3.01%
(13.38%)

Neutropenia
78 Anemia
(26.09%) 59
(19.40%)

Neutropenia

(8)
3.01%

Grafica 1. Distribucidn de las citopenias en el registro de pacientes con biopsia de médula 6sea entre 2017 y 2022.

Los 314 casos estudiados por citopenia de origen no neoplasico contaron con estudio
morfolégico en aspirado de médula ésea. En 127 se reportaron cambios displasicos (40.44%)
que fueron cuantificados solo en 25 casos, siendo significativos en 19 de estos (76%). En relacion
con el niumero de lineas comprometidas en los casos que presentaron displasia, 78 fueron
unilinaje (61.42%) y 49 multilinaje (38.58%). Los hallazgos morfolégicos especificos y sus
frecuencias se resumen en la tabla 9.

Linea Mieloide Linea Megacariocitica Linea Eritroide
Cambios displéasicos No. Cambios displéasicos No. Cambios displéasicos No.
Cambios megaloblasticos 30 Hipolobulacién 35 Cambios megaloblasticos 58
Hipogranularidad 13 Micromegacariocitos 19 Irregularidad nuclear 2
Pseudo Pelger-Huet Hiperlobulacion 1 Puentes de cromatina 1
Hipersegmentacion Hipogranularidad 1 Citoplasma deshilachado 1
Irregularidad nuclear Nucleos separados 1 No especificados 25

Nucleo en dona

Proyecciones nucleares

R N N O

Persistencia granulos primarios

Tabla 9. Cambios displdsicos documentados en los casos de citopenia de origen no neopldsico

Respecto al estudio por biopsia de médula, este estuvo disponible en 290 casos de
citopenia de origen no neopléasico (92.35%); 190 de estos casos contaron con un cilindro 6seo
de longitud superior a 1.5 cm (65.51%). La celularidad documentada fue muy variable, con un
rango de 0 a 100% y un promedio de 53.75% con una desviacion estandar de 23.81%; en 29
casos se documenté una celularidad menor al 30%.

Las causas fueron determinadas consultando las historias clinicas de los pacientes
estudiados y registradas de acuerdo con el concepto emitido por el tratante especialista en
hematologia, en correlacion con la clinica y las otras ayudas diagnosticas. Para efectos del
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registro, se clasificaron de acuerdo con el nimero y linea(s) hematopoyética(s) comprometida(s).
Los hallazgos se resumen en las tablas 10 a 12. Los casos en los que se perdié el seguimiento
del paciente sin concluir el abordaje diagnostico fueron excluidos, asi como aquellos en los que
no se encontré registro clinico disponible.

9.1.1. Anemia

Se encontraron 59 casos de anemia; la edad media de los pacientes 60.39 afios, con
un rango entre 20 y 89 afos. La mayor parte de los pacientes fueron mujeres, con una razon
hombre: mujer de 0.2:1.

Se completd el estudio etiolégico en 44 de los 59 casos. Las etiologias documentadas
en el registro se clasificaron en carenciales, por Enfermedad Renal Crénica (ERC), autoinmunes,
hemorragia e hiperesplenismo por hipertension portal. En los casos asociados con
autoinmunidad, se encontraron 14 casos de anemia hemolitica autoinmune, 5 de los cuales
ocurrieron en contexto de Lupus Eritematoso Sistémico (LES) y 1 en contexto de Esclerosis
Sistémica. Los otros casos asociados con enfermedad autoinmune, atribuidos a anemia de
inflamacion cronica (conocida previamente como anemia de enfermedad cronica), ocurrieron en
4 pacientes con antecedente de LES, 1 con Artritis Reumatoide (AR), 1 con Vasculitis mediada
por ANCA y 1 con Colangitis Biliar Primaria.

De estos 43 casos de anemia, 15 presentaron displasia en el aspirado de médula 6sea
(34.88%): 5 de los 12 casos de etiologia carencial, 9 de los 22 casos de etiologia autoinmune, 1
de los 5 casos de ERC y el caso de hiperesplenismo asociado a hipertensién portal. 41 casos
contaban con biopsia de médula 6sea disponible, cuya celularidad vari6 entre el 10 y el 100%,
con una media de 51.66%.

9.1.2. Neutropenia

Se encontraron casos de 78 de neutropenia; la edad media de los pacientes fue 52.64
afios, significativamente menor a la de los pacientes estudiados por anemia (p=0.011), con un
rango entre 18y 84 afios. La mayor parte de los pacientes fueron mujeres, con una razén hombre:
mujer de 0.2:1.

El estudio etiol6gico se completé en 66 de los 78 casos; estos fueron clasificados de
acuerdo con su etiologia en medicamentosa, autoinmunidad, carencial, infecciosa y citopenia
inexplicada; en esta Ultima categoria se incluyeron los pacientes que en sus registros clinicos
fueron diagnosticados con ICUS, Neutropenia Crénica Benigna, Neutropenia Etnica y aquellos
con neutropenia transitoria 0 neutropenia en seguimiento.

De los 4 casos reportados de neutropenia medicamentosa, uno fue asociado a uso de
anti-IL17 en un paciente con antecedente de psoriasis, otro fue diagnosticado en un paciente con
LES en manejo con cloroquina, Rituximab y ciclosporina, y otro se atribuy6 al uso de leflunomida
en un paciente con AR. Del cuarto caso no se tiene mas informacion clinica. En relacion con los
15 casos asociados con autoinmunidad, la etiologia mas frecuente fue la AR, con 8 casos; otras
causas relacionadas fueron Sindrome de Sjogren (3 casos), LES, Enfermedad Mixta de Tejido
Conectivo y Sindrome Antifosfolipidos (1 caso de cada una). Se encontraron 2 casos de etiologia
infecciosa, uno asociado con sifilis y otro en un paciente con histoplasmosis diseminada en el
contexto de infeccion por VIH.

De estos 66 casos de neutropenia, 62 contaron con biopsia de médula 6sea disponible,
cuya celularidad reportada vario entre el 10 y el 80%, con una media de 41.35%. De manera
interesante, en 14 de los 44 casos clasificados en el grupo de citopenia inexplicada se document6
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algun grado de displasia, incluyendo 5 pacientes diagnosticados con ICUS, 2 pacientes con
Neutropenia Cronica Benigna, 2 pacientes con Neutropenia Etnica, 3 pacientes con neutropenia
transitoria y 2 pacientes sin diagnéstico especifico. Las caracteristicas de este grupo de
pacientes se amplian mas adelante.

9.1.3. Trombocitopenia

Se encontraron casos de 71 de trombocitopenia; el rango de edad fue de 19 a 89 afios,
con una edad media de 58.66 afios, similar a la de los pacientes estudiados por anemia, pero
significativamente mayor a la de los pacientes estudiados por neutropenia (p=0.046). A diferencia
de los casos de anemia y trombocitopenia, la distribucion por sexos fue igual con una razén
hombre: mujer de 1:1.

En 61 de los 71 casos se completé el abordaje etiolégico; las causas fueron
hiperesplenismo por hipertension portal, autoinmunidad, infecciosas, carenciales, Purpura
Trombocitopénica Trombdtica, pseudotrombocitopenia y con citopenia inexplicada persistente.

La autoinmunidad fue la etiologia mas frecuentemente documentada (77.1%),
principalmente representadas por la Trombocitopenia Inmune Primaria (PTI) (62.29% del total de
las causas de trombocitopenia); los casos asociados con autoinmunidad diferentes de PTI
incluyeron Sindrome Antifosfolipidos (2 casos), LES (3 casos), AR, Enfermedad de Still,
Esclerodermia y trombocitopenia inmune inducida por meropenem (1 caso cada uno).

Solo se encontraron 3 casos con citopenia inexplicada persistente, de los cuales 1 fue
diagnosticado como ICUS; los otros dos casos no fueron clasificados especificamente en
ninguna entidad. Las caracteristicas de este grupo de pacientes se amplian mas adelante.

Se observé algun grado de displasia en el aspirado de médula 6sea en 23 de los 61
casos incluidos: 11 de los 39 casos de PTI, 5 de los 9 casos asociados con autoinmunidad
diferentes de PTI (incluyendo el caso de trombocitopenia inmune inducida por meropenem), los
3 casos asociados con sépsis, 2 de los 3 casos con citopenia inexplicada persistente (incluyendo
el caso de ICUS), 1 de los 4 casos asociados con hiperesplenismo y el caso de Purpura
Trombocitopénica Trombética. Todos los casos contaron con biopsia de médula 6sea; la
celularidad vari6 entre 10-70% con un promedio de 46.82%.

9.1.4. Bicitopenia

Se documentaron 40 casos de bicitopenia, con un rango de edad de 22 a 90 afios y una
edad promedio de 56.87 afos. La distribucién por sexos mostré un predominio de pacientes
femeninos, con una relacién hombre: mujer de 0.6:1. En relacion con las lineas comprometidas,
la mayor parte de casos fueron de anemia-trombocitopenia (22 casos), seguidos por los casos
de anemia-neutropenia y neutropenia-trombocitopenia (9 casos de cada uno).

Se encontraron 18 casos de anemia y trombocitopenia con estudio etiol6gico completo.
La mayor parte de los casos fueron de origen multifactorial (ver tabla 11); sin embargo, si se
discriminan los datos por entidades individuales, la mayoria de los casos involucraron
enfermedades autoinmunes (11, 61.11%), incluyendo PTI, anemia hemolitica autoinmune, LES,
ARy vasculitis ANCA positiva. Siguieron en frecuencia las etiologias infecciosas (5) y carenciales
(4) (ver grafica 2); entre las causas infecciosas, se documentaron 3 asociadas con sepsis y 2
ocurridas en contexto de infeccion por VIH.
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Grafica 2. Contribucion de cada entidad a las causas de bicitopenia con anemia y trombocitopenia. PTI: Parpura
Trombocitopénica Inmune. AR: Artritis Reumatoide

Se documentaron 8 casos de anemia y neutropenia, de los cuales fueron excluidos 4
por pérdida. De forma interesante, de los 4 casos restantes, en 1 se atribuy6 la anemia a una
causa secundaria (ferropenia), mientras que la neutropenia fue clasificada como ICUS; los otros
casos fueron atribuidos a autoinmunidad (LES), medicamentos (Adalimumab) y ferropenia.

De los 9 casos de neutropenia y trombocitopenia, se excluyeron 3 casos por pérdida.
De los 6 casos restantes, 2 se asociaron a compromiso hematoldgico por LES, mientras que los
casos restantes se asociaron con medicamentos (cloroquina, en un paciente en manejo por AR),
sépsis, hiperesplenismo por hipertension portal e ICUS (1 caso de cada uno).

Anemia (n=44)"

Neutropenia (n=66) "

Trombocitopenia(n=61)""

Causa # % Causa # % Causa # %
Carencial 13 | 29.6 | Medicamentosa 6.1 Hiperesplenismo por
. Hipertension portal 4 6.6
Hierro 6 Autoinmunidad 15 | 22.7
Vitamina B12 8 Autoinmunidad 47 | 771
Hierro y Vitamina B12 2 Citopenia Inexplicada 44 | 66.7 _
Acido Félico y Vitamina 2 Asociada con
B12 ICUS 13 autoinmunidad 8
Neutropenia Crénica Trombocitopenia Inmune
Enfermedad Renal Crénica 5 11.4 Benigna 12 Primaria 38
Neutropenia Etnica Trombocitopenia Inmune
Autoinmunidad 22 | 50.0 Benigna 5 Inducida por Meropenem | 1
. » Neutropenia Transitoria 6
Anemia Hemolitica Sin diagndstico 8 Infecciosa (sépsis) 3 |49
Autoinmune 15
No hemolitica asociada Carencial (Vitamina B12) 1 | 15 | Citopenia Inexplicada 3 |49
con autoinmunidad 7
. Infecciosa 2 3.0 'C_:US_ L 1
Hemorragia 3 6.8 Sin diagnostico 2
Hiperesplenismo por Pseudotrombocitopenia 2 3.3
Hipertension portal 1 2.2
Carencial (Vitamina B12) 1 1.6
Purpura Trombocitopénica
Trombética 1 1.6
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Tabla 10. Causas de citopenia de una linea de origen no neoplasico. *Se excluyeron 15 casos de anemia por pérdida
o desconocimiento de historia clinica. ** Se excluyeron 12 casos de neutropenia por pérdida o desconocimiento de
historia clinica. *** Se excluyeron 10 casos de trombocitopenia por pérdida o desconocimiento de historia clinica

En relacion con los hallazgos morfolégicos en los casos de bicitopenia, se reportd
displasia en 12 de los 29 casos estudiados (41.37%), incluyendo aquellos de etiologia
autoinmune (6), carencial (2), sépsis (1) y medicamentosa (1). Este ultimo caso fue asociado con
uso de Adalimumab en un paciente con colitis ulcerativa; los cambios observados fueron
hipogranularidad y cambios megaloblésticos de la serie eritroide.

Los 29 casos incluidos contaron con biopsia de médula ésea, cuya celularidad varié
entre el 10 y el 100%, con una celularidad media de 55.8%.

9.1.5. Pancitopenia

Se encontraron 52 casos de pancitopenia, con una edad media de 60.11 (21-81) afios
y una distribucién similar entre sexos, con una relacién hombre:mujer fue de 0.9:1. Los pacientes
estudiados por pancitopenia presentaron una edad significativamente mayor respecto a los
estudiados por neutropenia, pero no respecto a los estudiados por anemia y trombocitopenia.

De los 52 casos de pancitopenia, se excluyeron 17 casos por pérdida en el seguimiento.
De los pacientes restantes, las etiologias documentadas fueron clasificadas en autoinmunes,
carenciales, infecciosas, hiperesplenismo por hipertension portal y medicamentosas (Ver tabla
12). Dentro de las causas infecciosas, se documentaron 5 casos de infeccién por VIH, dos de los
cuales presentaron histoplasmosis y tuberculosis asociada, respectivamente. En relacién con los
hallazgos en el estudio por aspirado de médula 6sea, 18 pacientes presentaron cambios
displasicos (47.36%), incluyendo los 5 casos de autoinmunidad, 4 casos de etiologia infecciosa
(2 asociadas con infeccién por VIH y 2 asociadas con sépsis), 4 casos de hiperesplenismo por
hipertension portal, 2 casos de toxicidad por metrotexate y 3 casos de déficit de vitamina B12.

La biopsia de médula ésea estuvo disponible en 51 casos, con una celularidad media
de 58.33% con un rango entre 10% y 90.

Anemia y Trombocitopenia (n=18) " Anemia y Neutropenia (n=4) ™ Neutropenia y Trombocitopenia(n=6)

Causa

%

Causa

Causa

#

Multifactorial

PTl y Hemorragia

PTly Carencial

Hiperesplenismo por
hipertension portal y
carencial

Anemia hemolitica
autoinmune y
microangiopatia
trombética

Vasculitis ANCA positiva,
hiperesplenismo por
hipertensién portal y
sépsis de origen urinario

Autoinmune

Sindrome de Evans
Asociada con autoinmunidad

Infecciosa

wnN 0o (FH

44.4

27.8

22.2

Multifactorial (ICUS y carencial)
Medicamentosa (Adalimumab)
Autoinmune (LES)

Carencial (Hierro)

Autoinmunidad

Medicamentos (Cloroquina)

Hiperesplenismo por hipertension
portal

ICUS

Infecciosas (sépsis)

2
1
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Hiperesplenismo por
hipertensién portal 1|56

Tabla 11. Causas de bicitopenia de origen no neoplésico. “Se excluyeron 4 casos de anemia y trombocitopenia por
pérdida o desconocimiento de historia clinica. ** Se excluyeron 4 casos de anemia y neutropenia por pérdida o
desconocimiento de historia clinica. *** Se excluyeron 3 casos de trombocitopenia por pérdida o desconocimiento
de historia clinica

9.2. Caracteristicas de los casos de citopenia inexplicada persistente

Se estudiaron 34 casos con causas secundarias descartadas. Estos 34 casos
incluyeron 30 con neutropenia, 3 con trombocitopenia y 1 caso de neutropenia asociada con
trombocitopenia; dentro de los casos de neutropenia, se incluyd un caso asociado a anemia
cuya etiologia fue hemorragia uterina anormal.

La edad media de estos pacientes fue de 52.97 (23-81 afios), la cual no fue
significativamente diferente de la media de pacientes valorados por citopenia con causas
secundarias (p=0.38). La raz6n hombre: mujer fue 0.36.

Los hallazgos morfolégicos en el aspirado de médula 6sea incluyeron displasia en 11 de
los 34 casos (20.37%). De forma llamativa, en uno de los casos se reportaron casos
dispoyéticos mayores al 10% de la linea mieloide. Los hallazgos de displasia documentados y
sus frecuencias se resumen en la tabla 13.

Pancitopenia (h=35)* . . .
Causa m % Tabla 12. Ca*usas de pancitopenia de origen no
] neoplasico. "Se excluyeron 17 casos por pérdida o
Autoinmune 5 14.3 . . . .
desconocimiento de historia clinica.

Artritis reumatoide 1

Sindrome de superposicion 1

Lupus Eritematoso Sistémico 2

Anemia perniciosa 1
Carencial 5 14.3

Vitamina B12 3

Acido félico 1

Vitamina B12 y Hierro 1
Infecciosa 10 | 28.6

Infeccion por VIH 5

Sépsis 3

Tuberculosis 2
Hiperesplenismo por hipertension portal 9 25.7
Medicamentosa 17.1

Metrotexate 3

Azatioprina 3
Linea Mieloide Linea Megacariocitica Linea Eritroide
Cambios displéasicos No. | Cambios displasicos No. | Cambios displasicos No.
Cambios megaloblasticos 1 Hipolobulacion 6 Cambios megaloblasticos 4
Hipogranularidad 4 Micromegacariocitos 1 No especificados 1
Hiposegmentacion 1
No especificado 1

Tabla 13. Cambios displasicos reportados en pacientes con citopenia inexplicable persistente
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La biopsia de médula 6sea estuvo disponible en 30 de los casos. La celularidad
reportada varié entre 20 y 80%, con una media de 39.83, sin diferencia significativa respecto a
los casos de citopenias con causas secundarias (p=0.25). En 4 de los casos se report6
hiperplasia de la linea eritroide, en 3 se report6 hipoplasia de la linea mieloide; los casos
restantes (23, 76.66%), no reportaron alteraciones morfolégicas mayores.

De los casos de neutropenia, 12 fueron diagnosticados como ICUS, 11 fueron
diagnosticados como Neutropenia Cronica Benigna y 7 no recibieron diagnostico especifico; no
se incluyeron casos Neutropenia Etnica Benigna o Neutropenia Transitoria. De los 3 casos de
trombocitopenia, 1 fue clasificado como ICUS y los otros 2 no recibieron diagndstico especifico.
El caso de neutropenia asociada con trombocitopenia fue diagnosticado como ICUS. Los
hallazgos del cuadro heméatico al momento de la toma de biopsia de médula 6sea fueron
documentados; estos datos se resumen en las tablas 14 y 15.

Hb (g/dL) | WBC (#/uL) | Neu (#/pL) | Pltas (#/uL)
Promedio 14.71 3467.05 1391.44 232970.58
Mediana 14.65 3365 1290 253000
Moda 14.5 3620 1400 253000
Desviacién Tipica 1.82 879.08 745.75 70703.60
Rango 9.4 4670 4290 300000
Minimo 8.6 2190 680 38000
Maximo 18 6860 4970 338000
Tabla 14. Hallazgos en el cuadro hematico de los pacientes con
citopenia con causas secundarias descartadas. Hb: hemoglobina.
WABC: conteo de gldbulos rojos. Neu: conteo de neutrdfilos. Pltas:
conteo de plaquetas.

Se tuvo acceso al reporte de cariotipo en 17 de los 34 casos, ninguno de los cuales
mostro alteraciones citogenéticas.

En relacion con la clinica de los pacientes, la mayor parte de los pacientes se presentd
asintomatico al momento de la primera valoracion y la citopenia fue detectada incidentalmente
(28 casos, 82.35%). Solo 6 (17.64%) pacientes reportaron antecedentes exposicionales,
incluyendo 4 casos de tabaquismo y 2 casos de yodoterapia por carcinoma de tiroides. Por el
contrario, la mayor parte de los pacientes informé comorbilidades de importancia (70.58%);

estas y sus frecuencias se informan en la tabla 16.

Hb (g/dL) | WBC (#/pL) | Neu (#/pL) | Pltas (#/uL)
Promedio 14.56 3286.66 1217.3 | 253266.66
Mediana 14.55 3235 1230 | 259000
Moda 14.5 3620 1400 253000
Desviacién Tipica 1.82 602.42 323.12 | 44392.39
Rango 9.4 2710 1090 184000
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Minimo 8.6 2190 680 154000
Maximo 18 4900 1770 338000

Tabla 15. Hallazgos en el cuadro hematico de los pacientes con
citopenia con causas secundarias descartadas excluyendo casos
de trombocitopenia y neutropenia asociada con
trombocitopenia. Hb: hemoglobina. WBC: conteo de glébulos
rojos. Neu: conteo de neutrdfilos. Pltas: conteo de plaquetas.

Comorbilidades No. % -

Hipertension arterial 7 206 Tabla 16. Comorbilidades reportadas por los
Prediabetes 3 8.8 pacientes con citopenia con causas secundarias
Hipotiroidismo 6 17.6 descartadas. Los porcentajes fueron reportados en
Hipertiroidismo 1 2.9 L, .,

Dislipidemia 2 59 relacion con la poblacidon completa (n=34). EPOC:
_'?Kgc 1 gg enfermedad pulmonar obstructiva crénica. TAB:
HUA 1 29 trastorno afectivo bipolar. HUA: hemorragia
SAHOS 1 2.9 uterina anormal. SAHOS: sindrome de apneo-
Dermatitis atépica 1 2.9 . . ~

Carcinoma de tiroides 1 59 hipopnea obstructiva del suefio.

Parkinson 1 2.9

Se encontrd reporte de seguimiento clinico disponible en 24 de los pacientes, en ninguno de los
cuales se report6 fallecimiento, requerimiento de transfusiones o tratamiento farmacoldgico.

9.3. Caracteristicas de los casos de SMD

Se encontraron 40 casos con SMD. Los diagnédsticos mas frecuentes fueron las
categorias de alto riesgo (Exceso de Blastos Tipo 1y 2), de las que en total se encontraron 18
casos (45%); de las categorias de bajo riesgo (del(5q), sideroblastos en anillo y displasia de una
linea), se encontraron 9 casos (22.5%). La distribucion de los diagnésticos de SMD se resumen
en la grafica 3.

La edad de los pacientes con diagnostico de SMD vari6 entre 34 y 89 afios, con un
promedio de 71.62 afios. El 62.5% correspondieron a hombres y el 37.5% a mujeres, con una
razon hombre: mujer de 1.7:1.

En 31 de los individuos (77.5%) se documentaron antecedentes, los cuales se resumen
en la tabla 17. Las comorbilidades mas frecuentemente documentadas fueron hipertension
arterial, enfermedad renal crénica, enfermedad cardiovascular aterosclerética (incluyendo
enfermedad arterial periférica y enfermedad coronaria) y cardiopatias (2 casos de cardiopatia
isquémica, 2 de cardiopatia valvular y 1 de cardiopatia dilatada). Dos de los pacientes del registro
tenian antecedente de autoinmunidad (LES y AR).

De los 40 pacientes con SMD, en 22 se encontr6 algun antecedente exposicional de
importancia (55%): 14 pacientes reportaron tabaquismo, 6 combustion de biomasa y 2 consumo
de alcohol.
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Comorbilidades No. % N .
Hipertension arterial 22 55 Tabla 17. Comorbilidades reportadas por los pacientes con
Diabetesdmellitus Tipo 2 2 5 SMD. Los porcentajes fueron reportados en relacion con la
Hipotiroidismo 2 5 .,

tha 5 o5 poblacién completa (n=40). EPOC: enfermedad pulmonar
EPOC 4 10 obstructiva crénica. SAHOS: sindrome de apneo-hipopnea
SAHOS . 1 25 obstructiva del suefio. ECV: enfermedad cardiovascular
Carcinoma de tiroides 1 25 o o

Carcinoma de prostata 2 5 aterosclerética. ERC: enfermedad renal crénica. TEV:
Demencia 2 5 tromboembolismo venoso.

Fibrilacién auricular 3 7.5

Cardiopatia 5 12,5

ECV 5 12.5

ERC 6 15

TEV 3 7.5

Autoinmunidad 2 5

En relacién con la clinica de los pacientes, 29 reportaron algin sintoma al momento de la
primera valoracion; los sintomas mas frecuentes fueron astenia y adinamia (18, 62.06%),
seguidos por pérdida de peso (6, 20.68%) y hemorragia (4, 13.79%).

Los hallazgos en el cuadro hematico de los pacientes se resumen en la tabla 18; 10
individuos (25%) cursaron con citopenia de una sola linea, mientras que 16 (40%) se presentaron
con bicitopenia y 14 (35%) con pancitopenia respectivamente. Respecto a las lineas afectadas,
la trombocitopenia y anemia fueron las més frecuentes (ver Gréfica 4).

Todos los individuos (40) contaron con registro de aspirado de médula 6sea; 33 (82.5%)
tuvieron estudio por biopsia de médula ésea disponible y 19 (47.5%) reporte de cariotipo.

En 3 de los casos no se reportaron cambios displasicos en el aspirado de médula ésea.
De los 37 casos restantes, la displasia comprometié una linea en 17 (45.94%), dos lineas en 13
(35.14%) y tres lineas en 7 (18.92%). Los cambios displasicos reportados y sus frecuencias se
resumen en la tabla 19.
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Grafica 3. Distribucion de SMD encontrados en el registro de acuerdo a las categorias de

Sideroblastos en
Anillo
3
7%

la OMS 2017.

Hb (g/dL) | VMC (fL) | WBC (#/pL) | Neu (#/pL) | Pitas (#/pL)
Promedio 9.83 94.72 3517.43 1567.71 149564.10
Mediana 9.3 91.6 2480 1270 77000
Moda 7.9 91 24440 1270 63000
Desviacién Tipica 3.02 9.17 3793.95 1416.92 236597.79
Rango 12.3 38.7 23530 6867 1198000
Minimo 5.1 73.4 910 220 2000
Méximo 17.4 112.1 24440 7087 1200000
Tabla 18. Hallazgos en el cuadro hematico de los pacientes con SMD. Hb:
hemoglobina. WBC: conteo de gldbulos rojos. Neu: conteo de neutréfilos.
Pltas: conteo de plaquetas.

Linea Mieloide

Linea Megacariocitica

Linea Eritroide

Cambios displasicos No. | Cambios displasicos No. | Cambios displasicos No.
Segmentados hipogranulares 20 Hipolobulacién 7 Cambios megaloblasticos 10
Pseudo Pelger-Huet 6 Micromegacariocitos 6 Irregularidad nuclear 4
Hiposegmentados 4 No especificado 2 Sideroblastos en anillo 3
Macropolicitos 2 Puentes de cromatina 1
Cambios megaloblasticos 2 No especificados 12
No especificado 5

Tabla 19. Cambios displasicos reportados en pacientes con SMD
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La celularidad de los casos varid entre el 10% y el 90%, con un promedio de 61.6%; se
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observaron 2 casos con hipoplasia (celularidad <30%) en dos pacientes clasificados con SMD
con exceso de Blastos tipo 2 y displasia multilinea, respectivamente; ninguno de estos dos
pacientes habia requerido soporte transfusional ni manejo quimioterapéutico, sin embargo, se
desconoce el desenlace del caso con exceso de blastos tipo 2 por pérdida del seguimiento.

Por otro lado, se encontr¢ fibrosis significativa (MF 22) en 6 casos. Se traté de 1 caso
clasificado como displasia multilinea, 3 casos con exceso de blastos y 2 casos inclasificables. El
caso con displasia multilinea fue clasificado en riesgo muy bajo (IPSS-R 1) y se encontraba en
seguimiento con manejo de sostén, sin embargo, su desenlace se desconoce. De los casos con
exceso de blastos, uno fue clasificado como alto riesgo (IPSS-R 5) y fallecio; otro, igualmente
clasificado en alto riesgo (IPSS-R 6), continuaba vivo, pero en manejo quimioterapéutico y el
tercero fue clasificado en riesgo intermedio (IPSS-R 4) pero su desenlace se desconoce. Los dos
pacientes con SMD inclasificable estaban en manejo con talidomida y corticoide, uno de estos
continuaba vivo al momento del estudio y del otro se desconoce su desenlace.

Anemiay
Neutropenia
5
13%

Pancitopenia
14
35%

Bicitopenia .
p Anemiay

Trombocitopenia
8
20%

16
41%

Neutropeniay
Trombocitopenia
Neutropenia 3

2 8%
5%

Grafica 4. Distribucion de las citopenias por linea y nimero de lineas comprometidas en pacientes con
SMD

En ninguno de los pacientes hubo estudios moleculares disponibles; de los pacientes con
citogenética disponible (19 casos), el cariotipo normal fue el mas frecuente (13 casos,
correspondientes al 68.42% de los casos con cariotipo disponible); no se encontraron
alteraciones cariotipicas de los subgrupos prondsticos pobre o muy pobre. Los hallazgos
citogenéticos encontrados se consolidan en la tabla 20.

del(11)(q14) Muy Bueno
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del(11)(q13) Muy Bueno
Tabla 20. Alteraciones cariotipicas documentadas en los pacientes con
del(20)(q11.2) Bueno SMD
del(5q) Bueno
del(6p) Intermedio
-Y Muy Bueno
+8 Intermedio

24 pacientes (60%) estuvieron en tratamiento farmacolégico, la mayor parte de estos (18
casos) con algun tipo de agente estimulante de la hematopoyesis (eritropoyetina, filgastrim,
pedfilgastrim o eltrompopag); 13 casos recibieron agentes hipometilantes y/o antimetabolitos; 11
de estos pacientes eran parte del grupo de mayor riesgo (categorias IPSS-R intermedio, alto y
muy alto); las caracteristicas de este grupo de pacientes se resumen en la tabla 21.

Otros tratamientos incluyeron danazol (2 individuos) y talidomida (2 individuos).

En lo que respecta al pronéstico, 17 (42.5%) de los casos se clasificaron en el grupo de
menor riesgo (IPSS-R Muy Bajo y Bajo), de los cuales 5 sobrevivieron, 2 fallecieron y los
restantes se perdieron en el seguimiento. Los 23 (57.5%) casos restantes estaban en el grupo
de mayor riesgo (IPSS-R Intermedio, Alto y Muy Alto), de estos 4 fallecieron, 5 sobrevivieron y
los restantes se perdieron en el seguimiento.

Las caracteristicas de cada uno de los individuos incluidos en el estudio se resumen en
la Tabla 22.

En comparacién con los pacientes con citopenias de causas secundarias descartadas,
los pacientes con SMD con mayor frecuencia fueron hombres, con una edad media mayor, una
celularidad media mayor, menores valores de hemoglobina, mayores valores de VCM y menores
conteos plaquetarios. De la misma forma, estos pacientes se asociaron con la presencia de
cariotipo anormal, requerimiento de transfusiones y requerimiento de tratamiento farmacolégico,
asi como mayor sintomatologia relacionada con citopenias y antecedentes exposicionales de
importancia (Ver tablas 23 y 24).

9.4. Expresién de P53, EZH2 y H3K27me3 en biopsia de médula 6sea de pacientes
con SMD

Se hicieron estudios de inmunohistoquimica en 18 biopsias de médula 6sea,
correspondientes a 15 pacientes con diagnoéstico de SMD (3 de los pacientes contaban con 2
muestras tomadas en momentos diferentes); se incluyeron igualmente 5 muestras con otros
diagndsticos: un caso de LMA con cambios relacionados con mielodisplasia, un caso de
Neoplasia Mielodisplasica/Mieloproliferativa NOS (MDS/MPN-NOS), un caso de Hemoglobinuria
Paroxistica Nocturna y dos casos en seguimiento por sospecha de SMD. Los marcadores
empleados fueron P53 (DO-7), EZH2 (D2C9) y H3K27me3 (C36B11); se excluy6 ABCB7 en
consideracion de que no se encontré material disponible en ninguno de los tres casos de SMD
con sideroblastos en anillo. Ademas del andlisis conjunto por parte de dos patélogos, se empled
la herramienta QuPath 0.5.1 para objetivar la positividad e intensidad de tincion.
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SMD (OMS 2017) Citopenia Transfusiones | IPSS-R Desenlace Tratamiento
Displasia Multilinea Bicitopenia Si (3Bajo) Pérdida Azacitidina
Displasia Multilinea Bicitopenia NO anstermedio) Vivo Azacitidina
E_xceso de Blastos Pancitopenia Si 4.5 . Pérdida Azacitidina
Tipo 1 (Intermedio)
Exceso de Blastos . . : 6 . -
Tipo 1 Pancitopenia Sl (Alto) Fallecimiento Azacitidina
Exceso de Blastos - . P 4.5 . -
Tipo 1 Bicitopenia Sl (Intermedio) Vivo Azacitidina
E}(ceso de Blastos Bicitopenia NO 4 . Pérdida Azacitidina
Tipo 2 (Intermedio)
Exceso de Blastos . . : 7 - -
Tipo 2 Pancitopenia Sl (Muy Alto) Pérdida Azacitidina
Exceso de Blastos . . P 7.5 - . .
Tipo 2 Bicitopenia Sl (Muy Alto) Pérdida Citarabina
Exceso de Blastos . . : 7 - -
Tipo 2 Pancitopenia Sl (Muy Alto) Pérdida Azacitidina
Citarabina + |darubicina.
Eixcoezo de Blastos Pancitopenia Si (SA?to) Pérdida Azacitidina. Candidato a
p trasplante
Exceso de Blastos . . P 7 - -
Tipo 2 Pancitopenia Sl (Muy Alto) Fallecimiento Azacitidina
Exceso de Blastos . . P 6 . . . .
Tipo 2 Pancitopenia Sl (Alto) Vivo Azacitidina. Tioguanina
Inclasificable. i 2
Displasia de una linea | Pancitopenia Sl (Bajo) Pérdida Azacitidina
y pancitopenia J

Tabla 21. Caracteristicas de los pacientes en manejo con agentes hipometilantes y/o antimetabolitos.

9.4.1. Caracterizaciéon de la expresion por inmunohistoquimica de P53

Teniendo en cuenta el punto de corte de 1% con tincién intensa (+3), se encontraron
dos casos positivos: uno con diagnéstico de SMD y otro en seguimiento con sospecha, pero sin
diagnostico de SMD. Adicionalmente, en cuatro de los casos interpretados como negativos se
observo algun grado de tincion; en dos fue anicamente tenue (+1) y menor al 1%, mientras que
en los otros dos super6 el 1% sin embargo fue predominantemente tenue/intermedia (<3+). La
tincion en todos los casos fue nuclear y en la linea mieloide.

En los demés casos no se observo ningln grado de tincion (ver figuras 11, 12 y 13).



Figura 11. Caso negativo para P53. 0.21% de la celularidad positiva con tincién tenue (+1), resaltada con amarillo
en la imagen b.

Como se mencion6 previamente, uno de los casos interpretados como positivos contaba
con diagndstico de SMD (Ver Figura 14); se trat6 de un paciente masculino de 86 afios clasificado
como SMD con Exceso de Blastos Tipo |, con conteo de blastos de 6% e IPSS-R 4.5 (Intermedio).
El paciente estaba en seguimiento por pancitopenia, con hemoglobina de 5.8 g/dL, neutréfilos en
230/uL y plaquetas en 21000/uL; habia requerido multiples transfusiones, al menos 9 UGRE, 1
CUPS de plaguetas y ademas estaba en manejo con EPO y azacitidina. De forma interesante, el
cariotipo mostré del(11)(g13), del grupo de muy buen pronéstico. Se desconoce el desenlace por
pérdida en el seguimiento.

Figura 12. Caso negativo con expresién en 2.5% de las células, pero de predominio tenue (+1) (amarillo en la
imagen b). Solo el 0.3% de las células presenta tincion intensa (+3) (rojo en la imagen b).

0O

Figura 13.

aso negativo con completa ausencia de tincion.
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*a » ¥ 8 9y et ve e L% e
Figura 14. Caso positivo con diagndstico de SMD.
Tincién en 4.7%, predominantemente intensa (+3).
Hay abundantes hemosideréfagos acompafiantes
que dificultan el conteo.

El otro caso interpretado como positivo (ver figura 15), fue el de una paciente femenina
de 80 afios en seguimiento igualmente por pancitopenia. El mielograma report6 2% de blastos y
50% de cambios disgranulopoyéticos no especificados. La biopsia de médula 6sea mostro
hipercelularidad (60%) con cambios displasicos de la linea megacariocitica y areas con fibrosis
significativa (MF:3). La paciente habia requerido transfusiones en mudltiples ocasiones sin
embargo se desconoce su desenlace por pérdida de seguimiento.

»
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Age

Blasts
(%)

Displasia

)

Displasia

Cel.
(%)

MF

SMD (OMS 2017)

Citopenia

Cariotype

Transf.

IPSS-R

Outcome

Treatment

85

1

Cambios megaloblasticos

60%

Displasia de Una Linea

Bicitopenia

Si

3.5
(Intermedio)

Fallecido

Eltrombopag

51

1

Irregularidad nuclear
eritroide

60%

Displasia de Una Linea

Bicitopenia

Si

3 (Bajo)

Fallecido

NO

72

Cambios megaloblasticos

40%

Displasia de Una Linea

Bicitopenia

46,XY

NO

1 (Muy Bajo)

Vivo

NO

74

Segmentados
hipogranulares

50%

Displasia de Una Linea

Bicitopenia

NO

2.5 (Bajo)

Vivo

NO

61

Irregularidad nuclear
eritroide

90%

Displasia de Una Linea

Pancitopenia

Si

4.5
(Intermedio)

Pérdida

NO

88

Megacariocitos
hipolobulados
Displasia mieloide no
especificada
Sideroblastos en anillo
(38%)

Sideroblastos en Anillo

Anemia

NO

1 (Muy Bajo)

Pérdida

NO

80

Segmentados
Hipogranulares

Pseudo Pelger-Huet
Cambios megaloblasticos

Sideroblastos en Anillo

Trombocitopenia

46,XX,del(11)(q14),
del(20)(q11.2)

si

2 (Bajo)

Pérdida

Danazol

74

Displasia mieloide no
especificada

Displasia eritroide no
especificada
Sideroblastos en anillo
(34%)

95%

Sideroblastos en Anillo

Bicitopenia

Si

3.5
(Intermedio)

Pérdida

NO

67

Micromegacariocitos
Megacariocitos
hipolobulados
Segmentados
hipogranulares

20-
50%

Delecion de 5q

Bicitopenia

46,XX,del(5q),del(6p)

Si

3 (Bajo)

Vivo

71

Micromegacariocitos
Cambios megaloblasticos

Displasia Multilinea

Trombocitopenia

NO

1.5 (Muy Bajo)

Pérdida

NO

76

Displasia mieloide no
especificada
Cambios megaloblasticos

Displasia Multilinea

Bicitopenia

45,X,-Y

Si

1.5 (Muy Bajo)

Pérdida

EPO. Danazol

80

Displasia megacariocitica no
especificada
Cambios megaloblasticos

Displasia Multilinea

Anemia

46,XX

Si

2.5 (Bajo)

Pérdida

NO

72

Micromegacariocitos
Megacariocitos
hipolobulados

Displasia Multilinea

Bicitopenia

Si

2 (Bajo)

Fallecido

Eltrombopag

7

Segmentados
hipogranulares
Cambios megaloblasticos

60%

Displasia Multilinea

Neutropenia

NO

1 (Muy Bajo)

Pérdida

NO

52

Segmentados
Hipogranulares

50%

Displasia Multilinea

Bicitopenia

46,XY

NO

1.5 (Muy Bajo)

Pérdida

NO

71

Micromegacariocitos
Segmentados
hipogranulares
Pseudo Pelger-Huet
Irregularidad Nuclear
Eritroide

30%

Displasia Multilinea

Bicitopenia

46,XY

Si

3 (Bajo)

Pérdida

EPO. Azacitidina
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Segmentados
Hipogranulares Talidomida
Irregularidad nuclear 60- . . e . . - (suspendida).
M 81 0 2 eritroide 90% 3 Displasia Multilinea Anemia 46,XY NO 1 (Muy Bajo) Pérdida Lenalidomida
Sideroblastos en anillo (suspendida). EPO
(15%)
M 80 0 2 Eéssgﬁ;)s;iig’c':gde y eritroide |50 Displasia Multilinea Bicitopenia 46,XY NO 1 (Muy Bajo) Vivo EPO
Megacariocitos
hipolobulados o . . e . . 3.5 . -
M 73 4 3 Macropolicitos 95% 0 Displasia Multilinea Bicitopenia NO (Intermedio) Vivo Azacitidina
Cambios megaloblasticos
Segmentados
hipogranulares
F 34 6 2 Macropolicitos 80% 0 Exceso de Blastos Tipo 1 Pancitopenia NO 5.5 (Alto) Pérdida NO
Displasia eritroide no
especificada
Segmentados
M 86 6 2 hipogranulares 50% 1 Exceso de Blastos Tipo 1 Pancitopenia 3g,§¥ig]el(1l)(q13)[7]/ Si ?IlnStermedio) Pérdida EPO. Azacitidina
Cambios megaloblasticos !
y . . ’ 3.5 .
0,
M 75 0 0 70% 1 Exceso de Blastos Tipo 1 Trombocitopenia | 46,XY Sl (Intermedio) Vivo NO
) . . 3.5 -
M 75 5 0 30% 1 Exceso de Blastos Tipo 1 Trombocitopenia NO (Intermedio) Pérdida NO
Segmentados )
M 78 7 1 hipogranulares 30% 0 Exceso de Blastos Tipo 1 Pancitopenia Sl 6 (Alto) Fallecido Filgastrim. Azacitidina
Pseudo Pelger-Huet
Segmentados
M 84 7 1 hipogranulares 60% 2 Exceso de Blastos Tipo 1 Pancitopenia NO 4 (Intermedio) Pérdida EPO
Pseudo Pelger-Huet
M 68 0 1 S_egmemados 60% 0 Exceso de Blastos Tipo 1 Bicitopenia 46,XY Si 45 . Vivo EPO. Azacitidina
hipogranulares (Intermedio)
Micromegacariocitos
Megacariocitos 40- 35
M 67 0 2 hipolobulados 60% 0 Exceso de Blastos Tipo 1 Trombocitopenia | 46,XY NO I- di Vivo Eltrombopag
Segmentados ° (Intermedio)
hipogranulares
M 75 17 1 Cambios megaloblasticos Exceso de Blastos Tipo 2 Bicitopenia 46,XY NO 4 (Intermedio) Pérdida Azacitidina
Segmentados
hipogranulares o . y . " Lo Rechazado por
M 87 17 2 Displasia eritroide no 70% 1 Exceso de Blastos Tipo 2 Pancitopenia Sl 6.5 (Muy Alto) Pérdida Paciente (azacitidina)
especificada
M 77 19 3 No especificada 70% 0 Exceso de Blastos Tipo 2 Pancitopenia Si 7 (Muy Alto) Pérdida Azacitidina
Eltrombopag.
M 83 13 1 ﬁie%m;’:ﬁi?:s 95% 0 Exceso de Blastos Tipo 2 Bicitopenia :é’izigf[lsy Si 7.5 (Muy Alto) Pérdida Citarabina.
pog ! Prednisolona
Segmentados
M 67 18 3 hlpogran_ulares 80% 1 Exceso de Blastos Tipo 2 Pancitopenia 46,X,Ygh+ Si 7 (Muy Alto) Pérdida EPO'. ngfllgastrlm.
Irregularidad nuclear Azacitidina
eritroide
Segmentados
M 52 2 1 Hipogranulares 80% 2 Exceso de Blastos Tipo 2 Bicitopenia NO 5 (Alto) Fallecido NO
Pseudo Pelger-Huet
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Segmentados Citaral_)ir_la *
M 41 10 2 hipogranulares 70% Exceso de Blastos Tipo 2 Pancitopenia si 5.5 (Alto) Pérdida Idarulplgllna. did
Cambios megaloblasticos Azacitidina. Candidato
a trasplante
F 72 18 1 ﬁ;%gg;ﬁi?:s 90% Exceso de Blastos Tipo 2 Pancitopenia si 7 (Muy Alto) Fallecido Eng:'it:zlitlzgmmpag'
F 65 7 0 10% Exceso de Blastos Tipo 2 Neutropenia NO aﬁstermedio) Pérdida NO
Micromegacariocitos
Segmentados itidi
F 66 4 3 hipogranulares 60% Exceso de Blastos Tipo 2 Pancitopenia 46,XX Si 6 (Alto) Vivo EPO. Azacitidina.
Displasia eritroide no Tioguanina
especificada
. . . Eltrombopag.
F | 7 0 1 Cambios megaloblasticos NR L”;;a‘“?r':g:‘s'S'agéistg's:fi‘ade Pancitopenia si E‘I'nsterme o) Pérdida | Talidomida.
Prednisolona
Cambios megalobldsticos Inclasificable. Displasia de T . , EPO. Talidomida.
M 89 o] 1 eD;;:gi?;é\arg;elmde no 70% una linea y pancitopenia Pancitopenia 46,XY NO 3 (Bajo) Vivo Prednisolona
M 67 0 1 msg; %irliggggs 4300027 Lnncalléllfrif(ie(?slg.aEfi:?tzlgj'lei‘ade Pancitopenia Si 2 (Bajo) Pérdida Azacitidina
Tabla 22. Caracteristicas de los pacientes con SMD del registro
Citopenia SMD p X2 p Cramer’s V
Edad (afios) 52.97 (£14.98) 71.62 (£12.16) 5.24 x 10% Sexo masculino 9.606077 0.001939 0.360294
Celularidad (%) | 0.39 (£0.13) 0.61 (£0.22) 1.52x10° Citogenética anormal 5.509259259 0.018916057 0.396746024
Hb (g/dL) 14.71 (1.82) 9.83 (+3.02) 1.37 x 10°%° Sintomatologia 22.183896 2.477 x 107 0.5475239
VCM (fL) 88.56 (+7.18) 94.72 (£9.17) 0.0026 Requerimiento transfusional 28.36666667 1.00379 x 10°7  0.619139187
WBC (#/uL) 3467.05 (+879.08) 3517.43 (+3793.95) 0.3491 Tratamiento farmacolégico 33.14637 8.55 x 10 0.67384
Neu (#/uL) 1391.44 (£745.75) 1567.71 (+1416.92) 0.064811 Antecedentes Exposicionales | 12.08167 0.000509 0.434484
Pltas (#/uL) 232970.58 (+70703.6) 149564.1 (+236597.79) 0.004017 Comorbilidades 0.8844071 0.34699745 0.10932267

Tabla 23. Comparacidn de las caracteristicas de los pacientes con
citopenia secundaria con causas secundarias descartadas y pacientes

con SMD.

SMD.

Tabla 24. Andlisis de variables clinicas de importancia asociadas con




60 Caracterizacion de la expresion de proteinas relacionadas con mutaciones de somaticas de
significado prondstico en Sindrome Mielodisplasico

9.4.2. Caracterizacion de la expresion de EZH2 y H3K27me3 por
inmunohistoquimica

Con EZH2, se observé algun grado de tincién en 22 de los 23 casos (ver figura 16); el
porcentaje de positividad fue muy variable con un rango de 0.00 a 0.9164, una media de 0.3893
con 0.2539 de desviacion tipica. En todos los casos positivos, el patron fue nuclear y en las lineas
mieloide y/o megacariocitica, con cierta tendencia a predominar en los elementos mas
inmaduros; de hecho, en uno de los casos se observo una clara distribucion paratrabecular (Ver
Figura 17).

La intensidad de tincion fue heterogénea entre las células hematopoyéticas de cada caso
(ver Figura 18). Aunque en algunas de estas se observé el predominio de una intensidad de
tincion (ver Figuras 19 a 21), se aplic6 un abordaje semicuantitativo previamente reportado (74)
para determinar la contribuciéon de cada una de las intensidades a la expresién de la proteina
(puntaje de inmunohistoquimica <<IHQ Score>>), el cual es resultado de la sumatoria de los
productos de la intensidad de la tincién (1, 2 o 3) y la proporcion de células positivas para cada
una de estas intensidades:

IHQ Score = (1 x proporcién células positivas tenues) +
(2 x proporcién de células positivas
intermedias) + (3 x proporcién células
positivas intensas)

En el anexo 3 se relacionan los porcentajes de positividad con diferentes intensidades
de tincidn, el resultado del IHQ score para cada uno de los casos y se muestran otras imagenes
representativas.
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con hiperplasia de la linea mieloide; no solo se observa una mayor positividad numérica, sino también una
mayor intensidad, resaltada en la imagen b (rojo: 3+, naranja: 2+, amarillo: 1+). Los neutrdfilos son negativos.

Figura 18. Positividad en el 51.63% de la celularidad, de intensidades heterogéneas (1+: 27.54%, 2+ 12.63%,
3+:11.46%).

Figura 20. Posmwdad Unicamente tenue (+1) en el 53.52% de la celularldad En este caso, se observo
abundante hemorragia y tincién de fondo que dificultan la valoracion.

Figura 21. Positividad predominantemente intensa (+3) en el 91.64% de la celularidad.
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Empleando un punto de corte de IHQ score de 0.5 (redondeando la media de expresion
en casos con EZH2 mutado previamente reportada (74)), se obtuvieron en total 11 casos con
una baja expresién de EZH2. De estos casos, 7 tenian diagnostico de SMD (5 con Exceso de
Blastos Tipo 2, 1 con Diplasia Multilinea y 1 con Displasia de Una Linea), 4 de los cuales
presentaron un IPSS-R de riesgo Alto o Muy Alto y 5 necesidad de tratamiento farmacologico y
requerimiento transfusional; a pesar de esto, no se logré comprobar la asociacion entre un IHQ
score menor de 0.5 y la presencia de cariotipo anormal, tratamiento farmacolégico o
requerimiento transfusional; tampoco se encontrdé asociacion del IHQ score con el valor de
hemoglobina, el conteo de neutréfilos, el conteo de plaquetas o el IPSS-R (ver Tablas 25y 26).
Los 4 casos restantes con baja expresion de EZH2 fueron 2 con sospecha de SMD (1 de los
cuales mostr6 ademas positividad para P53 y cuyas caracteristicas fueron resumidas en el
apartado anterior), uno con diagnostico de LMA con cambios relacionados con mielodisplasia y
uno con diagndéstico de MDS/MPN-NOS.

Con H3K27me3 se observo algun grado de positividad en todos los casos. El porcentaje
de positividad fue muy variable con un rango de 0.07 a 0.9259, una media de 0.5218 con 0.2344
de desviacion tipica. Al igual que con EZH2, el patron fue nuclear y en las lineas mieloide y/o
megacariocitica, con cierta tendencia a predominar en los elementos més inmaduros (Figuras 22
y 23). De forma interesante, se observd en algunos casos una tinciébn no homogénea del/los
ndcleos(s) de los megacariocitos (Figura 24).

X2 p Cramer’s V

Citogenética anormal 0.476190476  0.49015296 0.21821789
Requerimiento transfusional 0.003596404 0.95217951 0.01413507
Tratamiento farmacologico 2.917524034 0.087622219 0.402597403

Antecedentes Exposicionales | 0.513071344 0.473812309 0.168831169

Tabla 25. Andlisis de asociacidon de variables cualitativas de importancia
con la expresién baja de EZH2 por inmunohistoquimica (excluyendo los
casos sin diagndstico de SMD).

r R? p

Hb (g/dL) 0.214997588  0.046223963 0.391579028
Neu (#/uL) | 0.206926008 0.042818373 0.410019365
Pltas (#/uL) | 0.189233169 0.035809192 0.452023552

IPSS-R 0.031578316  0.00099719 0.901008548

Tabla 26. Andlisis de correlacién del IHQ score con los valores de
hemoglobina (Hb), neutréfilos (Neu), plaquetas (Pltas) e IPSS-R
(excluyendo los casos sin diagndstico de SMD).
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58.41%). La positividad predomina en los elementos mieloides mas inmaduros; los neutrofilos tienen a ser negativos
o presentar una positividad tenue (+1, amarillo, 8.23%)

~ F - i: % ® e rf’ . L S _a >
Figura 23. Positividad nuclear en la linea mieloide (77.9%). La positividad predomina en los elementos mieloides
mas inmaduros; los neutrdéfilos son negativos
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tincion heterogénea (con un area positiva y otra negativa) en el nicleo de un megacariocito ubicado en la parte
superior de la imagen.

La intensidad de tincion fue igualmente heterogénea entre las células hematopoyéticas
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de cada caso (ver Figura 25). Aunque en muchas de estas se observo el predominio claro de
una intensidad de tincién (ver Figuras 26 y 27). En el anexo 4 se relacionan los porcentajes de
positividad con diferentes intensidades de tincién para cada caso y se muestran otras imagenes
representativas.

Dada la relacion descrita de EZH2 con la trimetilacion de H3K27, se estudio la correlacion
de la expresion de ambas proteinas en los casos mediante un andlisis de regresion lineal,
encontrdndose una asociacion positiva entre ambos marcadores, comparando por expresion
total de EZH2 y H3K27me3 (R?= 0.26, p=0.011) (ver gréfica 5) y por IHQ Score de EZH2 vs
expresion total de H3K27me3 (R?= 0.31, p=0.005) (ver gréfica 6).

A pesar de esto, la expresiéon de H2K27me3 fue heterogénea en los casos con baja
expresion de EZH2; discriminando los casos que tuvieron IHQ score menor de 0.5, la expresion
de H3K27me3 vari6 entre 17.48% y 55.02%, aunque la media de positividad fue
significativamente menor respecto a la totalidad de los casos (37.56% vs 54.49%, p=0.03).

fue

NOS incluido en el estudio.
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Flgura 27. P05|t|V|dad nuclear de intensidad heterogenea pero de predomlnlo tenue; la p05|t|V|dad total fue
del 33.9%. (1+, amarillo: 26.13%. 2+, naranja: 3.61. 3+, rojo: 4.15%).

Para el marcador H3K27me3 tampoco se comprobé la asociacidén entre el porcentaje
de expresion con el valor de hemoglobina, el conteo de neutrdfilos, el conteo de plaquetas o el
IPSS-R (ver Tablas 27).
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Grafica 5. Andlisis de regresion lineal de la expresion de EZH2 y
H3K27me3 en términos de % de expresidn (sin tener en cuenta la

intensidad)
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Grafica 6. Andlisis de regresion lineal de la expresion de EZH2 por
IHQ Score y la expresién de H3K27me3.
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r R? p

Hb (g/dL) 0.214997588 0.046223963 0.391579028
Neu (#/uL) | 0.206926008 0.042818373 0.410019365
Pitas (#/uL) | 0.189233169 0.035809192 0.452023552

IPSS-R 0.031578316 0.00099719 0.901008548

Tabla 27. Analisis de correlacidn de la proporcidn
de expresion de H3K27me3 con los valores de
hemoglobina (Hb), neutréfilos (Neu), plaquetas
(PItas) e IPSS-R (excluyendo los casos sin
diagnédstico de SMD).

10. DISCUSION

La citopenia persistente es un indicio de SMD y es uno de los criterios diagnésticos de
esta entidad; sin embargo, las citopenias son una entidad prevalente que puede verse en una
gran variedad de patologias, por lo que es pertinente su caracterizacion. En nuestra serie, la
citopenia corresponde a la mayoria de los pacientes estudiados en el laboratorio de patologia
(22.3%), incluso después de excluir las causas neoplasicas (incluyendo SMD) y sin tener en
cuenta los casos en los que no se indica estudio de biopsia de médula 6sea. Esto es esperable
teniendo en cuenta las caracteristicas de nuestra poblacion de estudio, mayormente individuos
en edad madura (la media de los pacientes estudiados por citopenia fue de 57.69 afios), en
concordancia con reportes anteriores, en los que, por ejemplo, la frecuencia de anemia en
adultos varia entre 13.8% y 71.6%, con mayor prevalencia en adultos hospitalizados (92,93)

La neutropenia fue la citopenia mas frecuentemente documentada en nuestro estudio, a
pesar de que su prevalencia en la poblacion general no es la mayor (1.24%) (94). A diferencia
de lo reportado en otras poblaciones (94,95), la mayor parte de los pacientes del registro fueron
mujeres. Cabe resaltar que un estudio realizado con poblacion arabe encontr6 una mayor
prevalencia de neutropenia (10%) y también una menor razén hombre: mujer, sin embargo, los
autores atribuyeron estos hallazgos a la constitucién étnica del grupo y una mayor prevalencia
de ferropenia en las mujeres, inferencia que hicieron a partir de otros parametros del cuadro
hematico (96). Respecto a este Ultimo punto, en nuestra serie solo se document6 un caso de
anemia asociada con neutropenia atribuido a ferropenia y ningin caso en el grupo con solo
neutropenia. Cabe resaltar que nuestra poblacion no es representativa de la poblacion general,
dado que se trata de individuos que estan en manejo en un centro de alta complejidad, muchos
de ellos hospitalizados, con cierta carga de morbilidad y que ademas fueron seleccionados por
contar con estudio por aspirado/biopsia de médula 6sea.

En cuanto a las etiologias atribuidas a la neutropenia, excluyendo los casos de citopenia
inexplicada, las causas mas comunes fueron autoinmunidad y reacciones medicamentosas; esto
es interesante, dado que estudios previos que han estudiado la relacion de la aparicion de
neutropenia con diversas patologias no han encontrado asociacion de neutropenia con el
diagnostico de autoinmunidad (97,98). Lo mas probable es que esto se deba a dos factores: por
un lado, estos estudios son longitudinales y pretenden asociar el hallazgo de neutropenia con el
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diagnostico posterior de enfermedad y por otro lado, estdn también las caracteristicas ya
mencionadas de la poblacién incluida en nuestro registro.

En nuestra serie, la anemia fue la citopenia menos frecuente, en contraste con lo que
indica la literatura; esto probablemente se debe a las caracteristicas propias de nuestro estudio,
en el que la poblaciéon estuvo conformada por individuos estudiados en el laboratorio de patologia
con aspirado/biopsia de médula 6sea: muchos casos pueden ser diagnosticados y tratados sin
requerimiento de estudio de médula 0sea, siendo este reservado para casos mas complejos y
en consideracién de la reserva funcional del paciente. Esto también explica la distribucién de las
etiologias, en la que predominan las anemias hemoliticas inmunes sobre la anemia asociada a
inflamacion cronica (previamente llamada anemia de enfermedad cronica) o la anemia de causa
carencial, que suelen citarse como las mas frecuentes en adultos mayores (92,99,100). Sin
embargo, debe tenerse en cuenta que particularmente en este segmento de la poblacion el
abordaje etiologico es complejo y en una proporcion grande de los sujetos la anemia ocurre en
concurso con multiples factores simultaneos que pueden explicarla (92,93).

De forma interesante, en nuestra serie ningln paciente con anemia fue clasificado con
citopenia inexplicada persistente o alguna categoria afin (ICUS, anemia inexplicada del
envejecimiento), a pesar de que en adultos mayores se ha reportado que esta representa entre
el 28.4% vy el 33.6% de los casos (101,102). Esta aparente discrepancia puede deberse también
a las caracteristicas de nuestra poblacion; las estimaciones de la prevalencia de anemia
inexplicada se han hecho en estudios poblacionales, cuyo abordaje se limita a excluir mediante
examenes paraclinicos las etiologias mas frecuentes. Otro punto para tener en cuenta es lo
previamente mencionado sobre la reserva funcional, dado que en uno de estos estudios,
realizado en pacientes valorados en atencion primaria, la mayoria de los pacientes clasificados
con anemia inexplicada tendian a ser mayores, con mas comorbilidades, con puntajes mas bajos
en la escala de Barthel, con mas frecuencia de demencia y con grados mas leves de anemia;
todos estos factores podrian disuadir a los profesionales tratantes de completar el diagnéstico de
estos pacientes con metodologias més invasivas (102).

Otro hallazgo llamativo, fue la distribucién por sexos, mas frecuente en mujeres que en
hombres, también contrastando con lo observado previamente en distintas poblaciones, en las
gue para este grupo etario la razén hombre: mujer suele alta (93,99,100,103).

Los pacientes con bicitopenia y pancitopenia de origen no neoplasico también fueron
caracterizados; en la literatura consultada, solo encontramos un estudio que reportara las
caracteristicas clinicopatol6gicas de los pacientes con bicitopenia (104). En nuestro estudio, la
bicitopenia mas frecuente fue anemia con trombocitopenia, y en lo que respecta a las etiologias,
predominaron aquellas clasificadas como multifactoriales, pero discriminando por causas
individuales, la mayor contribucion fue de entidades autoinmunes, seguidas por las infecciosas y
las carenciales; este perfil difiere con lo reportado para la poblaciéon adulta en el estudio
previamente citado, dado que la frecuencia fue diferente (mas frecuentemente carencial, seguida
por hepatopatia crénica y después por autoinmunidad).

La etiologia mas frecuente de pancitopenia no neoplasica fue infecciosa, seguida por
hiperesplenismo, enfermedades autoinmunes y causas carenciales, estas dos Ultimas con la
misma frecuencia. En la literatura consultada, el perfil demogréfico y etioldgico es muy variable
entre diferentes poblaciones, sin embargo las causas mas frecuentes varian entre carenciales e
infecciosas, con relativa baja representacion de las causas autoinmunes (105-109).

En la totalidad de los pacientes con citopenia se detecté un grupo de individuos en los
gue no se determin6 causa a pesar de un estudio exhaustivo; estos individuos fueron clasificados
como citopenias inexplicables; como se menciond previamente, no se registraron casos de
anemia y la gran mayoria de los casos cursaron con neutropenia (salvo 3, que cursaron



68 Caracterizacion de la expresion de proteinas relacionadas con mutaciones de somaticas de
significado prondstico en Sindrome Mielodispldsico

Unicamente con trombocitopenia). Los pacientes incluidos en esta categoria incluyeron casos
diagnosticados con neutropenia crénica benigna, ICUS, neutropenia étnica benigna y casos sin
diagnéstico especifico.

Los pacientes diagnosticados con neutropenia étnica benigna fueron excluidos del
analisis en consideracién de que a pesar de ser un diagnostico de exclusion es una entidad
clinica definida, con agregacion familiar, un patrén especifico de herencia autosémico dominante
y un grupo poblacional de riesgo. Por su parte, los casos de neutropenia crénica benigna no
fueron excluidos dado que la distinciébn conceptual con ICUS es difusa, y es probable que
pertenezcan al espectro de una misma entidad.

La neutropenia crénica benignha es un diagnéstico de descarte, de buen prondstico,
caracterizado por una neutropenia persistente durante al menos tres meses, en ausencia de
enfermedad alguna que la explique o de algun antecedente exposicional relevante (110); sin
embargo, posteriormente fue introducido el término ICUS, cuya definiciébn, como se reviso
previamente, se superpone. Incluso, estudios recientes han demostrado que una proporcion de
los pacientes diagnosticados con neutropenia crénica benigna tienen mutaciones somaticas en
genes relacionados con neoplasias mieloides con una VAF que los clasificaria como CCUS (111).

Teniendo las consideraciones previas presentes, en nuestra serie de pacientes con
citopenia inexplicada persistente, la mayoria fueron mujeres, con una edad media cercana a los
53 afios. La media de conteo de neutrdéfilos se ubicé en el rango de neutropenia leve y no se
encontraron otros hallazgos de importancia en otros pardmetros hematolégicos. Estos datos son
concordantes para los reportados en la literatura (111).

El SMD correspondié al 2.8% de los casos estudiados en el laboratorio de patologia;
como era esperado, la mayor parte de estos pacientes fueron hombres con edad avanzada. En
comparacion con los datos previamente reportados, se encontré6 mayor frecuencia de
neutropenia y trombocitopenia. La mayor parte de los pacientes presentaron sintomatologia
relacionada con la presencia de citopenia, lo cual si es consistente con estudios previos (21). La
mayor parte de los pacientes presenté comorbilidades, sin embargo, esto mas probablemente se
relaciona con otros factores, como la edad; en este aspecto vale la pena resaltar que no hubo
diferencias significativas con los pacientes con citopenia inexplicada.

La macrocitosis y la presencia de trombocitopenia 0 neutropenia se han considerado
claves para sospechar SMD en el contexto clinico adecuado (103,111); respecto a esto, los
conteos de plaquetas y neutrdéfilos fueron significativamente menores en los pacientes con SMD
y el VCM fue significativamente mayor respecto a los pacientes con citopenia inexplicada. Los
valores medios de hemoglobina, conteo de neutrdéfilos y plaguetas son concordantes con los
reportados en poblaciones occidentales y son mayores a los encontrados en el subcontinente de
la india (21,61).

Desafortunadamente no se encontré registro de cariotipo para la mayoria de los pacientes
y en los que si contaron con este, fue anormal en aproximadamente el 32%, lo cual contrasta
con las estimaciones reportadas en la literatura que ubican su frecuencia entre el 40-50% (1,2).
Las anormalidades citogenéticas encontradas pertenecieron a las categorias intermedio, bueno
y muy bueno, lo cual concuerda con las estimaciones del CCSS. Es llamativo que en nuestra
serie solo se haya encontrado un caso con del(5q), teniendo en cuenta que en series previas se
ha reportado entre las primeras anomalias citogenéticas en frecuencia. Esta observacion podria
atribuirse al no uso de FISH para la deteccion de esta alteracion cromosémica, dada su mayor
sensibilidad que el cariotipo (21); sin embargo, es dificil establecer alguna conclusion en este
punto teniendo en cuenta que la proporcion de pacientes clasificados como SMD con del(5q) fue
la esperada de acuerdo con la literatura y que cariotipo fue desconocido en la mayor parte de los
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individuos.

En cuanto al diagndstico especifico de SMD y a la clasificacion IPSS-R, nuestra serie no
difiere de la distribucién en las categorias reportada en otras poblaciones (1,21,22,30-32,34).

En ninguno de los casos se encontré reporte de estudio molecular para neoplasias
mieloides; multiples estudios han demostrado el impacto en el diagndstico y prondstico de estas
entidades, por lo que su utilizacion en el abordaje de los pacientes con SMD adquiere cada vez
mayor trascendencia. En el presente estudio se hizo una caracterizacion de la expresion de
proteinas relacionadas con algunos de estos genes (P53, EZH2 y H3K27me3).

El uso de inmunohistoquimica para P53 como un marcador de su mutacién ya ha sido
reportado y puede incluirse en el abordaje diagnostico de los pacientes con SMD (1,9,10,13,73).
Desafortunadamente no se cont6 con el tejido de médula 6sea del Gnico paciente con diagnostico
de SMD con del(5q), entidad en la que la mutacién de TP53 tiene impacto terapéutico. Se
encontraron 2 casos (5%) con tincion superior al umbral de positividad, lo que es concordante
con la frecuencia estimada la mutacién del gen en SMD (15). Los demas casos mostraron en su
mayoria ausencia completa de tinciéon y en algunos casos solamente una tinciéon tenue y en un
porcentaje muy bajo de la celularidad. En nuestra opinion, este perfil de marcacion fue de
interpretacion sencilla y con las herramientas de analisis de imagen disponibles, se puede
simplificar aun mas. Dada la no disponibilidad del estudio de FISH para p53/17p13.1 y/o
secuenciacion, no fue posible realizar la correlacion de la inmunomarcacién con la alteracién de
este gen en cada caso.

La expresion de EZH2 y H3K27me3 fue heterogénea; en todos los casos se observé
algun grado de tinciéon en el tejido (exceptuando un caso completamente negativo para EZH2),
con diferentes porcentajes e intensidades de tincidn; en estudios previos se han empleado
puntajes de inmunohistoquimica para ponderar esta heterogeneidad (74,75), abordaje que
también empleamos. En nuestra opinién, a pesar de que el marcador es facil de observar, esta
variabilidad dificulta establecer alguna alteracion de la inmunomarcacion, por lo que el uso de
ayudas para analisis de imagen es importante para objetivar el resultado.

La positividad fue observada en todos los casos en las lineas mieloide y/o
megacariocitica, con una tendencia a predominar en los elementos mas inmaduros. Un hallazgo
interesante es que el H3K27me3 en los megacariocitos de algunos casos fue variable, siendo
negativo o mostrando diferentes intensidades de tincién dentro de un mismo ndcleo. Se encontré
una correlacion positiva entre la marcacién de EZH2 y H3K27me3; conociendo el papel del EZH2
en la regulacion de la metilacion de H3K27, era esperado encontrarse esta asociacion como ya
se ha reportado en estudios previos (74,75).

Dada la no disponibilidad de los estudios moleculares, no fue posible establecer la
correlacion entre la pérdida de la tincién en alguno de estos dos marcadores y la mutacion de
EZH2. Sin embargo, teniendo en cuenta el impacto pronostico de esta mutacién, se intentd
encontrar alguna asociacion con variables clinicas de interés; no logramos encontrar una
correlacion entre la expresion de EZH2 o H3K27me3 con los valores de hemoglobina, el conteo
de neutrofilos o de plaguetas y el IPSS-R. Tampoco se encontrd correlacion de la pérdida de
tincion de EZH2 con la presencia de cariotipo anormal, requerimiento transfusional o necesidad
de tratamiento farmacolédgico; estudios previos tampoco habian logrado encontrar estas
asociaciones.

Es importante tener en cuenta que es probable que no todas las mutaciones en EZH2 se
traduzcan en pérdida de su expresion; por ejemplo, es esperable que las mutaciones de tipo
nonsense alteren significativamente la expresion de la proteina, sin embargo, no necesariamente
las mutaciones de tipo missence o frameshift generan una alteracion en la antigenicidad de la
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proteina que modifique significativamente la expresion del marcador en el tejido (75); ademas de
esto, debe valorarse si cada una de estas mutaciones tienen el mismo valor pronéstico. Otro
factor para tener en cuenta es la influencia de la carga alélica en la expresion de esta proteina;
gueda por determinar si mayores VAF generan mayores pérdidas de expresion o simenores VAF
no la alteran considerablemente. En condieracion de todos estos factores, la realizacion de otros
estudios con muestras mas grandes y con evaluacién de las alteraciones moleculares son de
importancia para la adecuada caracterizacion de la expresion de la proteina en esta entidad.

Ninguno de los cariotipos documentados en los pacientes analizados presento
aberraciones en el cromosoma 7, las cuales son de pobre pronéstico y se relacionan con
alteraciones en EZH2 (74,75).

11. LIMITACIONES

A pesar de que se obtuvo un numero considerable de registros de la totalidad de
pacientes valorados en el laboratorio de patologia en el periodo de estudio, el nimero de
pacientes con SMD y con citopenias inexplicadas fue mas bien reducido y no se logré completar
el tamafio de muestra calculado para el estudio, lo que limita la interpretacion de los resultados
obtenidos.

Ninguno de los pacientes con citopenia inexplicada o SMD contaron con estudio
molecular por secuenciacién para neoplasias mieloides; de hecho, mas de la mitad de los
pacientes no tenian resultado de cariotipo disponible y ninguno tenia estudio de FISH. Estas
dificultades impactaron en la interpretacién de la expresién por inmunohistoquimica de las
proteinas de interés, ademas de limitar la caracterizacion clinica de los pacientes, dado que en
los casos sin cariotipo disponible el IPSS-R fue calculado sin tenerlo en cuenta (el célculo se hizo
asumiendo pertenencia al grupo pronéstico bueno de CCSS). Adicionalmente, como se
menciond previamente, el uso de FISH puede impactar en la deteccién de del(5q), al ser mas
sensible.

Dada la segmentacion del sistema de salud, en muchos pacientes se pierde el
seguimiento dado que la garantia de este esta sujeto a las dinamicas propias del asegurador,
esto es, muchos pacientes continllan su manejo en otras instituciones o pueden no continuarlo
en absoluto, por lo que el desenlace de muchos de los pacientes incluidos se desconoce, lo que
limita la caracterizacion clinica y el establecimiento de asociaciones con la expresion de las
proteinas estudiadas. Esto mismo también impacta en la disponibilidad del tejido para estudio,
dado que muchos de los pacientes retiran su material al continuar el seguimiento en otro centro
médico.

Finalmente, el relativo pequefio tamafio de la muestra y la no disponibilidad del material
estudiado limitd la posibilidad de completar el estudio con el marcador ABCB7, dado que al no
contar con tejido de ninguno de los casos de SMD con Sideroblastos en Anillo, la interpretacién
de los resultados iba a verse mas comprometida.

12. CONCLUSIONES

e La citopenia de causas no neoplasicas es una entidad prevalente en los pacientes
estudiados con biopsia de médula 6sea, en concordancia con lo reportado en otras
poblaciones. Sin embargo, a diferencia de los reportado en otras series, hay una mayor
frecuencia de neutropenia y trombocitopenia, mayor representacion de causas
relacionadas con autoinmunidad y menos enfermedades infecciosas o etiologias
carenciales.

e Las caracteristicas de los pacientes con SMD en esta serie son concordantes con lo
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reportado en otros estudios, sin embargo, difieren por una mayor frecuencia de
trombocitopenia y neutropenia, ademas de una menor frecuencia de del(5q). Esta ultima
observacion esta limitada por la no disponibilidad de cariotipo en la totalidad de los
pacientes descritos.

e En comparacion con los pacientes estudiados en Asia meridional, los pacientes con SMD
de esta serie tuvieron una media mayor en los valores de hemoglobina y los conteos de
neutréfilos y plaquetas, aproximandose mas a las reportadas para poblaciones
occidentales.

e En comparacion con los pacientes con citopenia inexplicada, en los pacientes con SMD
predominan los hombres de edad avanzada, con una mayor relacién hombre: mujer y una
media de edad mayor. Ninguno de los pacientes en seguimiento por citopenia inexplicada
tuvo requerimiento transfusional o necesidad de tratamiento y los parametros del cuadro
hematico estuvieron significativamente menos alterados que los de los paicentes con
SMD.

e La interpretacion de la expresion de P53 en biopsia de médula ésea en el contexto de
SMD es sencilla y estudios previos la han correlacionado con el estado del gen, sin
embargo, esta correlacion en esta serie de pacientes esta por establecer.

e La expresion de EZH2 y de H3K27me3 se correlacionan positivamente, sin embargo, no
se observo correlacion significativa entre la expresion de alguna de estas proteinas y los
hallazgos del cuadro hemadtico, el IPSS-R, el requerimiento de transfusiones, la presencia
de anomalias citogenéticas o necesidad de tratamiento quimioterapéutico. El
comportamiento de la expresion de estas proteinas en relacion con el estado de EZH2
(mutado vs no mutado, VAF de la mutacién y tipo de mutacién) en esta serie de pacientes
esta por establecer.

13. PRODUCTOS ESPERADOS

Se espera contribuir al conocimiento de las citopenias y el SMD en nuestra poblacién, asi
como del abordaje diagnéstico de esta ultima entidad, en la cual la patologia puede impactar en
el prondstico e incluso el tratamiento de los pacientes. De la misma forma, la construccién del
registro de pacientes evaluados con biopsia de médula 6sea en el laboratorio de patologia
constituye un insumo para el estudio de otras entidades de interés en hematologia en nuestra
poblacién. Se realizard un manuscrito consolidando los hallazgos del estudio para su publicaciéon
y socializacion en revistas y/o eventos académicos del medio.
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15. ANEXOS

ANEXO 1. Limitaciones reportadas para la interpretacion de las biopsias de médula ésea
valoradas en el laboratorio de patologia entre 2017 y 2022.

Aspiracion, Colapso,

Fragmentacion y/o 20 10.2%
Hemorragia

Fijacion/Decalcificacion 1 05%
Prolongada

Histoquimica 17 8.6%
Inmunohistoquimica 123 62.4%
Representacion escasa 33 16.8%
No Especificado 3 15%

Total | 197

Limitaciones para la interpretacion:
Inmunohistoquimica
4

3.3%

1.6%

= Ausencia de Controles = Tinci6én de Fondo
Pérdida de Inmunogenicidad = No Autorizacién por Asegurador

= Marcacion Inespecifica No Especificado
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ANEXO 2. Distribucién de las entidades documentadas en el registro de médulas Oseas
valoradas en el laboratorio de patologia de 2017-2022

Aplasia 21 1.5%
Hggﬁgllqcébinuria Paroxistica 3 0.2%
Leucemia Linfoblastica Aguda 39 2.8%
Leucemia Mieloide Aguda 67 4.8%
Leucemia No Clasificada 2 0.1%
Leucemia de Células T Maduras 9 0.6%
Leucemia/Linfoma No Clasificado 25 1.8%
Linfoma Hodgkin 33 2.3%
kllggglrgzigls? d|_|e0(03|gllzI Inag BOtl(/Iaanuras 2251 16.0%
Linfoma T 21 1.5%
Mastocitosis 9 0.6%
Neoplasia de células plasmaticas 203 | 14.4%
Neoplasia Mielodisplasica 40 2.8%
Neoplasia Mieloproliferativa Cronica 117 8.3%
Neoplasia No Hematolinfoide 35 2.5%
Neoplasias de Células Dendriticas 1 0.1%
kl/lie(glglfiil&sésicas/Mieloproliferativas 18 1.2%
Neoplasias Mieloides Secundarias 1 0.1%
Sindrome Hemofagocitico 2 0.1%
Timoma 1 0.1%
Citopenias 314 | 22.3%
Citosis 48 3.4%
Otros 1731 12.4%
Insuficiente para diagnoéstico 1 0.1%

Total | 1408
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Linfoma
Linfoplasmocitico
0.9%

Neoplasias de Células B Maduras (No Hodgkin)

Leucemia de Células

Leucemia Linfocitica Peludas
No clasificado Croénica/Linfoma 2.7%
Linfocitico de Célula

llbzq;;na ___Linfoma B
Linfoma 7D — Agresivo

MALT — . 5305

Linfoma Folicular

9.3%
Linfoma B Difuso de
Célula Grande
‘ 27.1%
Linfoma del Manto

5.3%

Linfoma de Zona Linfoma de Zona ) .
Marginal Esplénico Marginal Linfoma ds Burkitt
2.7% 0.9% 2.7%

Linfomas T

Linfoma de
Células T/NK
Extranodal

1
Linfoma Anaplasico 5%

No clasificado
6
28%

! Linfoma T
Angioinmunoblastico
Linfoma T 2

0
Periférico NOS 24%

Micosis
Fungoides -
1 19%

5%
Linfoma T
Hepatoesplénico
1
5%



Casos de Leucemias T Maduras (No.)

Leucemia de Linfocitos Grandes
Granulares

Leucemia/Linfoma de Células T del
Adulto

Sindrome de Sézary

No Clasificado

83
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ANEXO 3. Resultados del estudio de inmunohistoquimica para EZH2 en los 23 casos.

Caso Celularidad Positividad  Positivo  Total 1+ (%) 2+ (%) 3+ (%) IHQ
Total (#) total (#) (%) score
1 1206 295 0.244610282 0.244610282 O 0 0.2
2 2677 0 0 0 0 0 0
3 2670 885 0.331460674 0.175655431 0.06928839  0.086516854 0.6
4 3169 2808 0.886083938 0.557273588 0.24581887 0.08299148 1.3
5 2121 612 0.28854314 0.205091938 0.055162659 0.028288543 0.4
6 3203 660 0.206056822 0.148610677 0.034030596 0.023415548 0.3
7 1922 308 0.16024974 0.081685744 0.033818939 0.044745057 0.3
8 1977 1058 0.535154274 0.535154274 0 0 0.5
9 1393 235 0.168700646 0.113424264 0.035893754 0.019382627 0.2
10 1615 194 0.120123839 0.086687307 0.022910217 0.010526316 0.2
11 1388 361 0.260086455 0.126080692 0.087896254 0.04610951 0.4
12 1517 1058 0.697429136 0.085036256 0.290046144 0.322346737 1.6
13 1831 709 0.387220098 0.21572911  0.096668487 0.074822501 0.6
14 373 205 0.549597855 0.225201072 0.198391421 0.126005362 1
15 1639 1502 0.916412447 0.183648566 0.248932276 0.483831605 2.1
16 1800 493 0.273888889 0.115 0.053888889 0.105 0.5
17 2419 1213 0.501446879 0.186027284 0.128978917 0.186440678 1
18 3357 776 0.231158773 0.163836759 0.067322014 O 0.3
19 2353 567 0.240968976 0.240968976 0 0 0.2
20 868 755 0.869815668 0.184331797 0.282258065 0.403225806 2
21 2644 732 0.276853253 0.274962179 0.001891074 O 0.3
22 2570 753 0.292996109 0.140077821 0.067315175 0.085603113 0.5
23 1623 838 0.516327788 0.275415896 0.126309304 0.114602588 0.9
SR
e
. ." .“" - I ":a“:\‘ 'o
2 s BNy
¢ ek Blgba 4
. :':'” ‘u. ”%..
e e
6 Yl P s
- P -

P05|t|V|dad en eI 88.61% de la celularidad, predomlnantemente tenue (+1 55.72%) e intermedia (+2, 24 58%)
El IHQ score fue de 1.3.
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Positividad en el 69.74% de la celularidad, predominantemente intermedia (+2, 29%) e intensa (+3, 32.23%). El
IHQ score fue de 1.6.

Positividad en el 54.98% de las células. El IHQ score fue de 1. Abundantes histiocitos, algunos cargados de
hemosiderina que dificultan la valoracién
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ANEXO 4. Resultados del estudio de inmunohistoquimica para H3K27me3 en los 23 casos.

Caso Celularidad Positividad Positivo Total (%) 1+ (%) 2+ (%) 3+ (%)
Total (#) total (#)

1 524 187 0.356870229 0.072519084 0.06870229 0.215648855
2 1429 103 0.072078376 0.058782365 0.011896431 0.00139958
3 2516 1244 0.494435612 0.080683625 0.069554849 0.344197138
4 1364 611 0.447947214 0.153225806 0.08431085 0.210410557
5 995 174 0.174874372 0.042211055 0.015075377 0.11758794
6 1055 461 0.436966825 0.075829384 0.071090047 0.290047393
7 1304 700 0.536809816 0.075153374 0.060582822 0.40107362
8 947 410 0.432946146 0.165786695 0.026399155 0.240760296
9 1005 253 0.251741294 0.053731343 0.060696517 0.137313433
10 1779 364 0.204609331 0.056211355 0.048903879 0.099494098
11 924 432 0.467532468 0.072510823 0.05952381 0.335497835
12 670 461 0.688059701 0.020895522 0.040298507 0.626865672
13 1688 1248 0.739336493 0.082345972 0.072867299 0.584123223
14 378 350 0.925925926 0.047619048 0.113756614 0.764550265
15 1279 1175 0.918686474 0.068021892 0.081313526 0.769351056
16 1204 938 0.779069767 0.079734219 0.074750831 0.624584718
17 1853 967 0.521856449 0.104155424 0.148407987 0.269293038
18 1587 851 0.536231884 0.095778198 0.086956522 0.353497164
19 1205 663 0.550207469 0.100414938 0.097095436 0.352697095
20 642 342 0.53271028 0.208722741 0.185358255 0.138629283
21 1879 637 0.339010112 0.261309207 0.036189462 0.041511442
22 795 624 0.78490566 0.01509434 0.013836478 0.755974843
23 1205 1002 0.83153527 0.009128631 0.010788382 0.811618257
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Positividad nuclear en el 78.4% de la celularidad predominantemente intensa (+3)
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Positividad nuclear en el 68.7% de la celularidad predominantemente intensa (3+)
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