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RESUMEN

Introducciéon: Los sindromes mielodisplasicos (SMD) son una agrupacion de
enfermedades clonales adquiridas que afectan principalmente a la poblacién adulta mayor
y que tienen alto riesgo de evolucionar a leucemia aguda. El diagndstico de esta entidad
es dificil desde el punto de vista clinico y paraclinico, por esto es indispensable evaluar la
utilidad de las técnicas diagnésticas presentes y estandarizar sus resultados para llegar a
diagnésticos rapidos y precisos. La citometria de flujo ha sido reportada como una
herramienta util en la caracterizacion de SMD, sin embargo, hace falta la estandarizacion
de la técnica y sus mecanismos de analisis para que sea mas especifica y menos
subjetiva en la practica clinica. Los indices citométricos han sido un acercamiento a este
objetivo; alli se emplean formulas matematicas simples que comparan la expresién de un
marcador en una poblacion problema con respecto a una poblacion control. Estas
medidas hacen de este resultado una medida objetiva, reproducible y no dependiente del
observador.

Objetivo: formular indices citométricos como herramienta diagndstica en mielodisplasia y
correlacionar con hallazgos morfoldgicos y citogenéticos.

Materiales y métodos: Se realizé un estudio retrospectivo y exploratorio en donde se
analizaron los datos de citometria de flujo de 59 pacientes y 10 controles y se evaluaron
67 indices citométricos, buscando diferencias entre los dos grupos evaluados.
Resultados y Discusion: Varios de los indices citométricos evaluados presentaron
diferencias significativas entre los grupos de controles y pacientes haciendo de ellos
potenciales candidatos para la aplicacion en el analisis de rutina por citometria de flujo en
el diagnéstico de SMD. Los indices citométricos mas representativos son aquellos que
involucran la medicién de complejidad interna de neutréfilos, la cantidad de monocitos no
clasicos, el coeficiente de variacién (CV) del CD71, el CD36, el CD11b y de antigenos de
precursores CD34+, el producto de la division entre la suma de neutréfilos en estadio
temprano sobre las formas mas maduras. Algunos de estos hallazgos ya han sido
utilizados de rutina por otros autores y se han aplicado a la estrategia de analisis con
resultados clinicamente significativos.

Conclusiones: El uso de indices citométricos es una forma de hacer numérica los
analisis visuales propias de la citometria de flujo, de modo tal que sean mas faciles de
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interpretar y que mitiguen la subjetividad propia de la interpretacion de patrones visuales
haciendo mas rapido y preciso el analisis. El uso de esta herramienta es un acercamiento
a la estandarizacién en el diagnostico de SMD por citometria de flujo.

Palabras claves: Sindrome mielodisplasico, mielograma, histologia, citogenética,
citometria de flujo, mielodisplasia, indices citométricos

Key words: Myelodysplastic syndrome, bone marrow aspirate, histology, cytogenetics,
flow cytometry, myelodysplasia, cytometry index.

INTRODUCCION

Los Sindromes Mielodisplasicos (SMD) son un grupo heterogéneo de enfermedades
clonales de las células progenitoras hematopoyéticas de compromiso mieloide que se
manifiestan con alteraciones morfoldgicas, inmunofenotipicas, funcionales y gendmicas
en medula ésea. El resultado de dichas alteraciones es la hematopoyesis ineficaz,
elevada expresion de apoptosis intramedular que se reflejan con citopenias periféricas,
displasia morfoldgica y alto riesgo de evolucionar a leucemia mieloide aguda (LMA)2.

Los SMD estan estrechamente ligados a la edad de los pacientes con una edad promedio
de 70 afos. Esta entidad tiene una incidencia de 3-5 casos por cada 100.000
habitantes/afio y 20 casos por cada 100.000/afio en adultos mayores de 70 afios. La
aparicion en la edad pediatrica y en el adulto joven es rara, <10% de los pacientes son
menores de 50 afos, el 80% de los casos son mayores de 60 afos y menos del 5%
representan edades pediatricas®. Este trastorno tiene un predominio en los hombres,
excepto en la delecion aislada de 5q que predomina en mujeres*. En América Latina se
estd presentando una transicion demografica, en donde la poblacién infantil es
proporcionalmente inferior en comparacion a la poblacion mayor y en donde es evidente
el incremento de la esperanza de vida®, y por lo tanto, el aumento en la prevalencia de
dicha entidad. A pesar de esto, en Colombia no se cuenta con datos publicados de
incidencia ni prevalencia y tampoco se conocen las particularidades de los pacientes que
permitan tener datos propios®.

El diagnéstico de mielodisplasia en el contexto de una situacion clinica no definida es
sumamente delicado y ha sido descrito como dificil ya que depende de una integracién de
muchos aspectos como antecedentes, clinica del paciente, morfologia sanguinea, valores
de hemograma, bioquimica general, bacteriologia, virologia, datos de la médula ésea,
tanto morfoldgicos como estructurales, caracteristicas fenotipicas, estudios citogenéticos
y moleculares, todo esto con finalidad de descartar diagnosticos diferenciales y llegar a la
patologia buscada que en muchos casos es de descarte’.

Con estos datos, actualmente se clasifica esta entidad en varios subtipos diagndsticos
segun la organizacién mundial de la salud (OMS) en su version revisada de 2016 y
publicada en 20172

e SMD con displasia multilinea (MDS-MLD)
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e SMD con displasia unilinea (MDS-SLD)

e SMD con sideroblastos en anillo (MDS-RS), con displasia multilinea (MLD) o
unilinea (SLD)

e SMD con exceso de blastos (MDS-EB), de tipo 1 y 2 segun la cantidad de blastos.

e SMD con del(5q) aislada

e SMD no clasificable entre los cuales se encuentra SMD con 1% de blastos en
sangre, la citopenia refractaria de la infancia, la displasia unilinea con pancitopenia
(MDS-U) y asociada con otras alteraciones citogenéticas recurrentes.

Para llevar a cabo el diagnéstico, la OMS y algunos grupos de diagndstico en SMD han
propuesto unos criterios (mayores y co-criterios) para el diagnéstico de esta entidad
siempre y cuando se cumpla el prerrequisito de presentar alguna citopenia sostenida por
mas de 4 meses en eritrocitos, neutréfilos o plaguetas (a menos que haya presencia de
alguna alteracion citogenética recurrente en SMD en donde solo se necesitan dos meses);
y de descartar una causa no hematoldgica como explicacion a la citopenia 8°.

Los criterios mayores mencionados son:

o displasia de al menos el 10% de las células en uno o mas linajes principales de
médula ésea (en linea eritroide, de neutrofilo y megacariocitica)

e un aumento en los sideroblastos en anillo =2 15% (0 = 5% en presencia de la
mutacién SF3B1),

e un aumento en mieloblastos de 5-19% en aspirados medulares (pero en ausencia
de reordenamientos de genes especificos de LMA) o mieloblastos de 2 a 19% en
frotis de sangre periférica

e un cariotipo relacionado con SMD (5q-, -7, complejo, etc.)

Se debe cumplir al menos uno de estos criterios junto con los prerrequisitos anotados
para llegar al diagndstico de SMD. Cuando no se cumplen los criterios mayores pero el
paciente presenta caracteristicas clinicas tipicas y no se puede detectar ninguna otra
enfermedad subyacente, aun se puede considerar el diagndstico de SMD cuando se
cumplen los siguientes co-criterios (se deben cumplir dos como minimo)&:
e Hallazgos histologicos e inmunohistoquimicos anormales y altamente sugestivos
de SMD
e Multiples patrones aberrantes en células mieloides y eritroides por medio de
citometria de flujo multiparamétrica (CF)
e Evidencia de poblacién clonal de células mieloides determinada a través de
estudios moleculares (Secuenciacion de proxima generacion, NGS por sus siglas
en ingles) en donde se detecten mutaciones somaticas tipicas de SMD.

Si bien se documenta el analisis inmunofenotipico como una herramienta util y es utilizado
como co-criterio, durante largo tiempo se considerd que la caracterizacién inmunoldgica
por CF no desempefid un rol significativo en la practica clinica para el diagndstico de
SMD. Sin embargo, avances recientes en este campo de investigacion han estado en
funcién de cambiar este concepto y han logrado que esta herramienta se incluya en los
esquemas actuales como se anotd previamente. Estos estudios sugieren que la
citometria de flujo puede asistir como método diagndstico y prondstico en SMD,
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especialmente cuando las pruebas diagnosticas estandar como la citomorfologia y el
cariotipo presentan inconvenientes o son normales, suceso que puede pasar hasta en el
50% de los casos %', Se ha reportado que algunos pacientes con SMD de riesgo bajo
(sin requerimiento transfusional y cariotipo normal), se pueden distinguir de los pacientes
con citopenia idiopatica de significado incierto (ICUS por sus siglas en inglés, |diopathic
cytopenia of undetermined significance), basandose en anormalidades fenotipicas
detectadas por CF como la posibilidad de enumerar aberraciones fenotipicas en las
células mieloides y poblacion blastica (incluso cuando los blastos son menores al 5% en
médula 6sea (MO)'?7'5, Incluso Della Porta ha descrito en su revisién que la CF es mas
sensible en detectar displasia mieloide que la morfologia’®.

A pesar de las ventajas citadas, la CF tiene un inconveniente importante y ha sido la falta
de estandarizacion tanto técnica como analitica en el diagndstico de SMD'".  El enfoque
mas utilizado para evaluar la displasia mieloide mediante CF es el analisis de
reconocimiento de patrones en las graficas citométricas, el cual se basa en una
evaluacion cualitativa de la desviacién del patrén de expresion de antigenos en SMD con
respecto pacientes control. Aunque este enfoque es una buena herramienta para
operadores expertos, existen varios puntos débiles en su analisis al ser dependientes de
la observacion subjetiva de cada operador y no hay datos de reproducibilidad robustos '~
9. Oftro punto para tener en cuenta es que algunos casos de SMD se presentan con
anormalidades en CF que no son especificas debido a que algunas alteraciones se han
visto en citopenias no clonales limitando su especificidad y por lo tanto el diagnostico®.

Para resolver esto, diversos grupos han estudiado el uso de puntajes citométricos como
herramienta diagnostica'”'®.  En estos sistemas de puntaje se ordena el andlisis de
aberraciones citométricas segun su importancia y a las cuales se le asigna una
puntuaciéon, la suma de ellas puede discriminar SMD de citopenias no clonales con
sensibilidades que van desde el 72 hasta el 86% y especificidades que van desde el 89%
al 100%'"'7.  Este tipo de puntuaciones pueden ser bastante Utiles cuando los SMD son
de bajo grado y no presentan alteraciones tipicas como incremento de blastos,
sideroblastos en anillo o alteraciones citogenéticas aberrantes y propias de SMD™®.

El puntaje mas mencionado y que incluso es recomendado por la OMS en su clasificacion
de 2017 y por el IMDSflow en su consenso de 2014 es el puntaje de Ogata®'®. Este
puntaje es una puntuacion de 4 parametros que consiste en:

la medida de la dispersion de luz lateral (SSC de side scatter por sus siglas en inglés) en
neutrofilos sobre la medida de SSC de los linfocitos. Si este cociente es inferior a 6 se le
asigna un puntaje de 1.

el porcentaje de células B progenitoras en el compartimiento CD34+. Si este valor es
igual o inferior a 5% se le asigna un puntaje de 1.

el porcentaje de progenitores mieloides CD34+ con respecto al total de células nucleadas.
Si este porcentaje es mayor a 2% se le asigna un puntaje de 1.

la relacion entre la intensidad media de fluorescencia (IMF) de CD45 en linfocitos sobre la
IMF de CD45 en progenitores mieloides CD34+. Si este indice es superior a 7.5 o menor o
igual a 4 se le asigna un puntaje de 1
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Esta puntuacion si es igual o superior a 2 presenta una sensibilidad del 70% y una
especificidad del 93% en pacientes con SMD de bajo riesgo con respecto a controles
citopénicos’®.

A pesar de este acercamiento a la objetividad, estos puntajes siguen dependientes del
analisis cualitativo de patrones antigénicos anormales, lo que es dificil de traducir a
valores numéricos que permitan tener valores de referencia, es altamente subjetivo, es
dependiente de personal experto y los analisis no son faciles de interpretar por los clinicos
al no tener valores numéricos?'?2.  Son pocos los estudios que han intentado introducir
evaluaciones cuantitativas de parametros inmunofenotipicos y asi hacer de esta
evaluacion objetiva. Los indices descritos en el puntaje de Ogata han sido un
acercamiento a este objetivo; alli se emplean formulas matematicas simples que
comparan la expresion de un marcador en una poblacién problema con respecto a una
poblacion control, un ejemplo es la mediana de SSC en neutréfilos con respecto a
linfocitos, que si es menor a 6 se considera alterado. Estas medidas hacen de este
resultado una medida objetiva, reproducible y no dependiente del observador’.

Evgenia y Col. reportaron un indice matematico entre la expresion de diversos antigenos
comunmente alterados en linea mieloide de SMD, concluyendo que el valor matematico
reportado puede tener buena sensibilidad en discriminar pacientes con SMD de pacientes
sin alteracion clonal®. En este estudio se desarrollé una formula matematica que combina
la expresion antigénica de marcadores seleccionados del compartimiento granulocitico de
la médula 6sea con el cociente de la poblacibn madura sobre la inmadura de los
neutrdfilos, esto da como resultado el indice de dismielopoyesis (DMI).

Esta férmula se basa en la medicion de la intensidad de expresion de antigenos como el
CD16, CD11b en los granulocitos maduros y su porcentaje debido a la hipétesis de que
los perfiles fenotipicos anormales en esta poblacién son un fuerte indicador de displasia.
Por otro lado, se mide la intensidad media de fluorescencia (IMF) de CD45 de la poblacion
mieloide con respecto a la IMF de CD45 de la poblacién linfoide, y la IMF de CD45 en los
progenitores mieloides, hallazgos descritos por Ogata como anormales’. Por ultimo, se
incluye la relacion entre el porcentaje de granulocitos terminales CD16+ y el porcentaje de
progenitores mieloides como una cuantificacion aproximada de la desviacion a la
izquierda descrita en los neutréfilos de SMD. A este resultado se le aplica transformacion
logaritmica para armonizar los resultados?>?4. El resultado de esta formula es el DMI
expuesto anteriormente.

Valores de DMI superiores a 4.521 fueron considerados normales, y valores inferiores
fueron asociados a SMD con sensibilidad de 84.5% y especificidad de 93.6% identificando
SMD en 77.2% de los pacientes de bajo grado; ademas reveld displasia multilinea para
varios casos que habian sido clasificados como anemia refractaria y anemia refractaria
con sideroblastos en anillo. En conclusion, el autor expreso que el DMI es un indicador
sensible de dismielopoyesis que vuelve objetiva la interpretacion de los resultados y es
mas rentable en tiempo y costo que los enfoques actuales si la formula se introduce de
forma automatica en software de analisis citométrico, haciendo de los indices citométricos
una herramienta valiosa para el diagnostico de SMD?.
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El propdsito de este estudio es explorar la posibilidad de establecer nuevos parametros
inmunofenotipicos utiles en el diagnostico por CF en SMD a modo de indices citométricos,
que dependerian menos de la experiencia del operador y seria mas efectiva en cuanto a
costos calidad y tiempo que los enfoques actuales. Para ello se emplearan féormulas
matematicas simples a modo de indices que combinen la expresién antigénica de
marcadores seleccionados del compartimiento granulocitico, monocitico y eritroide de la
médula 6sea, contra la proporcién de poblaciones celulares maduras linfoides a modo de
referencia y que den como resultados indices citométricos que representen la
dismielopoyesis.

OBJETIVOS:

General:
e Formular indices citométricos mieloides como herramienta diagndstica en
pacientes con sindrome mielodisplasico y correlacionar con hallazgos
morfoldgicos y citogenéticos.

Especificos

o Describir las caracteristicas clinico-epidemioldgicas de la poblacion de estudio

e Identificar las alteraciones citométricas, citogenética y morfolégicas de la
poblacion en estudio

e Construir indices citométricos mieloides en poblaciones patolégicas y control

e Calcular la significancia estadistica de los indices citométricos entre las
poblaciones evaluadas

e Calcular la correlacion entre indices citométricos con significancia estadistica con
los hallazgos patoldgicos paraclinicos, morfolégicos y citogenéticos.

Hipotesis
e El uso de indices citométricos permite detectar de forma numérica alteraciones
fenotipicas en pacientes con sindrome mielodisplasico.

MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio
Estudio de tipo exploratorio, transversal y retrospectivo

Pacientes
Se analizaron los ficheros para citometria de flujo a modo de fuente de informacién
primaria y los reportes de pruebas e historias clinicas de los pacientes estudiados en el
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laboratorio Synlab en 2018 de Medellin que ingresaron por citopenia en estudio como
fuente secundaria. Como criterio de inclusion se incluyeron aquellos pacientes que
cumpliera el criterio de citopenia el cual se definid segun la revision de 2016 de la
clasificacion de la OMS de las neoplasias mieloides y la LMA las cuales son: anemia (Hb
<10g/dL), neutropenia (<1.8 x10%uL) o trombocitopenia (<100 x10%/uL)?®. De estos
pacientes se tomaron todos aquellos que se les hubiera realizado el paquete completo de
pruebas de médula ésea (cariotipo, biopsia, mielograma y citometria con paneles
diagnoésticos sugeridos por Euroflow) y que fueran diagnosticados como sindrome
mielodisplasico de Novo después de descartar causas secundarias de la citopenia a modo
de criterio de exclusion (desordenes carenciales, inmunolégicos, infecciosos) a excepcion
de 5 pacientes que se les diagnéstico LMA secundaria a SMD previamente diagnosticado.
El total de pacientes que cumplieron estos requisitos fueron 59. Adicional a lo anterior se
registraron datos de interés y relacionados al curso de la enfermedad como niveles de
lactato deshidrogenasa (LDH) y volumen corpuscular medio (MCV).

El grupo de pacientes control para comparar los datos citométricos con respecto al grupo
con SMD se compone de 10 pacientes que ingresaron para diagnostico de citopenia
secundaria a cancer solido (sospecha de mieloptisis) debido a la imposibilidad de
conseguir donantes sanos de médula ésea por lo traumatico de la toma de la muestra,
que no estuvieran en tratamiento con esquemas citotdxicos, que tuvieran la totalidad de
pruebas en médula ésea incluyendo CF con paneles diagnésticos sugeridos por Euroflow
y que no se les diagnosticara SMD posterior al estudio medular o infiltraciéon por el cancer
en estudio. No se encontraron publicaciones que relacionen la presencia de mieloptisis
con el incremento en la probabilidad de presentar displasia citométrica, mas aun en
pacientes no infiltrados con el tumor no hematoldgico. La excepcién a la premisa anterior
la constituye los pacientes con el sindrome de Li-fraumeni en donde hay predisposicion a
presentar un alto margen de tumores, incluyendo hematolégicos. Sin embargo, en este
estudio no se incluyeron pacientes con esta entidad con alta prevalencia en nifios.

Consideraciones éticas

La Investigacion esta clasificada sin riesgo segun la norma 8430 de 1993 y cumple con
las Pautas Eticas Internacionales para la Investigacion Biomédica en Seres Humanos.
Igualmente se cumple con los principios de confidencialidad, beneficencia no directo al
participante, pero se genera un nuevo conocimiento cientifico que redundara en el futuro a
favor de los pacientes con SMD. Asi mismo el principio de justicia con los criterios de
inclusion y exclusion, toda la informacion sera custodiada por el investigador principal
como se indico a la institucién, que dio el aval para dicha investigacion.

Evaluaciéon morfologica

En cada evaluacion citomorfologia de mielograma se evalué 500 células con recuento
diferencial y caracterizacién cualitativa siguiendo los criterios sugeridos por la International
Council for standarization in Hematology para evaluacién de médula 6sea?®. La displasia
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se definié si se presentaban 10% o mas de células displasicas en una o mas lineas
mieloides como:

e Granulocitos: Neutrdéfilos hipo o agranulares, hipolobulacién de tipo Pelger-Huet,
promielocitos: con cambios en la maduracion nucleo/citoplasma, hipogranulares o
con granulaciones anormales.

¢ Megacariocitos: Micromegacariocitos, formas hipolobuladas, bi o multinucleadas

e Serie eritroide: Nucleo asimétrico o multiple, puentes internucleares, sideroblastos
anillados, cambios megaloblasticos, cariorrexis

e Se hizo recuento de blastos en el total de células nucleadas para compararlas con
el recuento realizado por CF.

La evaluacion histomorfopatoldégica se hizo a través de coloracion basica de hematoxilina
y eosina y evaluando la histotopografia de cada muestra reportando hallazgos displasicos
en cada una de las lineas mieloides si se presentaran.

La coloracion de hierro medular en busqueda de sideroblastos en anillo se realiz6 a través
de coloracién de Perls en extendidos medulares.

Citogenética
El analisis citogenético se realizd en el diagnédstico inicial y los casos fueron clasificados
usando el Sistema International de criterios de nomenclatura citogenética (ISCN 2016)?".

Citometria de flujo

Procesamiento de muestras

Las muestras de médula ésea fueron colectadas en EDTA como anticoagulante y fueron
procesadas y adquiridas en un periodo maximo de 24 horas desde su toma en un
citometro de flujo BD Facs Canto Il de Becton Dickinson. Diariamente se hizo
estandarizaciéon y control de instrumento con perlas comerciales para tal fin y
adicionalmente se verific6 compensacion segun protocolos publicados por este consorcio
en 2012 para asegurar la estandarizacion del instrumento?.

Para la tincion de muestras se utilizaron los anticuerpos y técnicas de marcacion
sugeridos por los consorcios IMDS-Flow y Euroflow para estudio de neoplasias mieloides.
HLA-DR, CD34, CD117 y CD45 se utilizan como marcadores centrales en los paneles y
se agrega CD11b, CD13, CD10 y CD16 para maduracién de neutréfilos, mientras que la
segunda combinacién de anticuerpos CD14, CD64, CD300e y CD35 pueden aplicarse
para el andlisis de diferenciacion monocitico. CD33 en la tercera combinacién con CD36,
CD71 y CD105 como método para diferenciar entre eritroblastos, monocitos y neutréfilos y
evaluar las caracteristicas en eritroblastos, segun lo recomendado por el grupo de trabajo
de flujo de IMDS?*30, Estos anticuerpos se validaron para una cantidad de 500*103Cel/uL
con el objetivo de estandarizar la cantidad de antigeno- anticuerpo. En la siguiente tabla
se relaciona los fluorocromos utilizados segun cada linea celular
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FLUOROCROMO FITC PE PER PE APC APC V450 V500
CP Cy7 H7
LINEA Cy
5.5
NEUTROFILO CD16 CD13 CD34 CD117 CD11b CD10 HLADR CD45
Clona CLB-Fc- L138 8G12 104D2D1 D12 HI10A L243 2D1
gran/1
MONOCITICA CD36 CD56 CD34 CD117 IREM2 CD14 HLADR CD45
Clona CLB-IVC7 = My31 8G12 104D2D1 UP-H2  M¢P9 L243 2D1
ERITROIDE CD35 CD105 CD34 CD117 CD33 CD71 HLADR CD45
Clona E11 266 8G12 104D2D1 P67.6 M-A712  L243 2D1

Para controlar los sesgos propios de la técnica citométrica se verifica que los protocolos
fueron procesados bajo las directrices de calidad relacionadas a compensacion vy
configuracion dadas por Euroflow®’, esto asegura que los niveles de fluorescencia seran
reproducibles con el tiempo y controlados con perlas de calibracion conocidas y
estandarizadas que se evalilan constantemente asegurando que los valores de
fluorescencia para cada fluorocromo no son superiores o inferiores al 15%. El Consorcio
EuroFlow desarrollé y optimizé un procedimiento operativo estandar paso a paso para
configurar el citometro de flujo BD FACSCanto Il de 8 colores el cual fue el instrumento
utilizado. La configuracién estandarizada del instrumento desarrollada por EuroFlow
permite la estandarizacién multiplataforma entre laboratorios y dentro del laboratorio de
mediciones de citometria de flujo.

Si bien un factor de sesgo puede ser la variacion lote a lote de los fluorocromos utilizados
en los paneles de diagndstico, un estudio publicado por Lecrevisse en 2017 en un periodo
de 7 afios demostrd que la variacidon en estas moléculas no era significativo en el 90% de
las moléculas y definian un valor inferior al 20% de CV como estable®.. El CV entre
moléculas fue de FITC (2.1%), PE (3.5%), PECy7 (3.9%), PerCPCy5.5 (5.8%), APC
(5.8%), APCHY7 (7.4%), y APCC750 (14.5%). PB (1.4%), PO (2.4%), HV450 (0.7%) vy
HV500 (1.7%) BV421 (4.1%) y BV510 (16.2%). Estos datos llevan a concluir que no hay
variacion significativa entre los lotes de fluorocromos de los tubos evaluados y que las
evaluaciones serian consistentes entre lotes.

Analisis de datos

El andlisis citométrico fue realizado con el software Infinicyt version 2.0 de la compafiia
Cytognos (Salamanca Espafa). Para la identificacion de poblaciones se utilizaron Los
antigenos propuestos por el European Leukemia Net Working Group Guidelines (ELN)®.
Asi para seleccionar cada poblacién mieloide de interés se utilizd una estrategia de
seleccion multiple con marcadores segun linea asi: para linea eritroide CD71 y CD36,
para progenitores: CD45, CD34, CD117, HLA-DR, CD34; para neutrdfilos: CD11b, CD13,
CD16, CD10 ,CD64, CD35, CD33; para monocitos: HLA-DR, CD11b, CD13, CD16, CD33,
CD14, CD300e, CD64. Los linfocitos fueron utilizados como control y se seleccionaron
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segun caracteristicas de expresion de CD45 en conjunto con caracteristicas de tamafo y
complejidad (SSC, FSC) y expresion negativa de antigenos mieloides.

Creacion de indices citométricos

Con base en los criterios definidos por el ELN y revisiéon de literatura se crearon indices
citométricos que involucraran la expresion de los antigenos mieloides contenidos en los
paneles trabajados a partir de los tubos mieloides Euroflow dirigidos a neutroéfilo, monocito
y eritrocito. Estos indices citométricos fueron configuradas en el software de analisis y
fueron calculados para cada analisis citométrico segun panel correspondiente.

Con estos datos se realizo los analisis estadisticos con la finalidad de calcular diferencias
e identificar expresion cuantitativa de antigenos con poder diagnéstico. Para esto se
compararon los indices citométricos de cada uno de los grupos diagnosticos en SMD y los
controles. Debido a que se tuvieron grupos con pocos datos y con el objetivo de
incrementar su tamafio muestral se creé un grupo de comparacion adicional sumando
pacientes de grupos ya establecidos, teniendo en cuenta las caracteristicas de su grupo
diagnostico y sus caracteristicas en comun. Asi se tiene, grupo exceso de blastos que
incluye EB1, EB2 y LMA, el grupo displasico que incluye displasia unilinea, multilinea y
con sideroblastos en anillo y el grupo citogenético que incluye anormalidades en 5q e
inclasificables diagnosticados a partir de las otras alteraciones citogenéticas como la
ausencia del cromosoma 7.

Analisis estadistico

Para las variables categéricas, se utilizaron frecuencias absolutas, frecuencias relativas y
la prueba ji-cuadrado de Pearson para identificar las diferencias estadisticas. Para las
variables cuantitativas, se determiné el cumplimiento del supuesto de normalidad con la
prueba de Shapiro-Wilk, se calcularon las medianas con su respectivo rango Inter cuartil y
las diferencias estadisticas se calcularon utilizando Kruskal-Wallis y posteriormente, se
utilizé la prueba de Bonferroni para conocer entre cuales categorias se presentaban las
diferencias significativas. Para comparacion de variables cuantitativas se utilizé la Rho de
Spearman. En los analisis se consideraron significativos valores P menores a 0,05 y todos
los datos se procesaron en el software SPSS version 21 (IBM, Armonk, Nueva York,
EE.UU.).

RESULTADOS

Caracteristicas de la poblacion

El rango de edad fue de 33 a 90 anos, con una mediana de 72 anos en donde el 91.5%
eran mayores de 50 afos. De los 59 pacientes estudiados, 32 fueron mujeres que
representan el (54.2%) y 27 hombres con el (45.8%). EI SMD con del(5q) aislado se
encontré que en el 100% (n=3) de los pacientes fueron mujeres. El subtipo de SMD mas
frecuente fue el SMD con displasia unilinea que se presenté en el 27.1% (n=16) de los
pacientes. La distribucién de estos datos se presenta en la tabla 1
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Tabla 1: _Frecuencia de pacientes segun grupo diagndstico

Grupo diagnéstico n %
Unilinea 16 271
Inclasificable 15 25.4
Multilinea 10 16.9
Leucemia mieloide Aguda con cambios 5 8.5
relacionados a mielodisplasia
Exceso de blastos 2 4 6.8
Exceso de blastos 1 4 6.8
del(5q) aislado 3 5.1
Sideroblastos en Anillo 2 3.4

La citopenia mas frecuentemente fue la anemia en un 47.5% (n=28) de los pacientes con
un nivel de hemoglobina promedio en 7.8 g/dL, de estos el 33.9% (n=20) tenian displasia
en la linea eritroide. Ademas, la trombocitopenia se present6 en el 42.4% (n=25) y un
promedio de recuento plaquetario de 52 x103%/uL. El resumen de datos paraclinicos se
presenta en la tabla 2

Tabla 2. Parametros paraclinicos por subtipo de SMD.

PARAMETROS PARACLINICOS EVALUADOS Mediana Percentil Percentil 75
POR SUBGRUPOS DE SMD 25

DX Del(5q) aislada Hb (g/dL) 12.6 11.5 15.3

NEUTROFILOS x103/uL 2.85 2.28 5.97

PLAQUETAS x103/uL 234 132 310

VCM (fL) 98.2 83.9 105.7

LDH (UD)* 221 221 221

Exceso de blastos Hb (g/dL) 7.2 6.4 9.3

1 NEUTROFILOS x108/uL 4.08 2.119 151.6

PLAQUETAS x103/uL 51.5 49 7

VCM (fL) 92.2 75.5 104

LDH (UI)* 551 551 551

Exceso de blastos  Hb (g/dL) 8.25 7.30 9.20

2 NEUTROFILOS x103/uL 1.53 1.53 1.53

PLAQUETAS x103/pL 299 299 299

VCM (fL) 95.8 95.8 95.8

LDH (UT)* 285 285 285

Inclasificable Hb (g/dL) 10.70 8.80 11.40

NEUTROFILOS x103/uL 2.16 0.80 2.92

PLAQUETAS x103%/uL 190 114 212
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VCM (fL) 91.2 86.5 92.8
LDH (UI) 194 166 239
Leucemia mieloide  Hb (g/dL) 9.7 7.5 10.0
aguda con cambios ~ NEUTROFILOS x103/uL 1.27 0.42 1.76
relacionados conla  PLAQUETAS x103%/pL 80 65 156
mielodisplasia VCM (fL) 104.0 96.0 109.5
LDH (UD)* 485 307 665
Multilinea Hb (g/dL) 9.7 8.5 10.8
NEUTROFILOS x103/uL 1.22 1.10 2.06
PLAQUETAS x103/uL 110 54 225
VCM (fL) 100.8 99.0 107.4
LDH (UI) 217 133 410
Sideroblastos en Hb (g/dL) 11.3 11.3 11.3
Anillo (>15%) NEUTROFILOS x103/uL 1.12 1.12 112
PLAQUETAS x103/uL 52 52 52
VCM (fL) 92.7 92.7 92.7
LDH (UI)* 142 142 142
Unilinea (eritroide,  Hb (g/dL) 9.5 7.8 11.2
megacariocitica o NEUTROFILOS x103%/uL 2.32 1.25 5.01
granulocitica) PLAQUETAS x103/uL 66 58 163
VCM (fL) 96.1 92.5 113.3
LDH (UI) 177 168 271

*datos disponibles para solo un paciente por subgrupo. Hb: hemoglobina, VCM: volumen corpuscular medio, LDH:
lactato deshidrogenasa.

En el mielograma las alteraciones displasicas se encontraron en el 69.5% (n=41). En la
linea eritroide la alteracion se evidencio en el 42.4%(n=25) donde los parametros mas
frecuentes fueron los cambios nucleares, como la cariorrexis ambos en un 25.4% (n=15)
de los pacientes, seguido de la binucleacion y el asincronismo madurativo ambos en un
16.9% (n=10) y finalizando con los cambios macrociticos en un 37.3% (n=22). En el linaje
granulocitico los cambios morfolégicos se observaron en el 23.7% (n=14), donde los
hallazgos mas relevantes fueron la hipolobulacién con 15.3% (n=9) de los pacientes,
seguido del asincronismo madurativo con 11.9% (n=7). Por ultimo, en la linea
megacariocitica, se obtuvo una alteracion de la morfologia en el 55.9% (n=33) de estos,
los mas alterados fueron los megacariocitos pequefios en el 30.5% (n=18), seguido de la
hipolobulacién en el 28.8% (n=17) y finalmente los monolobulados en el 15.3% (n=9.
Estos datos se encuentran resumidos en la tabla 3.

Tabla 3 de alteraciones morfolégicas en el mielograma sequn la linea celular

Alteraciones morfolégicas segun linea celular n %
Displasia eritroide 25 42.4
Cariorexis 15 254
Asincronismo madurativo 10 16.9
Hemoglobinizacién anormal 2 3.4
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Fragmentacion nuclear 3 51
Puentes intercitoplasmaticos 3 5.1
Binucleacién 10 16.9
Alteracién del contorno nuclear 11 18.6
Cambios megaloblasticos 22 37.3
Displasia granulocitica 14 23.7
Asincronismo madurativo 7 11.9
Cariorrexis 1 1.7
Hipogranularidad/agranularidad 6 10.2
Hipolobulacion 9 15.3
Clumping 3 51

Cambios megaloblasticos 3 5.1
Displasia megacariocitica 33 55.9
Segmentacién nuclear 5 8.5
Asincronismo madurativo 1 1.7
Micromegacariocito 7 11.9
Mayor tamafio 3 5.1
Tamario pequefio 18 30.5
Hiperlobulados 8 13.6
Monolabados 9 15.3
Hipolobulados 17 28.8

Las alteraciones morfolégicas por biopsia se presentaron en el 66.1% de los casos (n=39)
con alteraciones principalmente de la linea megacariocitica, con megacariocitos
hipolobulados en el 27.1% (n=16) de los pacientes, seguido de los cambios
megaloblastiodes presentados en la linea eritroide, en el 8.4% (n=5). La evaluacion de la
celularidad mostré que el 49.1% (n=29) de los pacientes presenté hipercelularidad, el
40.7%(n=24) fueron normocelulares y el 10.2% (n=6) hipocelulares. La fibrosis evaluada
por coloracion de reticulo y tricromico estuvo presente en 11.9% (N=7) y la alteracion
arquitectonica dada por distribucion anormal de precursores se evidencié en 13.6% (n=8)
de los pacientes. Se compard la correlacion entre anormalidad de megacariocitos para
biopsia y mielograma y no presentaron asociacién estadistica, el mielograma presento
66.7% de cambios citologicos anormales frente a un 33.3% en la biopsia. Estos datos se
resumen en la tabla 4.

Tabla 4 Frecuencia de alteraciones morfolégicas en la biopsia segun la linea celular

Alteraciones histomorfolégicas en biopsia medular n %
Displasia eritroide 6 10.2
Cambios megaloblastiodes 5 8.5
Hipercromasia 1 1.7
Macrociticos 1 1.7
Hipolobulacion 1 1.7
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Displasia megacariocitica 18 30.5
Cambio megaloblastico 2 3.4
Hiperlobulacién 2 3.4
Disminucién tamafio 6 10.2
Monolobulacion 3 51
Hipolobulacién 16 271
Hipercromasia 3 51
Micromegacariocito 1 1.7
Arquitectura anormal 8 13.6

Las anomalias genéticas se hallaron en el 52.5% (n=31) de todos los pacientes
evaluados, donde el mas frecuente fue el cariotipo complejo en el 10.2%(n=6), seguido de
la nulisomia Y en el 8.5% (n=5), la trisomia 8 en el 6.8% (n=4) y por ultimo la del 5q en el
5% (n=3). Estos hallazgos se resumen en la tabla 5.

Tabla 5: Alteraciones citogenéticas en pacientes con SMD

Citogenética n %
Del 5q 3 5.1

Del 7q o monosomia 2 3.4
trisomia 8 4 6.8

Del 12p 1 1.7

nulisomia Y 5 8.5

Del 17p 0 1.7

Cariotipo complejo 6 10.2

otros 10 16.9

normal 27 47.5

En cuanto a la citometria de flujo, las alteraciones se evidenciaron en el 64.4% (n=38) de
los pacientes analizados, de estos, el 49.2% (n=29) presentaron anomalias fenotipicas en
la linea granulocitica, donde se observé expresién anormal de CD35/CD64 y bloqueos en
los patrones de maduracién (CD13/CD11b, CD13/CD16 y CD16/CD10), ambos en el
27.1% (n=16); también se evidencidé que 2 pacientes tuvieron expresion anémala de
CD56, marcador de infidelidad de la linea granulocitica, estos pacientes estaban
clasificados con SMD con exceso de blastos tipo 1 y LMA con cambios relacionados a la
mielodisplasia. El 42.4% (n=25) de los pacientes presentaron alguna alteracién en la
linea eritroide, encontrandose, que en el 28.8% (n=17) se observo expresion de CD36
(patron de maduracion) heterogénea y por ultimo en el 8.5% (n=5) se observé alteracion
en el linaje monocitico, en el cual, se presenté con mayor frecuencia disminucion de la
expresion de HLA-DR en el 6.8% (n=4) de los evaluados. Las frecuencias de
alteraciones citométricas por analisis convencional se resumen en la figura 1, donde se
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observa como la displasia citométrica reportada fue mas frecuente en la linea neutrdfilo
seguido de las observadas en linea eritroide.

% DISPLASIA POR CF

Figura 1. Porcentaje de alteraciones citométricas de los marcadores monoclonales para cada linea celular
evaluada mediante analisis convencional.

El porcentaje de blastos evaluados por mielograma y citometria de flujo arroj6 como
resultado que el porcentaje en mielograma fue mayor con una mediana en el grupo de
pacientes con SMD de 2% (RI 0.7% - 4.10%) mientras en CF fue de 0.7% (RI 0.5% -
3.0%), estas dos variables tuvieron correlacion positiva donde la Rho de Spearman tuvo
un valor r de 0.775 evidenciando una asociacion positiva fuerte p=0.001 visualizado en la
figura 2. Un hallazgo similar se observé cuando se compararon los recuentos de
eritroblastos sobre el total de células nucleadas por las dos técnicas, asi en mielograma
se obtuvo un valor promedio en el grupo de pacientes con EB de 21.9% (Rl 9% - 44.2%)
mientras que en la CF su valor promedio fue de 12.98% (Rl 7.09% - 18.2%) con una
correlacion positiva donde la Rho de Spearman tuvo un valor r de 0.725 evidenciando una
asociacion positiva de moderada a fuerte p=0.001 figura 2. El mismo ejercicio se realizé
comparando el recuento de eritroblastos en el panel de eritrocito con los paneles para
estudio de monocito p=0.001 y neutréfilo p=0.001 y aunque en los dos casos dio
asociaciones positivas sus valores promedio fueron superiores.
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figura 2: Anaélisis de correlacion entre el recuento de blastos y eritroblastos realizado por mielograma y citometria
de flujo en donde se observa correlacion entre el recuento realizado por ambas técnicas a. Blastos en mielograma
vs CF Rho spearman p=0.001 r=0.775 b. Recuento de eritroblastos en mielograma con concordancia citometria de flujo vs
citometria de flujo Rho spearman p=0.001 r= 0.725.

Construccion de indices citométricos y correlaciones

Con el objetivo de plantear los indices citométricos a evaluar se reviso en la literatura las
publicaciones de consenso en donde los grupos de trabajo en CF para SMD acordaron
paneles de anticuerpos necesarios para realizar una debida caracterizacion de las células
inmaduras, asi como el patron de maduracion de linajes mieloides, monociticos y
eritroides que deberian ser estudiados'2°33-35 con esta informacién se construyeron
indices citométricos que pudieran tener valor diagndstico a partir de los tubos dirigidos al
estudio del neutrdfilo, monocito y eritrocito desde los cuales se dan opciones de indices
que puedan estudiar el compartimiento evaluado, ademas de algunas caracteristicas
fisicas o de precursores. Los indices citométricos evaluados son resumidos en la tabla
6.

Se tomaron las alteraciones citométricas que con mas frecuencia se documentan en los
pacientes evaluados y se midio la expresion de cada antigeno involucrado, en el mismo
momento, se midié también la expresion de una poblacion control interno que fueron los
linfocitos totales, T, B o NK segun el caso. Para diferenciarlos en los tubos mieloides se
tomo los linfocitos B a través de la expresion fuerte de HLA DR, los linfocitos NK a través
de la expresion fuerte de CD16 vy los linfocitos T a través de la ausencia de expresion de
cualquier marcador de tubos mieloides. Sin embargo, es necesario aclarar que se puede
presentar expresion débil de HLA DR en linfocitos T.

En estas poblaciones se midié las medianas de fluorescencia de cada poblacién y se
dividieron entre ellas (indice) calculando asi su valor para poblaciones control vy
patoldgicas. Estas medidas son el producto de la division de la mediana de fluorescencia
(MFI1) de poblaciones a estudiar y poblaciones control, un ejemplo seria el indice SSC
granulocitos que seria la medida de la MFI de neutréfilos maduros (ej. 81854) sobre la
MFI de los linfocitos (10830) para un indice de 7.55 (81854/10830). Cuando la variable
era el recuento o porcentaje de poblaciones, también se puede utilizar el producto entre la
cuantificacion de eventos celulares de poblaciones en estudio y poblaciones control,
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ejemplo, indice de precursores linfoides; que seria la medida de la cantidad de
precursores (ej. 5000 Cel) con respecto al total de precursores linfoides (ej. 500 Cel) para
un indice de 10 (5000/500). Figura 3.

250000

200000

180000

MFI neutréfilos:

; 81,854
dice SSC
euV B: 7.55
3  MF linfocitos B
2 [N 530
CD45

Figura 3. Indice citométrico SSC NeuV B: Comparacion entre complejidad interna celular (SSC) de neutréfilos estadio V,

maduros (en rojo) y linfocitos B (en azul). MFI mediana de fluorescencia-

Tabla 6 Indices citométricos seqtin linea mieloide estudiada

VARIABLE

SSC NeuTot ly

SSC NeuTot B

Blog Gran

Asinc NeuT

CD16 CV NeuTo

CD11b CV NeuTo

SSC NeuV B

SIGNIFICADO

REFERENTE COMPARADOR

INDICES CITOMETRICOS EN TUBO NEUTROFILO (RN)

Cociente complejidad relativa de neutrofilos

totales / complejidad relativa linfocitos totales

cociente complejidad relativa de neutrdfilos
totales / complejidad relativa linfocitos B
maduros
Cociente entre el numero de neutrdfilos
tempranos (promielocitos, mielocitos/
metamielocitos)
expresion de antigenos de inmadurez
(CD117, CD34) en neutrofilos maduros
Coeficiente de variacion en la expresion de
CD16 de los neutrofilos totales
Coeficiente de variacion en la expresion de
CD11b de los neutrdfilos totales
complejidad de neutrdéfilos terminales vs
linfocitos b maduros
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neutrdfilo
total

neutrdfilo
total

neutrofilo
inmaduro

neutroéfilo
maduro
neutroéfilo
total
neutrofilo
total
neutrofilos
maduros

linfocito total

Linfocitos B
maduros

metamielocitos

linfocito T

NA

NA

B maduros

CATEGORIA

granularidad

granularidad

desviacion
madurativa

asincronismo
madurativo
expresion
antigeno
expresion
antigeno
granularidad
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FSC NeuV B

CD45 NeuV Iyt

CD11b NeuV IyT

CD16 NeuV IyT
CD10 NeuV IyT

CD13 NeuV IyT

1l (no clasicos)

Pre linfo

CD13 PrecM Iyt

SSC NeuTot ly

SSC NeuTot B

Blog Gran

Infid Neut
CD64 NeuV Iyt
SSC NeuV B

FSC NeuV B

CD45 NeuV Iyt

blog mon

Asinc Mon

Asincll Mon

CD14 Mon IyT
HLA Mon IyT
CD35 Mon IyT

CD34 Mon IyT

tamafio de neutroéfilos terminales vs linfocitos
B maduros
cambio en la expresion de CD45
cambio en la expresion de CD11b
cambio en la expresion de CD16
cambio en la expresion de CD10
cambio en la expresion de CD13
% de monocitos no clasicos en monocitos

% de precursores linfoides en precursores

cambio en la expresién de CD13 en
precursores mieloides

neutrofilos
maduros
neutrofilos
maduros
neutroéfilos
maduros
neutroéfilos
maduros
neutrofilos
maduros
neutrofilos
maduros
monocito no
clasico
precursor
linfoide
precursor
mieloide

B maduros
linfocito T
linfocito T
linfocito T
linfocito T
linfocito T
monocito total
precursor total

linfocito T

INDICES CITOMETRICOS EN TUBO MONOCITO (RM)

complejidad de neutrofilos totales vs linfocitos
totales
complejidad de neutroéfilos totales vs linfo B
maduros
relaciéon de neutros tempranos vs inmaduros

expresion de CD14 e IREM2 en neutrdfilos
totales
expresion de CD64 en neutroéfilos maduros

complejidad de neutroéfilos terminales vs linfo
b maduros
tamafo de neutrdfilos terminales vs linfo B
maduros
cambio en la expresion de CD45

relacion de monocitos maduros vs monocitos
tempranos
expresion lineal de CD35 y CD14 en
monocitos totales
expresion de antigenos de inmadurez (CD14,
CD117) en monocitos totales
expresion de CD14 en monocitos maduros

expresion de HLADR en monocitos maduros
expresion de CD35 en monocitos maduros
expresion de CD34 en monocitos maduros
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neutrofilo
total
neutrofilo
total
neutrofilo
inmaduro
neutrofilo
total
neutroéfilos
maduros
neutrofilos
maduros
neutrofilos
maduros
neutroéfilos
maduros
monocitos
maduros
CD35

monocito
total
monocito
maduro
monocito
maduro
monocito
maduro
monocito

linfocito total

B maduros

neutro/bandas

linfocito T

linfocito T

B maduros

b maduros

linfocito T

monocitos

inmaduros

CD14

linfocito T

linfocito T

linfocito T

linfocito T

linfocito T

tamano

expresion
antigeno
expresion
antigeno
expresion
antigeno
expresion
antigeno
expresion
antigeno
bloqueo
madurativo
bloqueo
madurativo
expresion
antigeno

granularidad
granularidad

desviacién
madurativa
infidelidad
linaje
asincronismo
madurativo
granularidad

tamano

expresion
antigeno
desviacién
madurativa
asincronismo
madurativo
asincronismo
madurativo
expresion
antigeno
expresion
antigeno
expresion
antigeno
asincronismo
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SSC Mon IyB

FSC Mon lyB

Asinc Prom

CD35 Ery IyT

CD45 Pre IyT

Bloq prec CV
Asinc prec

SSC Prec Lyb

Pre mon

CD33 baso

SSC NeuTot ly

SSC NeuTot B

CD33 monT IyT

CD36 monT IyT

FSC Erit LyB

SSC Erit LyB

CD71cv
CD36cv

Asinc Eri

cociente complejidad relativa de monocitos
maduros / complejidad relativa linfocitos B
maduros
cociente tamafio relativo de monocitos
maduros / tama#o relativo linfocitos B
maduros
Desviacion de maduracién en curva CD14 e
IREM2 en monocitos. Cociente de la
expresion de CD14 en promonocitos sobre la
expresion de CD14 en linfocitos T, dividido el
cociente de la expresion de IREM2 en
promonocitos sobre la expresién de IREM2
en linfocitos T.
expresion de CD35 en eritroblastos

expresion de CD45 en precursores totales

falta de heterogeneidad en precursores
totales
expresion de CD14 e IREM2 en precursores
totales
complejidad de precursores totales vs
linfocitos b maduros
% de precursores monocito en precursores
totales

INDICES CITOMETRICOS EN TUBO ERITROIDE (RE)

maduro

monocito
maduro

monocito
maduro

CD14

eritroblasto
total
precursor
total
precursor
total
precursor
total
precursor
total
precursor
monocito

expresioén de CD33 en granulocitos baséfilos

complejidad de neutrdfilos totales vs linfocitos

totales
complejidad de neutrofilos totales vs linfo B
maduros
expresion de CD33 en monocitos totales

expresion de CD36 en monocitos totales

Cociente tamafnio relativo eritroblastos totales
/ tamafio relativo linfocitos B maduros
Cociente complejidad relativa eritroblastos
totales / complejidad relativa linfocitos B
maduros
Coeficiente de variacion en la expresion de
CD71
Coeficiente de variacion en la expresion de
CD36
expresion lineal de CD36 y CD71 en
eritroblastos totales
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granulocitos

basdfilos
neutrdfilo
total
neutrofilo
total
monocito
total
monocito
total
eritroblasto
total
eritroblasto
total

eritroblasto
total

eritroblasto
total

eritroblasto
total

linfocito B

linfocito B

IREM2

linfocito T

linfocito T

NA

linfocito T

linfocito B

precursor total

linfocito T

linfocito total

Linfocitos B
maduros
linfocito T
linfocito T

linfocito B

linfocito B

NA

NA

linfocitos T

madurativo
granularidad

tamano

asincronismo
madurativo

expresion
antigeno
expresion
antigeno
expresion
antigeno
asincronismo
madurativo
granularidad

bloqueo
madurativo

expresion
antigeno
granularidad

granularidad

expresion
antigeno
expresion
antigeno
tamario

complejidad

expresion
antigeno
expresion
antigeno
asincronismo
madurativo
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Asincll Eri expresion de antigenos de inmadurez CD34, eritroblasto linfocitos T asincronismo
CD117 en eritroblastos tardios total madurativo
Cam meq term Cociente tamanio relativo eritroblastos eritroblasto linfocito B tamano
terminales CD105/CD117-/ tamafio relativo terminal
linfocitos B maduros
CD45 Pre IyT expresion de CD45 en precursores totales precursor linfocito B expresion
total antigeno
Blog prec CV falta de heterogeneidad en precursores precursor NA expresion
totales total antigeno
SSC Prec Lyb complejidad de precursores totales vs precursor linfocito B granularidad
linfocitos b maduros total
CD33 Pre IlyT expresion de CD33 en precursores totales precursor linfocito T expresion
total antigeno
CD105 Pre IlyT expresion de CD105 en precursores totales precursor linfocito T expresion
total antigeno
CD71 Pre IyT expresion de CD71 en precursores totales precursor linfocito T expresion
total antigeno
CD36 Pre IyT expresion de CD36 en precursores totales precursor linfocito T expresion
total antigeno
Pre-Eritroides % de precursores eritroides en precursores precursor precursor total bloqueo
totales eritroide madurativo
% eritro % eritroblastos eritroblasto leucocitos bloqueo
total totales madurativo

Correlacion estadistica de indices citométricos

Parametros en neutréfilos

En la comparacion del grupo de control con los grupos diagnésticos a través del test H de
Kruskal-Wallis, se encontré que los indices citométricos que incluian comparacién entre
complejidades internas de neutréfilos (SSC) tenia valores con diferencia estadistica
(p<0.005) en los tres paneles evaluados, indicando asi diferencias entre la complejidad
relativa de neutrofilos, tanto totales como maduros con respecto a los linfocitos tomados
como control. El indice SSC NeuTot B que es la comparacion de complejidad de los
neutrofilos totales con los linfocitos B tuvo un comportamiento similar en los tubos
monocito y eritroide sin diferencias estadisticas apreciables. El indice SSC NeuTo Ly que
es la comparacion de complejidad de los neutrdfilos totales con los linfocitos totales tuvo
un comportamiento similar en los tubos neutrdfilo y eritroide sin diferencias apreciables
estadisticamente. Similar al hallazgo anterior RM SSC NeuV B en donde el comparador
son los neutréfilos maduros (CD16, CD10+) tampoco tuvo diferencias con los otros
indices citométricos, lo que sugiere que cualquiera de los indices -citométricos
establecidos para SSC sin importar las poblaciones evaluadas brinda similar informacion.
Los hallazgos anteriores fueron confirmados cuando el grupo de comparacion fue
realizado con la suma de grupos diagnodsticos y no por entidades independientes, el
hallazgo se muestra en la figura 4 y un ejemplo se grafica en la figura 5.
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A pesar de lo anterior, al aplicar el test de Bonferroni para comparar entre grupos
independientes se evidencia que no hay diferencias con significancia estadistica entre el
grupo de SMD inclasificable o con otras alteraciones citogenéticas como en del5g- en
donde el valor p fue de 0.80. El grupo control tuvo una mediana para este indice de 7.99
(6.23-8.95) mientras que el SMD con EB1 tuvo una mediana de 3.69 (2.73-4.83).

Este indice se compard en los pacientes que presentaron hipogranularidad morfolégica y
de los seis pacientes con dicho hallazgo, cinco la presentaron por CF.  Sin embargo, por
CF se presento indice sugestivo de hipogranularidad en 42 pacientes, de los cuales solo 5
fue morfoldgica, por lo que la sensibilidad para este indice fue del 83.3%, especificidad
30.2%, valor predictivo positivo 11.9% y valor predictivo negativo 94.1%.

12,00 15
*
15,00

10,00

8,00

ol

2,00

19

10,00 osg
o

RG SSC NeuTot Iy
RG SSC NeuTotB

0MLNOSH
o8
L a3
za3
31EVOIASYIINH
ausviH o
YNNI
1L e
ERYa s
TCHINOT
s
v CITH
F4==41 H Tl
37aY OIS 1o —{ I~
AQUsWWH  — [ ——
IMTNIILINRH — I h
1IN0 vS m
YN T

o
>
o
x

12,00 15
*

15,00
10,00

6,00

6,00 Q
400+ =
o 5,00

53
o

10,00 19
58

RG SSC NeuTot Iy
RG SSC NeuTotB

200

conTRaL cln DISPLASCO £8 conTROL con DISPLASICO E5
GRUPO DX GRUPO DX

Figura 4 Indices citométricos de complejidad interna celular en relacién con controles: a. indice RG SSC NeuTotLy:
comparacién de complejidad entre neutrdfilos y linfocitos totales del grupo control y subgrupos de SMD. b. indice SSC
NeuTot B comparaciéon de complejidad entre neutréfilos totales y linfocitos b del grupo control y subgrupos de SMD. C.
indice RG SSC NeuTotLy comparaciéon de complejidad entre neutrdfilos y linfocitos totales del grupo control y
agrupaciones diagndsticas. d. indice SSC NeuTot B comparacion de complejidad entre neutrofilos totales y linfocitos B del
grupo control y agrupaciones diagndsticas. Krurskal-Walis p<0.005, prueba post hoc: prueba de Bonferroni. CG grupo
citogenético, EB exceso de blastos, LMA leucemia mieloide aguda secundara a SMD, SA sideroblastos en anillo. Los
puntos y numero representan los pacientes con valores atipicos.
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280000

b. Paciente

100000

RG SSC NeuTot B: 2.72

SSC-A

o B

a. Control

200000

RG SSC NeuTot B:
7.1

SSC-A

cp4s

Figura 5. indice SSC NeuTot B comparacién de complejidad entre neutréfilos totales y linfocitos b de un paciente en
relacién con un control. Noétese el valor bajo de indice para el paciente y una visualizacién baja de la complejidad relativa
(SSC) con un indice de 2.72 vs 7.1 del grupo control.

El indice RG FSC NeuV, indice que evidencia la comparaciéon de tamafo de los
neutrofilos maduros CD16++, CD10+, indicé que entre la comparacion del grupo control
con los grupos diagndsticos, el grupo de SMD con alteraciones citogenéticas (5q en
inclasificables) tuvo una diferencia con el grupo control (figura 6). Este indice indica la
relacion entre el tamano de los neutréfilos maduros (CD16/CD10+) y los linfocitos B lo que
indica que en este grupo de analisis los neutréfilos tenian un tamafio superior con
respecto al grupo control.
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RG SSC NeuTot B Percentil Mediana Percentil
25 75

DX CONTROL 6.23 7.99 8.95
5Q 3.32 6.01 6.52
EB 1 2.73 3.69 4.83
EB 2 4.01 4.89 5.45
Inclasificable* 5.35 6.25 6.55
LMA relacionada a SMD 3.58 4.51 5.26
Multilinea 4.28 4.77 5.52
Sideroblastos en anillo 5.98 6.25 6.52
Unilinea 3.86 4.49 5.71

Figura 6 tamano celular de neutréfilos maduros en relacién con linfocitos B: p=0.12: A. indice citométrico RG FSC
NeuV Se observa un indice superior entre los neutrdfilos del grupo control (mas pequefios) con relacién al grupo
citogenético (mas grandes). B. tabla de analisis bivariado entre grupos dx para el indice RGSSCneuTotB, con* grupos sin
diferencias estadisticas con respecto al control Los puntos y numero representan los pacientes con valores atipicos. prueba
post hoc: prueba de Bonferroni

El indice RG Blog Gran es la relacion entre neutréfilos maduros e inmaduros o el indice
de bloqueo granulocitico, y estda dada por la suma de promielocitos +
mielocitos/metamielocitos. Ese indice presentd diferencias respecto al grupo control
(p<0.005) en los grupos diagnodsticos displasicos y con exceso de blastos, es decir, no
hubo diferencias en el grupo citogenético. El mismo hallazgo se presentd en el tubo de
antigenos monocitos, indicando que es adecuada para evaluacién en ambos tubos. La
mediana de este parametro en el grupo control fue de 1.28 (Rl 1.25-1.79), es decir, por
cada neutrdfilo en estadio inmaduro I-lI-lll CD13-+, CD16- en médula 6sea (grado
madurativo similar a promielocitos y mielocitos) se encuentran 1.28 neutréfilos en estadio
semiduro o tipo IV CD16+CD10- (similar a metamielocitos), en contraste, en el grupo de
SMD EB1 el valor promedio de este indice fue de 4.76 (RI 2.85-7.99) evidenciando la
acumulacion de formas tempranas. Para el célculo de este indice se utilizé el valor de
neutrdfilos tipo IV y no tipo V (maduros CD16,CD10+) debido a la posible contaminacion
con neutrdéfilos de sangre periférica al momento del aspirado. La estadistica descriptiva se
encuentra en la tabla 7 y se esquematiza en la figura 7 y 8.
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RG Bloq Gran Percentil Mediana Percentil
25 75
DX CONTROL 1.25 1.28 1.79
5Q* 1.32 1.41 2.38
EB 1 1.27 3.21 5.76
EB 2 2.85 4.76 7.99
Inclasificable* 1.29 2.06 2.83
LMA relacionada a SMD 5.51 7.30 9.55
Multilinea 1.32 2.62 2.82
Sideroblastos en anillo 1.66 217 2.68
Unilinea 2.57 3.76 4.45

Figura 7 relacion entre la cantidad de neutréfilos inmaduros y maduros en relacion con controles: p=0.001: a. se
observa como el grupo de EB (exceso de blastos) presenta mayor indice evidenciando mayor cantidad de neutréfilos
inmaduros con respecto a los otros grupos diagnésticos. b. tabla de analisis bivariado entre grupos dx para el indice RG
Bloq Gra, con* grupos sin diferencias estadisticas con respecto al control n. Los puntos y numero representan los pacientes
con valores atipicos. prueba post hoc: prueba de Bonferroni
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"

CD13:PE-A LOGICAL

CD16:FITC-A LOGICAL

R_G':Bloq Gran: 10.5

CD13:PE-A LOGICAL

CD16:FITC-A LOGICAL

Figura 8. indice RG Bloq Gran: relacién entre neutréfilos maduros e inmaduros o el indice de bloqueo granulocitico, indice
dada por la suma de promielocitos + mielocitos/metamielocitos. A. paciente control con cantidades similares de células en
estadio temprano y terminal. B. Paciente con SMD con acumulacién de formas en estadio temprano.  En rojo neutrofilos
CD117+ (I similares a promielocitos tempranos), en morado neutréfilos CD117-/CD13-(ll similares a promielocitos tardios),
en naranja neutréfilos CD16+-(lll similares a mielocitos), en amarillo neutréfilos CD16++/CD10- (IV similares a
metamielocitos) en verde neutrofilos CD16+/CD10+ (V similares a bandas/neutréfilos maduros).

Tabla 7 estadistica descriptiva de algunos indices citométricos granulociticos (RG)

Diagnéstico indice Desviacion Minimo Maximo Percentii Mediana Percentil
tipica 25 75
CONTROL RG SSC 1.69 5.65 10.40 6.23 7.99 8.95
NeuTot B
RG Bloq .37 .76 1.83 1.25 1.28 1.79
Gran
5Q RG SSC 1.72 3.32 6.52 3.32 6.01 6.52
NeuTot B
RG Bloq .59 1.32 2.38 1.32 1.41 2.38
Gran
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EB 1 RG SSC 1.22 2.72 5.01 2.73 3.69 4.83
NeuTot B
RG Blog 2.73 .89 6.74 1.27 3.21 5.76
Gran
EB 2 RG SSC .88 3.66 5.47 4.01 4.89 5.45
NeuTot B
RG Bloq 3.46 2.13 10.04 2.85 4.76 7.99
Gran
INCLASIFICABLE RG SSC 1.40 4.50 9.72 5.35 6.25 6.55
NeuTot B
RG Blog .96 .75 4.04 1.29 2.06 2.83
Gran
LMA SMD RG SSC 1.59 2.72 6.86 3.58 4.51 5.26
NeuTot B
RG Blog 37.79 46 89.88 5.51 7.30 9.55
Gran
MULTILINAJE RG SSC 3.78 3.52 16.40 4.28 4.77 5.52
NeuTot B
RG Bloqg 1.16 .46 4.28 1.32 2.62 2.82
Gran
SA MULTI RG SSC .38 5.98 6.52 5.98 6.25 6.52
NeuTot B
RG Bloq 72 1.66 2.68 1.66 217 2.68
Gran
UNILINAJE RG SSC 1.33 3.38 7.46 3.86 4.49 5.71
NeuTot B
RG Bloqg 50.19 1.42 204.10 2.57 3.76 4.45
Gran

El indice RG CD11b CV NeuTo evidencio6 diferencias de los diagnésticos agrupados con
respecto al grupo control. Este indice evidencia el coeficiente de variacion de CD11b en
la totalidad de neutréfilos (maduros e inmaduros), es decir, la heterogeneidad de la
expresion antigénica en dicha poblacion, sin embargo, este hallazgo solo fue significativo
para los grupos de exceso de blastos p=0.35. Al comparar el hallazgo con la observacion
visual del patélogo encargado de interpretar las curvas se observé que el indice tuvo una
sensibilidad del 73.7%, especificidad del 95%, valor predictivo negativo 88.4% del y valor
predictivo del 87.5% para una buena correlacion, p=0.001.

En la comparacién de subgrupos independientes se observé que el indice RG Asinc NeuT
que indica la expresion de antigenos de inmadurez en neutréfilos totales como HLADR,
CD34 Y CD117 (asincronismo madurativo) presentd diferencias con los controles, sin
embargo, esta diferencia solo fue significativa en el grupo de pacientes en estadio LMA,
las diferencias se muestran en la figura 9
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Figura 9 comportamiento de indices citométricos de expresion de antigenos de neutrofilo con respecto a grupo de
controles: a. RG AsincNeuT (asincronismo madurativo, expresion de antigenos de inmadurez en neutrofilos maduros) con
diferencias marcadas entre los neutrdfilos del grupo LMA_p=0.032 b. RG CD11b CV neuTo (heterogeneidad en la expresion
de CD11b en neutrdfilos totales), en este grupo se evidencia la diferencia de los pacientes con EB con respecto al control.
Los puntos y nimero representan los pacientes con valores atipicos

Parametros en monocitos

Se observaron diferencias para el indice RG lll (no clasicos) entre la cantidad de
monocitos no clasicos e intermedios (CD16+) de los grupos diagndsticos y control, con
una disminucion relativa para los primeros En el grupo control el promedio de este tipo de
monocitos fue superior al 20%, mientras que fue inferior a este valor en los subgrupos
diagnésticos p=0.001. las diferencias se muestras en la figura 10

60,00 &

40,00

RG Il (no clasicos)

20,00

contRaL cln DISPLASICO 8
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Figura 10 comportamiento de indices citométricos de expresion de antigenos de neutrdéfilo con respecto a grupo de
controles: a. RG AsincNeuT (asincronismo madurativo, expresién de antigenos de inmadurez en neutréfilos maduros) con
diferencias marcadas entre los neutréfilos del grupo LMA p=0.032 b. RG CD11b CV neuTo (heterogeneidad en la
expresion de CD11b en neutrdfilos totales), en este grupo se evidencia la diferencia de los pacientes con EB con respecto al
control. Los puntos y nimero representan los pacientes con valores atipicos

Parametros en precursores CD34+

Se observd que la cantidad relativa de precursores linfoides sobre el total de células
CD34+ (RG pre linfo), tuvo diferencias observandose un valor superior en los pacientes
control. Esta diferencia se observé en los grupos de SMD de mas alto grado (multilinea,
EB, LMA), el promedio de porcentaje de precursores en pacientes normales fue de 7.66%
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(R1'0.25-0.75 5.97%-8.70%) mientras que en el grupo de displasia multilinea fue de 1.83%
(R1'0.85%-2.29%).

Un hallazgo similar al anterior se observé en la comparacion con los SMD agrupados en
el indice RM pre mono que evidencia el porcentaje de precursores de monocito (CD64,
CD34+, HLADR+) present6 diferencias con respecto al grupo control siendo
significativamente mas bajas p=0.01 en el subgrupo de SMD multilinea figura 11.
Adicionalmente se observé mediante el indice RE Pre Eritroides que estos grupos de
pacientes presentaban un porcentaje inferior de estos, a pesar del incremento de
precursores eritroide totales con respecto a la celularidad total. Este hallazgo fue
significativo para los pacientes del grupo de exceso de blastos a pesar de que en los otros
grupos se observaba leve tendencia a la baja. El promedio de precursores eritroides en
el grupo control fue de 6.14% (RI 4.2%-13.8%) mientras que en el grupo de exceso de
blastos compuesto por EB y LMA fue de 1.65% (RI 0.08%-3.66%) figura 11.

En el indice RM Bloq prec CV, en donde se analiza la heterogeneidad en la expresién de
antigenos como CD117, CD34 y HLADR y CD45 en precursores CD34+ medida a través
de la suma de los coeficientes de variacion de la expresién de cada una de estas
proteinas, se observé que los pacientes con SMD de los grupos EB y displasicos,
presentaron un patron CV mas bajo con respecto a los controles p=0.36, no se hallaron
diferencias significativas en los grupos citogenéticos con del (5qg), un ejemplo se muestra
en la figura 12.

También se observé diferencias en los SMD agrupados en el indice RE CD71 Pre IyT que
define la intensidad de expresion del CD71 en los precursores con relacion a los linfocitos
totales, esta diferencia se observé en el grupo de anomalias citogenéticas, pero no en los
otros grupos. En el grupo control la expresién de este antigeno en los precursores
CD34+ era en promedio 11.08 veces superior a los linfocitos (Rl 7.28-16.6), por el
contrario, en el grupo citogenético la expresion era en promedio 34.89 veces superior (RI
17.73-65.20)
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RE Pre Eritroides Percentil Mediana Percentil
25 75

DX CONTROL 4.20 6.14 13.80
5Q* 1.17 3.33 3.34
EB 1 0.83 2.66 4.37
EB 2 3.30 4.76 8.28
Inclasificable* 1.71 4.28 9.58
LMA relacionada a SMD 0.02 0.08 0.33
Multilinea™ 1.00 5.49 12.80
Sideroblastos en anillo* 1.49 6.36 11.22
Unilinea* 1.52 2.82 14.74

RG pre linfo Percentil Mediana Percentil

25 75

DX CONTROL 5.97 7.66 8.70
5Q* 3.77 19.00 44.06
EB 1 1.05 3.21 8.26
EB 2 1.05 1.98 4.27
Inclasificable* 2.69 7.14 15.30
LMA relacionada a SMD 0.10 0.50 1.58
Multilinea 0.85 1.83 2.29
Sideroblastos en anillo* 9.51 9.94 10.36
Unilinea* 3.78 5.72 14.30

Figura 11 comportamiento de indices citométricos de expresion de antigenos de precursores o valores relativos
con respecto a grupo de controles: a. RE Pre Eritroide (porcentaje de precursores eritroides CD105+ en relacién al total
de precursores CD34+), nétese la disminucién de este valor en el grupo de EB en relacion al grupo control b. RM Pre Mono
(porcentaje de precursores eritroides CD64+ en relacién al total de precursores CD34+) c. RG Pre linfo (porcentaje de
precursores linfoides CD10+ en relacién al total de precursores CD34+) d. RM bloq prec CV ( suma de coeficientes de
variaciéon de CD34, HLADR, CD117 en los precursores CD34+). e. tabla de analisis bivariado entre grupos dx para el indice
RE Pre Eritroides ,con* grupos sin diferencias estadisticas con respecto al control . f. tabla de anélisis bivariado entre
grupos dx para el indice RG pre linfo , con* grupos sin diferencias estadisticas con respecto al control Los puntos y numero
representan los pacientes con valores atipicos
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RM Bloq prec CV Percentil Mediana Percentil
25 75

CONTROL 469.60 643.03 691.95
5Q* 565.70 649.90 727.80
EB 1 331.47 387.47 528.95
EB 2 382.19 479.10 537.72
Inclasificable 358.26 397.70 591.00
LMA relacionada a SMD 429.90 503.05 523.20
Multilinea 351.30 399.20 420.22
Sideroblastos en anillo 405.90 418.96 432.01
Unilinea 369.85 455.55 558.75
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Figura 12. indice RM Bloq prec CV: heterogeneidad en la expresion de antigenos como CD117, CD34 y HLADR y CD45
en precursores CD34+ medida a través de la suma de los coeficientes de variacion de la expresion de cada una de estas
proteinas). A. paciente control en donde se observa la heterogeneidad en la expresion de HLA DR/CD117 en los
precursores CD34+ y alto indice. B. paciente con SMD en donde se observa expresion homogénea de HLA DR/CD117 en
los precursores CD34+ y bajo indice. C. tabla de analisis bivariado entre grupos dx para el indice RM Bloq prec CV , con*
grupos sin diferencias estadisticas con respecto al control. En naranja precursores CD34+.

Parametros en eritroblastos

En relacién con la expresion de antigenos, se observé que en el grupo citogenético el
indice RE Asincll Eri evidenciaba que los eritroblastos tardios CD71+, CD36+, CD105+,
presentaban mayor expresion de antigenos de células tempranas como HLADR, CD34 y
CD117 en relacién con los controles a modo de asincronismo madurativo. En el grupo
control la expresiéon de dichos antigenos era en promedio 6.82 veces superior a los
linfocitos (RI 2.90-10.60), por el contrario, el promedio en el grupo de EB era de 15.43
veces superior a los linfocitos (RI 10.93-112.65).

Los indices citométricos CD71CV y CD36CV presentaron diferencias con el grupo control
para el grupo de displasia multilinea con significaciones estadisticas de p=0.002 y
p=0.003. CD71CV mostré un promedio de CV de 95MFI (Rl 72-131) para su grupo control
mientras que en el grupo de displasia multilinea se observé un promedio de CV de 183
(RI 135-122). CD36CV mostré un promedio de CV de 108MFI (RI 76-152) para su grupo
control mientras que en el grupo de displasia multilinea se observé un promedio de CV de
198 (RI 154-232).

Asi mismo se observo que el porcentaje de eritroblastos en relacién con la celularidad
total fue mayor en todos los grupos diagndsticos con una diferencia mas marcada entre
los grupos displasicos y con EB. EIl promedio de eritroblastos en el grupo control fue de
2.25% (RI 1.92%-6.86%) mientras que en el grupo de displasicos fue de 17.63% (RI
4.93%-45.40%) figura 13.
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GRUPO
DX

Figura 13 A. Porcentaje de eritroblastos en pacientes y grupo control:

CONTROL

Grupo citogenético™

grupo displasico

grupo exceso de blastos

1.92 2.25
7.69 12.98
4.93 17.63
5.00 12.50

6.86

18.20
45.40
16.14

Notese el incremento en el valor para los

subgrupos diagndsticos con respecto al grupo control. B. tabla de anélisis bivariado entre grupos dx para el indice RE %

ERITROBLASTOS, con* grupos sin diferencias estadisticas con respecto al control_Los puntos y nimero representan los
pacientes con valores atipicos

El restante de indices citométricos no tuvo una diferencia significativa con el grupo de

controles en la comparacion de medianas a través del test de kruskal wallis. Los
resultados se muestran en la tabla 8.
Tabla 8. Significancias estadisticas de los indices citométricos evaluados con P>0.05
iNDICE Chi- gl Sig. iNDICE Chi- gl Sig.
cuadrado asintot. cuadrado asintét.
RG Asinc NeuT 1.169 3 .761 RM CD45 Pre lyT 5.969 3 113
RG CD16 CV NeuTo 2917 3 405 RM Asinc prec 3.315 3 .346
RG CD45 NeuV Iyt 2.665 3 446 RM SSC Prec Lyb 6.133 3 .105
RG CD11b NeuV IyT 2.405 3 493 RM pre mono 6.766 3 .080
RG CD16 NeuV IyT 3.494 3 .322 RE CD33 baso 1.679 3 .642
RG CD10 NeuV IyT 6.636 3 .084 RE CD33 monT IyT 3.404 3 .333
RG CD13 NeuV IlyT 3.761 3 .288 RE CD36 monT IyT 3.741 3 291
RM Infid Neut 3.333 3 .343 RE FSC Erit LyB | 1.663 3 .645
(cambio megaloblastico)
RM CD64 NeuV Iyt .380 3 .944 RE SSC Erit LyB (lobul) 1.350 3 717
RM FSC NeuV B 6.240 3 101 RM CD45 NeuV Iyt 2.716 3 438
RM Asinc Mon .954 3 .812 RE Asinc Eri 5.614 3 132
RM Asincll Mon 6.896 3 .075 RE Asincll Eri 5.247 3 .155
RM CD14 Mon IyT 1.053 3 .788 RE Cam meg term 5.074 3 .166
RM HLA Mon IyT 3.300 3 .348 RE CD45 Pre lyT 1.377 3 711
RM CD35 Mon IyT 1.697 3 .638 RE Bloq prec CV 3.819 3 .282
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RM CD34 Mon IyT 1.165 3 .761 RE SSC Prec Lyb 2.457 3 483
RM SSC Mon lyB 7.711 3 .052 RE CD33 Pre lyT 4.892 3 .180
RM FSC Mon lyB 5.241 3 .155 RE CD105 Pre IyT 2.563 3 464

a. Prueba de Kruskal-Wallis

b. Variable de agrupacion: DX

DISCUSION

La evaluacion estandar de médula 6sea en el estudio de SMD incluye mielograma,
biopsia, coloracion de hierro y cariotipo para la correcta clasificacién de acuerdo al subtipo
descritos por la OMS y su estimacion de pronostico®. Sin embargo, muchos pacientes
que tienen resultados de morfologia o de hierro no concluyentes y un cariotipo normal no
se les pueden descartar un SMD?'. Es en estos casos es donde la CF se describe como
capaz de identificar caracteristicas displasicas y por lo tanto, tener valor en la evaluacion
diagnéstica en estos pacientes; sin embargo muchos de los hallazgos reportados como
anormales estan prestos a la subjetividad de operadores expertos lo que le quita
reproducibilidad a esta herramienta, de alli la necesidad de estudios que estandaricen
este hallazgo®*. Se han logrado grandes avances en la estandarizacion de instrumentos,
tanto asi que las medidas de una poblacién puedan ser reproducidos intra e inter
laboratorio, incluso entre tres marcas de instrumentos distintas®’.

En este estudio se evidencidé que los hallazgos en los pacientes y pruebas convencionales
en el algoritmo diagnostico de SMD fueron similares a lo reportado en la literatura como el
grupo etario de los pacientes con SMD fue similar a la reportada por la OMS en su ultima
clasificacion donde la edad promedio fue de 70 afios®. En cuanto a la incidencia se
encontré que fue mas frecuente en mujeres y como reportd Elnahass Y et al. EIl SMD con
del 5q fue mas comun en mujeres que en hombres*. Si bien la clasificacion de la OMS
2016 reporté que el SMD que mas se presenta en la poblacion es el SMD multilinea, en
este estudio predominé el SMD unilinea®. Segun lo publicado por Jiménez S.*® Ia
citopenia mas frecuente es la anemia, al igual que en esta investigacion, donde el 47.5%
de los pacientes la presentaron.

Los cambios morfolégicos hallados son los reportados en la literatura, por ejemplo,
Shaver A et al en su estudio realizado en 2017 enfatizo que en la granulopoyesis los
cambios mas tipicos se presentaban en la lobulacion como la hipolobulacién, asi mismo;
manifestd que en la linea megacariocitica hay megacariocitos de menor tamafo,
hipolobulados o con Iébulos separados. En el linaje eritroide los cambios mas
significativos eran la multinuclearidad, alteracién en el contorno nuclear, la cariorrexis, el
asincronismo madurativo y anormalidad en la condensacion cromatinica®®; coincidiendo
con los hallazgos de este estudio, donde adicionalmente los cambios macrociticos fueron
los mas frecuentes. Es necesario resaltar que los hallazgos no nucleares son pocos
especificos ya que pueden manifestarse en otras patologias como en las anemias por
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deficiencias de vitamina B12 o acido folico, por tanto, siempre hay que soportarlos con
otros cambios morfoldgicos concluyentes de displasia®. Los resultados obtenidos en la
biopsia demostraron que la hipercelularidad es el hallazgo mas frecuente, el desarreglo
topografico de las poblaciones en médula 6sea en los SMD vy la fibrosis medular que fue
también fue similar lo reportado por otros Nieto en su publicacion*', Si bien alli lo
reportado es que la citomorfopatologia de los megacariocitos es preferible ser analizada
en biopsia, en esta investigacion se evidencid que se obtuvo mayor anormalidad en el
mielograma, posiblemente por el uso rutinario de regletas que permiten detectar con
mayor objetividad la presencia de formas pequefas.

Las alteraciones citogenéticas obtenidas en este estudio fueron del 52.5%, estos
resultados fueron similares a los reportado por Elnahass y colaboradores quienes
documentaban una frecuencia del 46% y por Haase quien reportd 52.3%**2. En
contrataste ellos encontraron que las anomalias mas frecuentes fueron la del 5q, del o
pérdida del 7q, la trisomia 8 y la nulisomia Y, mientras que el hallazgo mas frecuente en
esta investigacion fue el cariotipo complejo (>3 alteraciones genéticas).

Similar a lo reportado por los consenso en el estudio inmunofenotipico para SMD', en
este estudio se pudo observar que la serie granulocitica presentd alteraciones en los
patrones de maduracién CD13/CD11b, CD13/CD16 a modo de asincronismo o bloqueo
madurativo, también se evidencié que hubo expresién de antigenos linfoides como el
CD56 (ceélulas NK) en precursores inmaduros de la linea mieloide, que se asocian con
progresion de la enfermedad, por ser un marcador de infidelidad. En cuanto a las
alteraciones fenotipicas de la serie eritroide, se presentd expresion heterogénea de CD36
(patréon de maduracion) negativo, similar a lo reportado por Mathis en su investigacién de
2013%,

En la comparacion de los blastos, se encontré que a medida que aumenta el porcentaje
de blastos contados por mielograma aumenta el porcentaje de precursores CD34 en
citometria de flujo, con una correlacion positiva y significativa a pesar de que se presenta
un mayor numero de blastos a través de morfologia, este hallazgo ya ha sido reportado
por Sandes en 2013 en donde su recuento promedio de blastos por morfologia era de 4.5
+ 4.8% mientras que por CF era del 2.7 + 2.8%*, de alli que este método siga siendo
recomendado para el recuento de blastos y clasificaciéon de SMD debido a que en los
recuentos por citometria de flujo se puede presentar dilucibn con sangre periférica
secundaria al proceso quirtrgico*®#6, EI mismo hallazgo se presenté al comparar el
recuento de eritroblastos por medio de las dos técnicas en donde fue mayor en el
mielograma, Western en su publicacion de 2017 en su estudio multicéntrico observé que
habia incremento de estas células por CF en pacientes con SMD y que habia correlacion
entre los recuentos por CF de la cohorte de estudio y la cohorte de validacion, sin
embargo, encontraron diferencias entre los recuentos de varios centros de diagnéstico ya
que el tipo de lisis utilizada puede perder algunos eritroblastos disminuyendo falsamente
su valor*’. Es de resaltar que este recuento es inferior en el panel de eritroblastos al
comparar con el panel de monocito y neutréfilo, el cual es mas especifico por tener
marcadores especificos para dicha poblacién, eliminando células falsas positivas que se
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ubiquen en la regién de eritroblastos y sean contadas falsamente como ellos, como las
plaguetas. Es por lo anterior que se sugiere que el recuento diferencial que sea reportado
sea a partir de dicho panel.

indices citométricos en linea granulocitica

Los indices citométricos mas ampliamente utilizados han sido los descritos en Ogata en
su publicacion de 2008* y acorde a esta publicacion se encontré que dos de los indices
citométricos explorados (SSC y cantidad de precursores linfoides B) tenian hallazgos
anormales en los grupos de pacientes con SMD: Estos hallazgos fueron la evaluacién de
“granularidad” por medio de citometria de flujo a través del analisis de la complejidad
interna celular o SSC mediante el uso del indice SSC NeuTo Ly, dado por la divisiéon de la
complejidad de neutrdfilos totales vs linfocitos totales. Hallazgo que en el estudio
morfologico es dependiente de una buena coloracion que evite falsos negativos y del
recuento de pocas células, a menudo en cien neutrofilos?®4°, Con este indice se puede
evitar este problema ya que se puede tomar como control los linfocitos, células que tienen
minima cantidad de granulos y hace de este criterio altamente especifico al tener un punto
de referencia valido y contar un niumero muy superior de células. En este estudio se
evidencia que evaluar este parametro es Util para detectar baja “granularidad” en los
neutréfilos sea maduros o formas tempranas y que el hallazgo fue consistente en todos
los paneles evaluados, incluso si su control de linfocitos fueron linfocitos B o totales. En
el estudio de Ogata un valor inferior a 6 era considerado patolégico, en el nuestro el
percentil 25 del control era de 6.23 por lo que valores inferiores a este podrian
considerarse altamente sospechosos de hipo granularidad. Es necesario aclarar que en
el estudio de Ogata se utilizaba el pico maximo de SSC de neutréfilos contra el pico
maximo de SSC de linfocitos y no medianas como en el nuestro, de igual forma los
hallazgos fueron significativos. =~ Aunque se obtuvieron valores de sensibilidad y valor
predictivo negativo adecuados al comparar con datos morfolégicos, es necesario hacer la
comparacion con series mas grandes de datos; Ogata y Reis Alves en sus estudios no
compararon este dato con lo morfoldgico.

El otro hallazgo similar al reportado por Ogata fue la proporcion de precursores linfoides
(CD10+, SSC bajo) con respecto a la totalidad de precursores CD34+ en donde se
encontré que su valor fue inferior para los pacientes con SMD, usualmente inferior al 5%.
En el presente estudio este hallazgo solo fue significativo para el grupo de SMD multilinea
y los SMD con EB mientras que en el estudio de Ogata*® solo se utilizaron SMD de bajo
riesgo (sin EB) por lo que los resultados son diferentes ya que se encontraron en SMD de
riesgos diferentes, por el contrario en el estudio de Reis Alves® se observé que era mas
marcado el decremento de esta poblacion en SMD de alto riesgo (Con EB) similar a
nuestro estudio. Es necesario tener en cuenta que Reis Alves advierte que se tiene que
tener cuidado al interpretar este hallazgo debido a que en pacientes mayores a 55 anos la
disminucidon puede ser mas marcada independiente del subtipo de SMD debido al
decremento de hematogonias propio de este grupo etario por el envejecimiento inmune®°.

También se observd, disminucion de precursores de lineas celulares al evaluar la
cantidad de eritroblastos y monoblastos CD34+ con respecto al total de células CD34+, lo
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que puede explicarse debido al incremento de mieloblastos con diferenciacion a linea
neutrdéfilo lo que disminuye su valor relativo, hallazgo similar a o observado por Reis en
donde 8 de los 12 pacientes evaluados presentaron este incremento, también se puede
explicar por la hipotesis planteada de que en la disfuncién de los progenitores
hematopoyéticos se pierden la capacidad de producir otras lineas celulares®%',

A diferencia del estudio reportado por Ogata y Satoh no se encontraron diferencias con el
grupo control al comparar la expresion de CD45 de los precursores CD34+ con respecto a
los controles, hallazgo similar al descrito por Reis quien no encontré diferencias para este
antigeno®. Sin embargo, es necesario resaltar que ellos en su estudio para este indice
no utilizaron linfocitos como control negativo de expresiéon antigénica sino controles de
isotipo*8:°2,

Un hallazgo llamativo fue que los neutréfilos del grupo con alteraciones citogenéticas
tuvieron un tamafo mayor medido por citometria y a través del indice RG FSC NeuV,
hallazgo que es susceptible de confirmar con una cohorte de validacion ya que los
pacientes de este estudio solo fueron 15 pacientes. No se encontraron publicaciones que
utilizaran esta parametro como evaluacion de displasia citométrica, solo morfoldgica; en
donde se describe que los hallazgos macrociticos han sido reportados como comunes en
SMD, principalmente en formas intermedias tipo metamielocitos, pero pueden ser vistos
en condiciones reactivas*.

El enfoque mas utilizado para evaluar la displasia mieloide mediante CF es el analisis de
reconocimiento de patrones, el cual se basa en una evaluacién cualitativa de la desviacion
del patron de expresion de antigenos en SMD con respecto pacientes control como en el
caso de la evaluacion de curvas madurativas de tipo CD13/CD11b%,

Es comun encontrar que la poblacién de neutréfilos presenta un desplazamiento a la
izquierda con incremento de formas tempranas y disminucion de formas maduras lo que
disminuye su valor relativo y que también es llamado bloqueo o freno madurativo, visto
como una desviacién a la izquierda de la maduracion y en el caso de la CF como una
poblacién de neutréfilos mas homogénea y débil para CD16 y CD11b'%. Con respecto a
esto Alhan reportd que la sub-expresion de CD11b en neutréfilos maduros CD16+ en
pacientes con SMD, corresponde a formas terminales maduras y apoptéticas que al
evaluarlos en una curva de maduracién en conjunto con CD13, se visualizan como formas
tempranas a nivel de mielocito/metamielocito lo que puede sesgar la caracterizacion, este
hallazgo ha sido catalogado como de los mas importantes en la linea neutréfilo de SMD%®.
Es necesario resaltar que el freno madurativo o desviacién se puede presentar en otras
alteraciones como infecciones, deficiencia de cobre o lupus eritematoso sistémico*.

Es alli cuando el indices citométrico RG Blog Gran, hacen de esta evaluacidon mas
objetiva al dar un valor numérico a esta percepcion visual como en este estudio donde un
valor alto para este indice indica un freno madurativo o desviaciéon a la izquierda, en
donde los controles presentaban valores en promedio de 1.28, a diferencia del grupo con
EB que presentaba valores en promedio de 4.26. Reis Alves aunque no utilizd indice
pero si una descripcion de freno madurativo, no obtuvo diferencias significativas entre
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pacientes y controles, sin embargo se puede explicar porque utilizd pacientes reactivos
como control y el 21% presentaron este hallazgo a diferencia del 46% de los pacientes
con EB%. En este estudio no se tuvieron en cuenta los neutréfilos terminales CD10+
debido a que en el momento del aspirado puede incrementarse su numero debido a
contaminacién con sangre periférica®’.

Otro indice que busca interpretar frenos madurativos es RG CD11b CV ya que interpreta
la heterogeneidad de la expresion de CD11b en neutrdfilos, asi en un escenario de
retraso madurativo, sera mas homogénea la visualizacién de esta expresion y, por lo
tanto, tendra un valor inferior de CV. En este estudio se observé como los pacientes con
SMD tipo EB tenian disminucion en este valor y al comparar el indice por la percepcién
visual de los evaluadores en la prueba de CF se evidencié que habia buena correlacion y
especificidad. Esta expresion a modo de indice ha sido utilizada por Ogata en su estudio
de 2006 pero solo fue utilizada en precursores y no en neutrofilos, encontrando
diferencias significativas con respecto a sus controles®?, una evaluacion similar pero en
eritroblastos fue utilizada por Mathis quien encontré que la visualizacién heterogénea en
la expresiéon de CD71 se relacionaba con un CV alto, superior a 136 en los pacientes con
SMD*.

indices citométricos en precursores CD34+

De forma normal los precursores CD34+ disminuyen la intensidad en la expresién de
CD117, CD34 y HLADR y CD45 lo que se visualiza como una poblacion homogénea,
hallazgo que se ha utilizado para asignar caracteristicas de displasia por CF al
interpretarlo como disminucion en la expresion de estas proteinas'%. Acorde a esto un
hallazgo adicional de bloqueo madurativo fue el RM Bloq prec CV, en donde se analiza la
heterogeneidad en la expresion de antigenos como en precursores CD34, hallazgo que
puede ser medido mediante un bajo coeficiente de variacion para la intensidad de
poblacion de dichos antigenos de forma objetiva y numérica.

Asi mismo en casos de SMD con displasia y con EB se observd expresion homogénea,
con CV bajo, algo que ya habia sido reportado pero no de forma numérica sino
subjetiva**.  Ogata en su estudio de 2006 hizo una aproximacion a este hallazgo con el
CD117, sin embargo, midié la sobre expresion de dicha proteina mediante la comparacion
de la MFI de los precursores y controles de isotipo y no su expresion homogénea con CV
y obtuvo sobre expresion por su método en el 33% de los pacientes.

El asincronismo madurativo es un hallazgo morfologico frecuente*® y esta dada por la
expresion de proteinas que no corresponden con el estadio madurativo en el que se
encuentra la células, asi es inusual que los neutréfilos maduros expresen antigenos
propios de células inmaduras como HLADR, CD117 o CD34, aunque el HLADR se puede
presentar en neutrofilos en algunos estadios inflamatorios®®. Este criterio ha sido utilizado
por los consensos de diagndstico de mielodisplasia como criterio citométrico anormal’®0,
sin embargo tiene el inconveniente de ser subjetivo, al no tener valores estandar para
definir desde cuando se define como expresion positiva o débil aunque autores como Reis
Alves definen en su trabajo expresiones superiores al 10 o0 20% de las células evaluadas
de forma arbitraria como valor anormal *°, o como expres6 Alhan, un log superior al valor
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de expresion normal o negativa**. El indice RG Asinc NeuT indica que hay pacientes con
sobre expresion de estos marcadores, aunque estas diferencias solo se evidenciaron
entre los grupos control y las LMA secundarias a mielodisplasia, sugiriendo que el
asincronismo madurativo antigénico es mas probable en desordenes avanzados y util
para diferenciar desde que punto y de forma objetiva se esta expresado un antigeno en
una célula madura como el neutrofilo.

De forma similar en linaje eritroide se presenta asincronismo madurativo al evidenciarse
que los eritroblastos tardios presentaban mayor expresion de antigenos de células
tempranas como HLADR, CD34 y CD117 a través del indice RE Asincll Eri la cual
evidencid expresiones nueve veces en promedio mas altas que el grupo control. Otro
caso de asincronismo madurativo fue la expresion anormalmente alta de del CD71 en los
precursores y documentada con el indice RE CD71 Pre IyT, en donde la expresién fue en
promedio 33 veces superior al control, sin embargo, es necesario resaltar que estos
hallazgos solo se dan en subgrupos especificos, en este caso en nuestro grupo con
alteraciones citogenéticas, lo que puede ser explicado por la alta heterogeneidad de dicho
grupo. Estos hallazgos no son reportados por los dos consensos de uso de CF en SMD
que se han llevado hasta la fecha'®3+61,

indices citométricos en linea monocitica

Con respecto a los monocitos, normalmente se pueden distinguir tres tipos de formas;
CD14+/CD16- (clasicos), CD14/CD16+ (int) y CD14low/CD16+ (no clasico o activados).
En este estudio se evidencié que los monocitos con expresion de CD 16 (no clasicos e
intermedios) en pacientes con SMD presentaron un valor inferior con respecto a los
controles que presentaban un valor superior al 20%, hallazgo similar al reportado por
Selimoglu y col. Quienes reportaron que en comparacién con donantes sanos y pacientes
con monocitosis reactiva, los pacientes con LMMC mostraron un aumento en la fraccion
de monocitos clasicos (CD14+/CD16 -)'%2. Lo anterior sugiere que en algunos de estos
pacientes hay disminucion de células activadas.

indices citométricos en linea eritroide

Similar a lo reportado por Mathis, se observdé como la expresiéon de CD71 y CD36 es
heterogénea al medirla por su alto coeficiente de variacién, y como este tipo de
mediciones pueden ser utiles para hacer cuantitativo este parametro, en este trabajo la
medicion tuvo una diferencia significativa en grupos con displasia multilinea y EB, la razén
de que no se presente en otros grupos se puede explicar por qué la displasia se puede
presentar en otras linea diferentes a la eritroide®, en el estudio descrito solo se comparo
con grupos de bajo riesgo (sin EB) con diferencias significativas en donde el Ods Ratio
para CD36 con respecto al grupo control fue de 3.7 y de 3.2 para CD71, sin embargo, es
necesario tener en cuenta que en el estudio de Mathis se proceso la muestra sin lisante,
lo que lleva a pensar que a pesar del método utilizado el indice es util para la deteccion de
displasia eritroide. La variacion en la expresion del CD71 (receptor de transferrina) se
puede explicar por qué las células eritroides en SMD presentan un fenotipo con
sobrecarga de hierro caracterizado por un mayor contenido de ferritina y por lo tanto un
receptor de transferrina reducido (CD71)%2. La disminucién de precursores eritroides
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evidenciado por su disminucion relativa con respecto a precursores totales pudiera
explicar un mecanismo adicional a la anemia por destruccién de células displasicas en
medula e influenciado por activacion de genes proapoptéticos®*.

CONCLUSIONES Y EXPECTATIVAS

Si bien la CF se ha propuesto como una técnica util para el apoyo diagnéstico en SMD, la
falta de estandarizacién en interpretacion de patrones ha limitado su uso de forma
conclusiva, haciéndola cada vez mas dependiente de operadores expertos. El uso de
indices citométricos es una forma de hacer numérica las mediciones de modo tal que
sean mas faciles de interpretar y que mitiguen la subjetividad propia de la interpretacién
de patrones visuales haciendo mas rapido y preciso en analisis y, por lo tanto, mas costo
efectivo que los enfoques actuales al acelerar el periodo de oportunidad.

En este trabajo se exploraron diversos indices citométricos que pudieran resolver este
problema y se detectan varios que pueden ser potenciales candidatos para ser utilizados
en la rutina de analisis, sea a través de la incorporacion a los software citométricos o para
el uso de los analistas. Se observa como los usos de CV en algunos de ellos son
reproducibles con trabajos realizados previamente, adicional al uso del célculo de indices
citométricos basados en SSC para la deteccion de caracteristicas fisicas de neutrofilos o
el conteo de poblaciones particulares, como los precursores B.

Los indices citométricos se perfilan como indicadores sensibles de dismielopoyesis, sin
embargo, es necesaria una validacion futura de estos hallazgos con cohortes mas
grandes de pacientes y controles para calcular rangos de referencia y asi realizar un gran
estudio multicéntrico para determinar la reproducibilidad de estos resultados y probar la
variabilidad entre diferentes laboratorios y operadores. También es necesario resaltar que
estos indices solo son aplicables para los anticuerpos y clonas evaluadas, asi como solo
es aplicable en el equipo BD Facs Canto Il. Estudios posteriores se deben llevar a cabo
con otras plataformas para confirmar su reproducibilidad.
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