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TEMAS SELECTOS DE LABORATORIO E INVESTIGACION EN HEMATOLOGIA

l. Introducciodn

LinaT.Romero-Guzman*

LaHematologia como otras ramas de laMedicina, se ha
visto favorecida con laaplicacion del diagndstico de tipo
molecular, el laboratorio ha desempefiado un papel
fundamental en este proceso a través de la implemen-
tacion de técnicas moleculares. Desde que se origind la
idea de que el material genético esta compuesto de
acidos nucleicos, cuando Griffith en 1928 observo el
fendmeno de “latransformacién”y los estudios de Avery
en 1944 demostraron que el principio transformador
aislado correspondia quimicamente al DNA, hasta el
Proyecto del Genoma Humano en donde se ha logrado
determinar el orden de cerca de 3,200 millones de
nucledtidos que forman nuestro genoma, haaumentado
lanecesidad de desarrollary aplicar tecnologias nuevas
pararealizar analisis detallados de esta nueva informa-
cion. Han sido de gran utilidad los métodos basados en
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), que
facilita el diagnéstico molecular debido a que se realiza
a partir de cualquier muestra proveniente del sujeto en
estudio y sélo requiere de una pequefia cantidad de
DNA. El diagnéstico molecular puede tener dos posibi-
lidades, la primera es caracterizar la mutaciéon o muta-
ciones en un gen causante de laenfermedad, mediante
el secuenciamiento directo de productos de PCR o con
la metodologia de los microarreglos. Los microarreglos
del DNA esunatecnologia que responde alanecesidad
de analizar simultaneamente patrones de expresion de
cientos o miles de genes y ofrece grandes ventajas
sobre las técnicas de escrutinio genético. La segunda
posibilidad se realiza mediante la identificacion de los
alelos de un polimorfismo genético situado muy cerca o
en el interior (intrén o exén) del gen causante de la
enfermedad. Una de las aportaciones importantes, ha
sido laidentificacion de un grupo de genes cuya funcién
es la vigilancia genomica, estos genes detectan los
dafios que sufre el DNA e inducen a las células a
diversos mecanismos como apoptosis, ignorancia del
dafio e introduccion de errores en la sintesis de DNA o
reparacion, mediante estos procesos se ponen a salvo

las células entodo el organismo. Los genes de vigilancia
gendmica, se han podido reconocer debido a que su
ausencia causa enfermedad, algunos de ellos se han
estudiado en cuanto alos procesos moleculares en que
estan involucrados, las interacciones con otras vias
celulares y su asociacion con mecanismos celulares
normales asi como también enlos mecanismos patogé-
nicos. Uno de los padecimientos en donde ha sido de
especial utilidad el diagndstico citogenéticoy molecular
es el Sindrome mielodisplasico (SMD) ya que en la
mitad de los casos presentan algin tipo de alteracion
cromosOmica, como aneuploidias orearreglos estructu-
rales. Los subgrupos del SMD en base alacitogenética
tienen una gran importancia con respecto al pronéstico
de la enfermedad. Asociados a las alteraciones citoge-
néticas se han identificado alteraciones a nivel molecu-
lar como mutaciones en oncogenes, inactivacion de
proteinas reguladoras de la apoptosis y alteracion en
genes reguladores del ciclo celular.

Uno delos problemas que debe enfrentar el Laborato-
rio de Hematologia es el disponer de métodos de alta
sensibilidad que permitan detectar un nimero pequefo de
células neoplasicas e identificarlas de entre las células
normales que las acompafian. A continuacion se
mencionan tres casos relacionados.

1. Identificacion de blastos en liquido cefalorraquideo
(LCR). La deteccion de infiltracion leucémica al
sistema nervioso central, se realiza por la identifica-
ciondelos blastos mediante el estudio citomorfoldgico
del LCR, esto tiene un significado diagndstico y
prondstico importante. Actualmente enlabisqueda
de aumentar la sensibilidad en la deteccién algunos
autores han propuesto adicionar el estudio de LCR
mediante citometria de flujo, esperandose que con
esta combinacion de métodos se logre aumentar la
exactitud del diagnéstico.

2. Deteccion de enfermedad residual minima. En el
caso de la deteccion de las células tumorales
residuales en un individuo a quien se le aplicé un
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esquema terapéutico antineoplasico, si se tiene
un numero elevado de células tumorales, la enfer-
medad residual se observa al microscopio, pero
cuando son escasas es necesario recurrir a méto-
dos como la citometria de flujo y ademas a técni-
cas genéticas y moleculares que involucran hibri-
dacion con sondas fluorescentes (FISH) y
retrotranscripcién-amplificacion (RT-PCR). Lacom-
binacion de los métodos parece aumentar la sen-
sibilidad y asi la probabilidad de deteccién hasta
10* ala 10 células.

3. Trastorno mieloproliferativo transitorio (TMT).- Es
unaenfermedad que se ha observado al hacimiento
y durante las primeras semanas de lavida, en cerca
del 10% delos nifios con Sindrome de Down (SD). Se
caracteriza por la presencia de células anormales
(blastos) en la circulacion de naturaleza clonal. En
estos pacientes se produce remision espontaneaen
los primerostres meses de vida, pero se hanreportado
casosenlos cuales se hadesarrollado meses o afios
después unaformafataldelaenfermedad (LAM-M7)
conunaelevadamortalidad, especialmente pacientes
gue presentaban alteraciones citogenéticas adi-
cionales alnacimiento. Paradaralgunasrespuestas
al fenémeno de regresion del TMT y la progresion
potencial a LAM-M7 es importante el monitoreo en
pacientes con SD-TMT contécnicas de deteccion de
enfermedad residual minima, mediante citometria
de flujo y deteccién molecular.

Estudios en gendémica, proteébmica y bioinformética
dirigidos a ensayos de funcionalidad de genes y su

combinacién con otros métodos como quimioluminiscencia,
citometriade flujo, seleccién electromagnéticade células,
etc., son la base del laboratorio de investigaciéon en
Hematologia.

Debidoalaevoluciéntecnoldgicaactual, no es posible
evaluar en su totalidad ni la informacion de la literatura
médica ni la utilidad de las pruebas diagndsticas, es
necesario contar con un sistema que permita evaluar de
manera critica y eficiente la informacidn existente. Un
sistema mediante el cual se realice la validacién (lo mas
cercano alvalorverdadero) delosresultados, se determine
la validez global de la prueba diagnéstica y la utilidad de
la prueba (seguridad con que se identifica el problema de
interés). Sistemas que permitan una buena gestién del
laboratorio ayudando a una mejor planificacién y
aprovechamiento de los recursos.

Asi mismo, con los nuevos retos tecnoldgicos se ha
creado la necesidad de que el personal del laboratorio
tengaunainterrelacién constante conelmédico Hematélogo,
esto exige una especializacion en los diferentes &mbitos
del conocimiento del Laboratorio Clinicoyaque eslaUnica
formanosélode dialogar, sino de contribuir al diagnéstico,
controly tratamiento del paciente. Con el propdsito de que
el personal del laboratorio se adecue a las necesidades
reales es necesario actualizarlos programas de ensefianza
desde los niveles de licenciatura de las areas médico-
biologicasy establecer programas de educacién continua
gue favorezcan la motivaciéon para interesarse en todo
aquello que signifiqgue aumentar su conocimiento,
desarrollarse de una mejor forma en la actualidad y
formarse una mejor perspectiva del futuro.

Il. Vias de modulacion de la apoptosis

Angélica C. Monsivais-Orozco

Lamuerte celular programada harecibido varios nombres
enlos ultimos dos siglos. Eltérmino finalmente adoptado
fue apoptosis, acufiado por Currie y colaboradores en
1972, es una palabra griega que se utiliza para describir
la caida de las hojas de los arboles con este término se
refiriere a los aspectos morfolégicos de una muerte
fisiolégica.

Durante la apoptosis se presentan los siguientes
cambios morfologicos: Disminucién del tamafio celular,
condensacion de la cromatina nuclear, formacion de
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vesiculas de membrana, fragmentacién en cuerpos
apoptéticos, y fagocitosis de la célula por células vecinas
o el sistema reticulo endotelial. Se trata de un proceso
guerequiere energiay puede afectar una o varias células.
Estos cambios morfolégicos difieren de lo encontrado en
la necrosis donde observamos edema celular, lisis de la
cromatina, ruptura de la membrana citoplasmica con
liberacién del contenido celular, inflamacién prominente
con afeccion de varios grupos celulares, este es un
proceso que horequiere energia.
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La apoptosis participa en distintas funciones:

1. Duranteeldesarrolloembrionario enlaformacionde
cavidades, separaciénde los dedosy eliminacién de
estructuras vestigiales que tuvieron una funcién
durante laembriogénesis.

2. Enla homeostasis celular en el mantenimiento del
namero celular.

3. En la eliminacion de células indeseables, ya sea
por envejecimiento, defectos genéticos, células
infectadas, linfocitos autorreactivos, células tumo-
rales, o células con lesiones por agentes nocivos.

La apoptosis se caracterizé por primera vez en el
nematodo Caenorhabditis elegansy estaregulada porlos
genes ced 3y ced 4, cuyos productos participan en la
ejecucién de la apoptosisy por el gen ced 9 que participa
enlainhibicion, enmamiferos el proceso es mas complejo
pero sigue el mismo patron con unaelevada conservacion
a través de la evolucion animal.

La apoptosis es un proceso complicado, requiere la
activacién coordinada y ejecuciéon de mdultiples
subprogramas. Se reciben sefiales apoptéticas
intracelulares (Via intrinseca) o extracelulares (Via ex-
trinseca), estas sefales son transducidas a proteinas
adaptadoras y transmitidas a proteasas de cisteina
especificas llamadas caspasas de iniciacion. A partir de
este momento las células estan comisionadas para
apoptosis y el siguiente paso es la ejecucién a través de
las caspasas de ejecucion.

Sefales de muerte

Las sefiales de muerte extracelular pueden ser origina-
das por: 1) eliminacion de las sefiales extracelulares
gue inhiben la apoptosis 2) recepcion de sefiales
positivas de muerte a través de los receptores de
muerte. Una de las vias de sefial de apoptosis mejor
estudiadas es la de receptores de membrana como el
delfactor de necrosistumoral a (FNTa), y Fas Ligando.
Fas (APO10CD95) esunreceptortransmembranatipo
I que pertenece alafamiliade receptoresdel FNT. Fas
Ligando es una proteinatransmembranade 40 kD que
induce apoptosis al unirse a Fas, a pesar de que
inicialmente se creia que el Fas L era especifico de
linfocitos se ha encontrado en tejidos no linfoides
incluyendo corazény pancreas.

Los receptores de muerte como Fasy FNTR1 contie-
nen dominios citoplasmicos de aproximadamente 80
aminodcidos que son esenciales paragenerar sefiales de
muerte y que se designan como dominios de muerte,
estos dominios reclutan proteinas adaptadoras como
TRADD (TNFR1-associated death domain protein) en el
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caso del R1IFNT y FADD (Fas-associated death domain
protein) en el caso de Fas. Proteinas adaptadoras como
FADD contienen secuencias especificas llamadas domi-
nios efectores de muerte que interactlian con la caspasa
8 iniciando la cascada apoptotica.

Lasefales de muerteintracelular como laocasionada
poragentes que dafian el DNA como laradiacién ionizante
originan apoptosis mediada por p53, con un aumento en
latranscripcion de proteinas proapoptéticas, otros meca-
nismos de dafio celular aumentan la actividad de protein
cinasas activadas por stress que inducen apoptosis,
aungue se conoce poco sobre estos mecanismos al
parecer convergen en programas de muerte que llevana
la activacién secuencial de caspasas.

Caspasas

Son proteasas de cisteina, que producenruptura después
de un residuo de acido aspartico, las caspasas guardan
homologia entre si y habitualmente son sintetizadas en
forma de precursores inactivos (zimégenos) con cuatro
dominios diferentes, estos precursores son activados por
protedlisis por otras caspasas en forma de cascada
proteolitica. La accion de ejecucion de las caspasas es
al romper diferentes sustratos que incluyen proteinas
citosélicas y nucleares que tienen un papel enlarepara-
cion y replicacion del DNA, en el splicing del RNA, en la
division celular y estructuras del citoesqueleto, estos
cambios bioquimicos son los responsables de los cam-
bios morfolégicos caracteristicos de la apoptosis. Las
caspasas se dividen en caspasas de iniciacion (corriente
arriba) y en caspasas efectoras o de ejecucion (corriente
abajo). Las caspasas de iniciacion tienen prodominios
largos que contienen motivos estructurales (Ej Dominio
efector de muerte (DED) o el dominio de reclutacion de
caspasas) que asocian estas caspasas a sus activado-
res especificos, en contraste las caspasas efectoras
tienen prodominios cortos, Se han descrito mas de 13
caspasas, no todas participan en la apoptosis, las princi-
pales caspasas de iniciacion son las caspasas 2, 8,9y
10y las principales caspasas efectoras son las caspasas
3,6,7y14.

Proteinas adaptadoras y otros reguladores

Apaf-1 (apoptotic portease activating factor-1) es una
proteinaadaptadora que afectalaactivaciondelacaspasa
9, Apaf-1 se une a la procaspasa 9 en presencia de
citocromo cy de ATP y activa esta proteasa, iniciando lo
gue podriamos llamar, la via intrinseca de la cascada
apoptética, activandose posteriormente las caspasas
efectoras 3,6y 7.

S83




Los dominios de muerte de los receptores del FNT y
de Fasreclutan ciertas proteinas adaptadoras (TRADD Yy
FADD), las moléculas FADD se asocian conlaprocaspasa
8 iniciando la via extrinseca de la cascada apoptética.

Familia de las proteinas Bcl-2

Eselequivalente alas proteinas CED 9 en Celegans, sin
embargo, en el nematodo tiene Unicamente funciones
antiapoptéticas mientras que enlos mamiferos puede ser
proapoptotica o antiapoptética. El Bel-2 fue descubierto
como un protooncogen en el punto de rupturacromosémica
dalat(14;18) enellinfomade células B, de donde deriva
su nombre (B, cell Lymphoma). Causa oncogénesis al
suprimirlaapoptosis mas que por estimular la proliferacién
celular. La familia de proteinas Bcl-2 incluye tanto
inhibidores de la apoptosis (Ej Bcl-2, Bcl-kl, Bcl-w, Mcl-
1, Nr12 y A1/Bfl-1) y promotores de la apoptosis (Bax,
Bak Bok, Diva, Bcl-xs, Bik, Bim, Hrk, Nip3, Nix, Bad,
Bid), Los miembros de esta familia guardan homologia,
tienen 4 areas conservadas llamadas dominios BH (Bcl
Homology): BH1, BH2, BH3, BH4. El dominio BH3 es
critico paralaformacién de dimeros con otros miembros
de esta familia.

Dafio mitocondrial por las proteinas Bcl-2
proapoptdticas

Los miembros proapoptoticos de lafamiliaBcl-2 ocasionan
lamuerte celular alformar poros enlamembrana externa
y en ocasiones interna de las mitocondrias causando
liberacion de citocromo c al citoplasma, el cual activa,
junto con Apaf-1 a la procaspasa 9 iniciando la via
intrinseca de la cascada apoptoética. La mayoria de los
miembros de la familia Bcl-2 poseen en el extremo
carboxiterminal dominios de anclaje que les permiten
localizarse enlamembrana externa de las mitocondrias,
los miembros que carecen de estos dominios (Bad, Bid)
pueden migrar alas mitocondrias al formar heterodimeros
con miembros que poseen estos dominios.
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Proteinas Bcl-2 antiapoptoticas

Las principales proteinas son Bcl-2 y Bcl-xL. Bcl-2 es el
homologo a CED 9 en el nematodo, pueden unirse a Apaf-
1 evitando la activacion de la caspasa 9, tienen también
accion mitocondrial, previniendo la permeabilizacion
mitocondrial y la liberacion de citocromo c.

Antidotos de la apoptosis y anti-antidotos

Existen proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAP). En
mamiferos existe un inhibidor de los IAP llamado Smac
(second mitochondria-derived activator of caspases) o
DIABLO (Direct IAP-binding protein with low pl), Smac/
Diablose unenalAPy neutralizan suaccion antiapoptotica,
son proteinas mitocondriales e inducen la muerte celular.
Aunque se conoce que la apoptosis o0 su inhibicion
participaenla patogénesisy la sintomatologia de diferen-
tes enfermedades todavia queda un campo amplio de
investigacion para poder obtener un conocimiento mas
profundo. Deben desarrollarse técnicas que permitan una
medicion cuantitativa de la apoptosis. Una mejor
comprension de los activadores de la apoptosis y de las
moléculas inhibidoras asi como el estudio de las bases
moleculares y de las sefiales de transduccion pueden
facilitar el desarrollo de agentes terapéuticos como
inhibidores de las caspasas para tratar las diversas
enfermedades relacionadas con la apoptosis.
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l1l. Guardianes del Genoma Humano

Sara Frias*

Elgenoma, representado por el DNA que se encuentraen
el nucleo celular y las mitocondrias, es el patrimonio
genético de cadaindividuo. Aunque el DNA es altamente
estable como lo requiere la molécula de la herencia, es
susceptible de dafiarse de manera espontanea, por los
procesos normales intrinsecos de la célula como la
respiracion que puede producir radicales libres, o por las
funciones propias del DNA como trascripcion, y replicacion
gue por si mismas pueden introducir errores y dafio alos
acidos nucleicos, o bien por exposicibn a agentes
extrinsecos como radiacién o agentes quimicos, que
generanunavariedad de lesiones al DNA. Estas lesiones
incluyen errores de apareamiento, formacién de uniones
covalentes entre dos bases adyacentes, como dimeros
de pirimidinas, formacion de aductos, intercalaciones
guimicas en la doble hélice o bien rupturas de cadena
sencilla o doble. Cualquiera de estas lesiones pueden
afectar de manera letal a la célula, por lo que deben ser
reparadas para no morir. Sin embargo es posible que el
dafio no letal pueda tener mayor repercusion en el
organismo debido aque encaso de no detectar eldafiono
letal, o bien el detectar el dafio y tolerarlo, puede conducir
a una célula hacia el desarrollo de cancer, lo cual puede
en un momento dado ser letal no para la célula sino para
el organismo completo. Es por estas razones, que la
evolucion ha invertido una gran cantidad de genes que
estan dedicados a mantener la integridad genémica
celular.*?

Agentes Exdgenos

Existe un grupo de genes dedicados a la vigilancia
genomica, que se encargan de detectar el dafio al DNA,
una vez censado el dafio y dependiendo de su tipo y
magnitud, estos genes pueden hacer que las células
tomen una decision de entre varias posibilidades: a)
Suicidio celular b)Tolerancia del dafio c) Reparacién del
dafio. Cada uno de estos procesos se utiliza para poner
a salvo a la célula o al organismo completo.

Enelprimercaso, lacélulatiene tal cantidad de dafioque
no es posible repararlo y entonces opta por la opcion de
muerte celular programada o apoptosis, conlo cuallacélula
condafiodesaparece. Enelcasode quelacélulaencuentre
en su DNA dafio que puede ser tolerado, simplemente la
maquinariadereplicaciénignorael dafioy contindaformando
las hebras hijas de DNA, pero introduciendo errores que
pueden ser mutaciones acumulativasy dafiinas de manera
mediata. Por tltimo, cuando la célula toma el camino de la
reparaciondel DNA, existenvarios mecanismosdereparacion
guedejan practicamente normalalacélula: puedenreemplazar
una base mal apareada (mecanismo MMR), escindir un
segmento de hebra de DNA (mecanismo NER) o una sola
base (mecanismo BER), o bienrealizar recombinacién para
reparacion. Lamayor parte de lasveces, lareparaciénesla
respuesta elegida, con lo cual el organismo normal puede
defenderse exitosamente de todas las injurias a su DNA,
tanto intrinsecas como extrinsecas y esto permite que un
humano vivaun promediode 70 afiosrealizando millones de
divisiones celulares por dia.?
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4 N\
Cuadro I. Genes del tipo guardianes del genoma estudiados a nivel molecular
Enfermedad Numero probable Genes Procesomolecular
degenes identificados

Ataxiatelangiectasia 1 ATM Respuesta al dafio al DNA
Sindrome de Bloom 1 BLM Desenrollamiento del DNA (repar/replic/recomb)
Sindrome de Werner 1 WRN Desenrollamiento del DNA (repar/replic/recomb)
Xeroderma Pigmentosum 7 XPA-XPG Reparacién por excision del DNA (NER)
Anemiade Fanconi 8 FANCA-FANCC, FANCD1,

FANCD2, FANCE-FANCG ?
Cancer colorrectal hereditario
(HNPCC) 5 MSH2,MSH6,MLH1,

PMS1,PMS2 Reparacién de bases mal apareadas (MMR)
Cancer hereditario mama/ovario 2 BRCA1,BRCA2 Respuesta/reparacion de dafio al DNA

Pararealizar cualquiera de estos procesos de repara-
ciénserequiere ungrannimerode genes, muchos de ellos
aun desconocidos que pertenecentambién alos guardia-
nes del genomay que se han podido reconocer debido a
gue su deficiencia causa enfermedad. Existe un grupo de
sindromes que se les conoce en conjunto como Sindromes
de Inestabilidad Cromos6mica o Gendmica (SIC), que se
caracterizan por presentar una alta frecuencia de
alteracionesanivel de rupturas o rearreglos cromosémicos
0 mutaciones, asi como una elevada predisposicién a
cancer que enalgunos casos puede ser hasta 1000 veces
mayor que la frecuencia de la poblacion normal; los SIC
son enfermedades monogénicas que comparten con el
cancer la caracteristica de inestabilidad genémica.'?

Por otra parte, se han encontrado alrededor de veinte
tiposde cancerquetienenunevidente componente hereditario
y en los que el gen alterado confiere predisposicion y la
enfermedad se manifiesta s6lo cuando se han acumulado
varias mutacionesdiferentes anivel somatico; laadquisicion
de varias mutaciones somaticas precisas se puede explicar
através de la existencia de Inestabilidad Genética, que se
hareconocido como unacaracteristica cardinal de neoplasia
y que se atribuye a mutaciones en genes de vigilanciade la
integridad genodmica, como aquéllos de los SIC o como los
del cancer colorrectal no polipdsico (genes MSH, MLH,
PMS) y cancer de mama/ovario (genes BRCAL y 2), los
cuales al estar alterados generan en las células un fenotipo
mutador que acumula dafio al DNA. Esta inestabilidad
gendmica precede a la alteracion de oncogenes y/o genes
supresores de tumor tipo portero (“gatekeeper”) que
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desencadenanalteracionesenelciclocelulary/olaapoptosis
gue lleva a la transformacion celular y la neoplasia.'#

Algunos de los genes guardianes del genoma que se
han estudiado y los procesos moleculares en los que
estan involucrados se observan en el cuadro .25

Laidentificacionde los genesinvolucrados enlasvias
celulares de los SIC, los mecanismos de su actividad y
las interacciones con otras vias celulares, actualmente
tienen unimportante impacto sobre lacomprensiénde los
mecanismos celulares normales y particularmente con
aquéllos relacionados con la tumorigénesis.® Adicional-
mente, aunque los SIC (homocigotos) tienen una baja
incidencia, los heterocigotos en conjunto pueden repre-
sentar hasta el 10% de la poblacion normal y no se
conoce el riesgo de portar uno de estos genes, aunque
existen datos que apuntan a que pueden tener elevada
susceptibilidad aagentes ambientales y predisposicién a
cancer.
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I\VV. Estrategias para la investigacion de enfermedad
residual en leucemia aguda

Alejandro Ruiz-Arguelles*

Se define como enfermedad residual ala masatumoral
detectable en un paciente que ha sido sujeto aunesquema
completo de terapiaanti-neoplasica. Eltérmino enfermedad
minima residual se emplea como un sinénimo, que si bien
puede reflejar el optimismo del médico tratante, en muchas
ocasiones es muy impreciso en cuanto a la cantidad de
masa tumoral restante. En aquellos pacientes en que el
tratamiento no reduce importantemente lamasatumoral, la
microscopia experta de un extendido de médula 6sea es
suficiente para detectar la enfermedad residual, y no hay
necesidad de emplear métodos mas sofisticados y costo-
s0s. Sin embargo, en los casos en que la enfermedad
residual realmente es minima, es menester disponer de
métodos cuya sensibilidad permita discriminar unas pocas
células neopléasicas entre varios miles de células normales.

Unade las interrogantes mas controversiales en esta
materia es elnimero de células neoplasicas que debemos
poder detectar, pues tampoco es claro cuél es elnimero
de células neopléasicas residuales que permite definir la
suspensién o la continuacién de la terapia anti-tumoral.
Aungue no es un consenso universal, muchos autores
coinciden en afirmar que en un paciente con leucemia
agudaquetiene 1 o mas células malignas por cada 1,000
células hematopoyéticas normales enlamédula ésea, la
recidiva de la neoplasia es casi segura; cuando la
frecuencia de células neoplasicas es ain mayor de 1 en
10,000, la recidiva es todavia probable; pero cuando la
cantidad de células malignas es menor a esta Ultima cifra,
la probabilidad de recidiva es practicamente nula. Parece
I6gico suponer entonces que la sensibilidad deseada de
los métodos para la deteccién de enfermedad residual,
debe serla necesariay suficiente para poder distinguir a
los pacientes en riesgo de recidiva, de aquellos que no
tienen este riesgo. En la actualidad, existen diversos
métodos que, aislados 0 en combinacion, permiten la
discriminacién inequivoca de 1 célula neoplasica entre
10,000 células normales. Se enlistan a continuacion:

1. Citometriade flujo multiparamétrica (CMF).
2. Deteccibn de traslocaciones.
—Hibridacion con sondas fluorescentes (FISH).
—Retrotranscripcion/Amplificacion (RT/PCR).
3. Deteccién de rearreglos IgH o TcR.
4. Combinacionesde CMF/FISH/PCR.

Inmunofenotipo. La citometria de flujo multiparamétrica
se fundamenta en la deteccion de perfiles antigénicos
aberrantes que permitan distinguir células neoplasicas. Es
menester enfatizar que la seleccion de anticuerpos, las
mezclas de los mismos, el nimero y combinaciones de
parametros que se detectanen cadacélula, ylas estrategias
de adquisicion de datos, son factores cruciales dado que
enlasmuestrasde médula6sease encuentrannormalmente
elementos celulares de distintas lineas y en diversas
etapas de maduracion, que pueden faciimente confundirse
con células malignas. El abordaje méas confiable para
distinguir a las células neoplasicas de los precursores
normales en maduracion -hematogonias, como las llama
Ricardo E. Duque- es utilizando mezclas de anticuerpos
gue permitan seguir el patrén de maduraciéon normal enla
expresionde antigenos de cada unade laslineas celulares
hematopoyéticas. Aun utilizando estos recursos, en oca-
siones es muy dificil definir con certeza el origen neoplasico
de algunas células, porlo que se hace necesariorecurrira
estrategias adicionales para confirmarlo.

Traslocaciones balanceadas. Existen algunas
traslocaciones que se encuentran con frecuencia variable
asociadas a ciertas neoplasias oncohematoldgicas. Se
enlistan las mas frecuentes:

(. . L .
Quimerismo Padecimiento asociado

IgH/MYC/CEP8 L. Linfoblastica, L. No-Hodgkin, Burkitt
AML1/ETO L. Mieloide M2

BCR/ABL p190 L. Linfoblastica

BCR/ABL p210 L. Granulociticacrénica

MLL L. Agudas (10%)

TEL/AML1 L. Linfoblastica en nifios
Bcl2/IgH Linf. Centrofolicular
PML/RARa L. Promielocitica
CBFB/MYH11 L. Mielomonocitica
. J

Estas alteraciones pueden detectarse mediante
retrotranscripcion y amplificacion de ADN (RT/PCR) o por
hibridacién fluorescente in situ (FISH). EI método de RT/
PCR es notablemente mas sensible que el de FISH (10°y
107, respectivamente), perotambién es maslaborioso, mas
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costosoy requiere de instalacionesy adiestramiento espe-
ciales. Por ello, latécnicade RT/PCR suele preferirse para
ladeteccion de enfermedadresidual, entantoquelade FISH
encuentra mas utilidad para detectar la traslocacion en el
momento del diagndstico, cuando la masa tumoral es
abundante. Unabordaje muylégicoy altamente recomendable
es demostrar la traslocacion por FISH antes de iniciar el
tratamiento, pues entre otras cosas el método permite la
investigacion de diversas traslocaciones en un mismo
extendidocelular, yrelegarlatécnicade RT/PCR parahacer
elseguimiento de cada caso, investigando especificamente
aquella traslocacion que de inicio se demostré por FISH.

Losrearreglos de los genes de las cadenas pesadas
de inmunoglobulinas (IgH) o delreceptor de las células T
(TcR), se presentan primordialmente en las leucemias
linfoblasticas. Su deteccion se realiza por RT/PCR y su
sensibilidad es relativamente pobre (10°3).

Ennuestrolaboratorio, Reyes-Nufiezy Garcés-Eisele,
disefiaron y desarrollaron un método para aumentar la
sensibilidad de la deteccion de rearreglos de IgH 0 TcR,
consistente en la construccion de una sonda de ADN
complementaria al rearreglo de cada paciente, que permite
su deteccidon por hibridacion en membranas de
nitrocelulosa. Este abordaje incrementa la sensibilidad
en 1 o 2 logaritmos, amén de que permite cuantificar la
enfermedad residual en cada paciente.

La combinacion de FISH con CMF es un nuevo
abordaje que estamos probando actualmente en nuestro
laboratorio. El método implica la demostracién de una
traslocacion al momento del diagnostico, lo que
rutinariamente estamos realizando por el método de
FISH, ademas del establecimiento del inmunofenotipo
condiversas combinaciones de anticuerpos. Terminado
el esquema de tratamiento, las células neoplésicas se
identifican mediante su perfilinmunoldgico y, cuando su
frecuencia es menor de 10+, éstas son purificadas por
seleccion individual electromagnética directamente en
portaobjetos, parainvestigar la traslocacion por el méto-
dode FISH. Losresultados preliminares son muy alenta-
doresy cumplen cabalmente el requisito de sensibilidad
antes mencionados (10#a 10%).

Es del todo insostenible ya la rivalidad entre los
métodos inmunologicosy las técnicas moleculares para
la deteccion de enfermedad residual en leucemia. La
combinacion de ambas categorias de métodos ofrece,
sin lugar a dudas, mejores resultados que el empleo
aisladode cadaunadeellas. Loslaboratoriosinvolucrados
en el seguimiento de pacientes con leucemia deben
aceptar esta realidad y equiparse, tanto técnica como
profesionalmente, para ofrecer la informacién mas util
para médicos y pacientes.
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V. Identificacidn y cinética de blastos en liquido
cefalorraqguideo mediante citometria de flujo

Josefa Piedras-Ross

Al diagnéstico, menos del 10% de los pacientes adultos
conleucemiaagudalinfoblastica (LAL) tieneninfiltracién
leucémica al sistema nervioso central (SNC), y
aproximadamente el 30% de los pacientes desarrollaran
esta complicacion durante el curso de la enfermedad. El
diagnéstico de leucemia en el SNC tiene significado
prénostico y se establece por laidentificacion de blastos
en elliquido cefalorraquideo (LCR).! Laidentificacion de
los blastos mediante el estudio citomorfol6gico (CM) del
LCR sigue siendo el “estandar de oro” para el diagnéstico
de leucemia en el SNC. Recientemente, aprovechando
gue la citometria de flujo (CF) permite el analisis de un
mayor nimero de células, se haempleado paraaumentar
laexactitud del diagnostico CM.234 Los estudios realizados
por Redner etal?y por Subird etal*fueronlos pionerosen
CF. Estos autores encontraron buena concordanciaenla
identificacién de blastos mediante CMy CF, y basados en
gue la CF constituye un método mas sensible y rapidolos
recomendaron para el estudio del LCR de cualquier
paciente leucémico empleando ambos métodos.

En el Departamento de Hematologiay Oncologia del
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién S. Z.
se comparo la eficiencia entre el tradicional analisis CM
y la CF para establecer el diagndstico de leucemia en el
SNC, y ademas se analizé la cinética de los blastos y de
las subpoblaciones de células no malignas CD4 y CD8
durante laquimioterapiaintratecal (QTIT) enlas muestras
seriadas de tres pacientes con infiltracion leucémica en
el SNC.

Se colectaron 75 muestras de LCR de 31 pacientes
con LAL; 16 mujeres (53.3%)y 15 hombres (46.7%). Por
inmunofenotipo, 25 pacientes se clasificaron como LAL
de estirpe B (80.6%), 5 de estirpe T (16.1%) y en un
paciente no serealizd inmunofenotipo. Lamediade edad
fuede 30.5+12.43 afios (intervalo 16 a 62 afios). De cada
unade las punciones lumbares se obtuvo unamuestrade
LCR previoalaaplicaciéndelaQTIT parael estudio CM,
citoquimico, CF y la cuantificacion de ferritina y de beta
2 microglobulina. El analisis CM (realizado por 3
hematologos) se clasifico en: positivo (leucocitos en el
LCR >5/uLy presenciade blastos en el citocentrifugado);
indeterminado (leucocitos <5/uL y presenciade blastos);
negativo (ausencia de blastos) y traumatico (presencia
de eritrocitos).® En ninguna muestra hubo divergencia
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entre los 3 observadores, y el resultado definitivo fue
aquél en el que coincidieron por lo menos 2 de los 3
observadores. Las muestras clasificadas como
indeterminadas por 2 observadores se consideraron
positivas en el andlisis final, yaque se ha demostrado que
la evolucion clinica de los pacientes con leucocitos <5/
uLenel LCR essimilaraaquéllaen quienes el diagnéstico
de infiltracién se establece conlos criterios del consenso
de Roma.®! Para la CF se emplearon los siguientes
anticuerpos monoclonales: control de isotipo (FITC/PE),
CD4FITC/CD8PE, CD10FITC/CD34PE y CD5FITC/
CD19PE.

Delas 75 muestrasiniciales se eliminaron 7: cinco por
muestrainsuficiente y 2 por punciéntraumatica. Delas 68
muestras de LCR hubo concordancia entre los métodos
CM y CF en 61 muestras (90%): 55 negativas y 6
positivas; en 4 muestras se obtuvo resultado CM positivo
y hegativo por CF y en 3 muestras, la CF fue positiva 'y
la CM negativa. Las 13 muestras positivas por ambos o
por cualesquiera de los dos métodos provenian de 6
pacientes (CuadroI), de los cuales el 1, 2, 3y 4 tuvieron
sintomas neurolégicos. Los pacientes conresultado CM

( Cuadro I. Resultado del andlisis citomorfolégico (CM)y
de citometria de flujo (CF), en el LCR de 6 pacientes con
LAL y quimioterapiaintratecal (QTIT)

Paciente dias CF CM CD10 CD10 CD19 CD4
post /CD34
QTIT
1 0 + + + + +
1 + + + + + -
5 + + - + + +
2 0 + + + - + -
7 + + + - +
3 0 + + + - + -
4 + - + - + +
7 + + - + +
21 - + - - - +
4 28 - + - +
245 - + - +
5 0 + - + +
6 108 - + - -
. J
S89
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Figural . Cinética celular en tres pacientes con leucemia en el SNC.

(cuadrados), CD4 (asteriscos) y CD8 (circulos).

positivo se trataron con metotrexate (12.5mg) y arabinésido
de citocina (80 mg) administrados intratecalmente 2 vez
por semana hasta desaparicion de los blastos en el LCR.
Posteriormente la QTIT se administr6 semanalmente
durante 2 mesesy unavez por mes durante 6 meses. En
los pacientes sin infiltracion la QTIT se administro en las
semanasO0, 1,4,5,7,9,11, 25, 28y 32 post-diagnostico
y posteriormente cada 3 meses durante los primeros 2
afios de vigilancia.

Como se muestra en las gréficas de cinética celular
(Figura 1), los blastos del pacientel (CD10+, CD19+y
CD34+) desaparecieron al dia 19 y en los pacientes 2y
3lascélulas leucémicas expresando los antigenos CD10
y CD19yanofueron detectadas eneldia2l. Se observé
unincremento de las células CD8+, y particularmente de
las CD4+ concomitante con ladisminucion o desaparicion
delosblastos. Elincremento fue transitorio en el paciente
1, permaneciendo aproximadamente 3 dias para
reaparecer el dia 57; en el paciente 2 el aumento de las
células CD4 fue evidente entre los dias 15 y 43
disminuyendo al dia 63,y en el paciente 3 las células CD4
empezaron a ascender al dia 4 permaneciendo altas
hasta el siguiente seguimiento al dia 28. Analizando las
68 muestras se encontraron 16 (de 7 pacientes) con cifras
elevadas de linfocitos-T CD4+ (>15%): cuatro pacientes
(con 13 muestras) con resultado CM y/o de CF positivos
y 3 pacientes (3 muestras) con resultados negativos de
CMy CF.

En varios reportes encaminados al estudio de
subpoblaciones de linfocitos en padecimientos que afectan
al SNC (enfermedades inflamatorias y no inflamatorias,
esclerosis multiple, meningitis), otros que la leucemia, se
ha demostrado que las células predominantes en el LCR
son los linfocitos-T con fenotipo CD4.78 Asi, parece que el
enriquecimiento del LCR con células CD4 esunfenémeno
noespecifico, presente no sélo en pacientes conenfermedad
neurolégica no maligna, sino también en aquéllos con
leucemiaenel SNCrecibiendo quimioterapiaintratecal. Se
requieren mas estudios para establecer el papel de los
linfocitos-T CD4+ en el SNC de pacientes que sufren de
enfermedades neuroldgicas de diferente etiologia.
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Porcentaje de células positivas para el CD10 (triangulos), CD19

Con base enlo informado en la literatura y a nuestra
experiencia concluimos: a) enlas muestrasde LCRlaCF
permite distinguir claramente los blastos de las
subpoblaciones de células no malignas CD4y CD8, b) el
esquema de QTIT bisemanal aparentemente elimina a
las células leucémicas del LCR en aproximadamente 3
semanas, ¢) concomitante con la desaparicion de los
blastos aumentan los linfocitos-T inmunorreguladores,
particularmente los CD4+y d) aun cuando la concordan-
ciaentrelos métodos CMy de CF es buena, es necesario
estudiar un mayor niimero de muestras positivas.
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VI. Trastorno mieloproliferativo transitorio

LinaT.Romero-Guzman*

El trastorno mieloproliferativo transitorio (TMT), es una
enfermedad con muchas preguntasy pocas respuestas.
EITMT (Mielopoyesis anormal transitoria, Leucopoyesis
ineficaz, Leucemia transitoria, Reaccion leucemoide
transitoria), es un padecimiento que se ha observado, al
nacimiento y durante las primeras semanas de vida, en
aproximadamente 10% de los nifios con Sindrome de
Down (SD).! El cuadro clinico se caracteriza por la
presenciade células anormales enlacirculacion (blastos),
de naturaleza clonal,? morfolégicamente idénticos a los
gue se observan en LA (usualmente de estirpe mieloide),
lo que lo hace practicamente indistinguible de una LA
neonatal con la Unica diferencia de que el proceso remite
espontaneamente sin tratamiento antileucémico en
semanas o meses.?

No obstante que en la mayoria de los pacientes se
produce remision espontdneaenlos primerostres meses
delavidalo que sugiere una condicidntransitoria benigna,
también se han reportado casos en los cuales se ha
desarrollado unaformasevera potencialmente fatal de la
enfermedad, caracterizada por hidropesiafetal, (derrame
pleural, cardiaco y peritoneal), y fibrosis hepatica y/o
disfuncién hepdtica, la que se ha asociado con una
elevada mortalidad y porque se hainformado ademas el
desarrollo de LAM en el 20 — 30 % de los nifios con SD-
TMT, meses 0 afios después del periodo neonatal,
fundamentalmente en aquellos pacientes que presentaban
alteraciones citogenéticas adicionales al nacimiento.*

En generallos nifios con SD tienen un mayor riesgo a
desarrollar LA que aquéllos sin esta enfermedad y los
neonatos con SD tienen unamayor propension a presentar
TMT. Algunos autores han sugerido que no existe
diferencia en la distribucién de los tipos de LA en nifios
con y sin SD, ya que se ha observando que la forma
predominante de leucemia en nifios con SD antes de los
tres afios de edad es la LAM, mientras que la LAL
predominaen nifios mayores (preescolares o escolares).
La variedad mas frecuente de leucemia en la etapa
neonatal en nifios con SD es la Leucemia Aguda
Megacarioblastica, aunque esta variedad de leucemia
también suele observarse en nifios sin SD en otras
etapasdelavida, enformasimilaral TMT que se presenta
casi exclusivamente en la etapa neonatal y en donde las
células frecuentemente involucradas expresan antigenos
de la estirpe megacariocitica. En el cuadro | se pueden

observar los marcadores inmunoldgicos que han obser-
vado algunos autores.?%”7

Debe hacerse diagnéstico diferencial con otras en-
fermedades que pueden dar un cuadro hematologico
parecido a TMT como sindrome de TORCH (toxoplas-
mosis, rubeola, citomegalovirus y herpes virus congéni-
to), septicemia neonatal, sifilis congénita, isoinmuniza-
cion materno fetal, neuroblastomay leucemia congénita
verdadera. Es importante recordar que recién nacidos
fenotipicamente normales también han desarrollado
TMT; en estos casos los pacientes han tenido ya sea
mosaicismo de latrisomia 21 o el cariotipo trisomico ha
estado limitado a las células hematopoyéticas de la
médula dseay sangre. Estos pacientes también suelen
presentar remision espontanea, aunque también pue-
den desarrollar subsecuentemente LA. Hiyashi y col.
compararon los rasgos hematolégicos, citogenéticos e
inmunofenotipicos de pacientes con TMT-SD conlos de
aquéllos con LAM, los cuales se muestran en el cuadro
Il. Los rasgos distintivos de los pacientes con TMT
fueron: Hemoglobina normal, plaquetas normalesolige-
ramente disminuidas, hiperleucocitosis y un menor por-
centaje de blastos en médula 6sea que en sangre
periférica. Los pacientes con LAM tuvieron anormalida-
descitogenéticas clonales, mientras que enlosde TMT
no se observo ninguna. Massey G. y col. describieronla
historia natural de 48 nifios con TMT-SD, al momento del
diagndstico, 12 (25%) se encontraban asintomaticos,
56% presentaron hepatomegaliay 44% esplenomega-
lia. Ocho pacientes (17%), presentaron muerte tempra-
naseis de ellos porinsuficiencia hepaticay nueve (19%)
desarrollaron LA; ocho de ellos LAM-M7 y uno LAL-
pPCB.®

*Jefe del Laboratorio de Hemato-Oncologia. Instituto Nacional de Pediatria. ltrg1027@yahoo.com
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[Cuadro I. Sindrome de Down Rasgos Inmunofenotipicos\
Svaldi, etal (2002) CD7+ CD56+ CD33+
CD34+ CD117+ MPOc -
Karandikar, etal (2002) CD45+ CD38+ CD33+
CD41+ CD61+
Girodon, etal (2002) CD45+ CD117+  CD56+
CD41+ CD42+ CD61+
S CD13+ CDla+ CD2+ )
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-
Cuadrolll h
Sindrome de Down Rasgos hematol6gicos distintivos
Leucemia n=13 T™MT n=15
Hb<10g/dL 9/13 69% Hb>14.5g/dL 15/15 100%
Plaquetas <50 x 10 °/L 13/13  100% Plaquetas > 95 x 10 °/L 13/15 8%
Rango 10-56 x 10 °/L Rango 29 - 853 x 10°/L
Leucocitos <50 x 10 °/L 13/13 100% Leucocitos >50 x 10 /L 11/15 73%
Rango 3.4-40.6 x 10°/L Rango 26.8-248.6 x 10 9/L
Blastos MO > SP 13/13 100% Blastos MO <SP 15/15 100%
Sindrome de Down Rasgos citogenéticos e inmunofenotipicos distintivos
Leucemia T™MT
SMD 11/13 85% SMD 0/15 0%
Anormalidad clonal 13/13 100% Anormalidad clonal 0/15 0%
Pseudodiploidia 7/13 54% Desarrollo de anormalidad
clonaladesarrollar LAM
Hiperdiploidia 6/13 46%
9 Blastos Gpllb/Illa 9/12 75% Blastos Gpllb/Illa 9/11 82% )

Hayashi Y, Eguchi M, SugitaK, etal. Blood 72:15-23, 1988.

No se conoce con certeza porqué el TMT estarestrin-
gido casi exclusivamente a pacientes con SD pero
algunas observaciones sugieren un vinculo muy estre-
cho con la presencia de trisomia 21. Algunas de estas
observaciones en particular interesantes han sido la
identificacion de un subgrupo de pacientes con
mosaicismo a SD, en los cuales la clona leucémica
afectaba exclusivamente a las células con latrisomia 21
y de un subgrupo de pacientes con fenotipos normales 'y
TMT, enquieneslatrisomia 21 seidentificabaso6loenlas
clonas leucémicas. Es importante destacar también el
hecho de que la desaparicion del TMT se acompafiaba
con la desapariciéon de la trisomia 21 en las células
afectadas. La interrogante sobre si el riesgo de padecer
TMT o la mayor propension a desarrollar LAM es
simplemente el resultado del incremento de la dosis
génica (trisomia 21) oeselresultado de unahomocigosidad
disémicauniparental (herenciade dos genes supresores
de tumores mutados) debido a la no disyuncién de los
cromosomas paternos por un error ya sea en la segunda
meiosis 0 en etapatempranade la mitosis postcigéticano
se conoce, aunque es fuerte la evidencia actual a favor
de la transmision de un gen mutado. En un andlisis
reciente de 20 pacientes con TMT Niikawa y col.
presentaron evidencia de homocigosidad disémica
uniparental en 9 casos correspondiendo laduplicaciéon del
cromosoma 21, en siete casos a la madre y en dos al
padre y postularon en base a estos hallazgos que el gen
putativo del TMT se localizaenlaregion 21g11.2.° Otros
autores han propuesto la region 21 q 22.1-22.2 (un area
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gue se cree involucrada en el fenotipo de SD) en donde
selocalizaelgen AML-1involucrado endiversostipos de
LAMfundamentalmente elasociadoatranslocaciont(8;21),
perotambiénenlatranslocaciont(3;21) ylatranslocacion
t(16;21), el gen de un trastorno plaquetario funcional
familiar parecido al producido por aspirina con propensién
a desarrollar LAM, el receptor a / b del interferén, una
familia de receptores de citosina y otros genes que
regulan la hematopoyesis pero de manera especial la
megacariocitopoyesis. No se conoce el tipo de relacion
existente entre algunos de los rasgos biolégicos del TMT/
LAM-M7 (por ejemplo, actividad de telomerasa, fenotipo
megacariocitico, mutacién de p53, fibrosis hepatica
vinculada a factor de crecimiento transformante b o factor
de crecimiento derivado de plaquetas b , expresién de
genes eritroides especificos de la g globinay la d amino
levulasa sintetasa) y la lista actual de genes localizados
en el cromosoma 21.%°

En afios recientes otros hallazgos importantes, Utiles
en el diagndstico diferencialde TMTy LAM-M7 han sido,
laausencia de mutacion en el gen supresor de tumor p53
en TMT ylaadquisicion de mutaciones en el gen, durante
la transicién a LAM-M7 y la ausencia de telomerasa en
TMT, lacual se encuentra elevadaen mas de lamitad de
los pacientes con LAM-M7.

Las técnicas de deteccion de enfermedad residual
minima podrian facilitar el estudio del fenémeno de
regresiéndel TMT ylaprogresion potencial o “recurrencia”’
aLAM-M7.Unmonitoreo de muestras de sangre periférica
o médula 6sea de pacientes con TMT-SD por citometria
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deflujo silaclonaleucémicapermanece detectable. Con
el advenimiento de nueva tecnologia de laboratorio,
deteccion molecular y con los primeros agentes que
identifican las proteinas alteradas involucradas en la
proliferacionincontrolada, la elucidacién del mecanismo
del TMT podria conocerse mejor en el futuro.
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VII. Alteraciones Citogenéticas en Sindromes
Mielodisplasicos (SMD)

RosaMaria Arana-Trejo*

Enaproximadamente 50% de los casos con SMD primario
se observan alteraciones cromosémicas que pueden ser
aneuploidias con pérdida o ganancia de cromosomas
especificos o bienrearreglos estructurales variados como
deleciones, translocaciones e isocromosomas.! Las alte-
raciones cromosomicas simples suelen presentarse en
SMD primarios, mientras que los secundarios suelentener
cariotipos complejos con multiples anormalidades?. La
incidencia de alteraciones cromosdmicas observadaenla
poblacion adulta atendida en nuestro Servicio es de 40%
s6lo para los SMD de novo?. En el sistema de estratifica-
cién pronéstico internacional (IPSS) los subgrupos esta-
blecidos por citogenética tienen un alto impacto en la
supervivenciay progresion de laenfermedad. De talforma
gue la aparicion de alteraciones cromosémicas secunda-
rias durante el seguimiento es indicio de evolucion del SMD
otransformacionleucémica.?#

Las deleciones simples son las alteraciones cromo-
sémicas mas frecuentes en SMD primarios generalmen-
te son parciales (intersticiales) y en poca frecuencia o

raravez pueden serde brazos completos. Ladel(5q) es
la més frecuente observandose en 10-15% de los SMD
de novoy en 50% de los secundarios. Nosotros obser-
vamos unaincidencia de 14% sélo para la delecién, sin
embargo hemos observado varios casos con transloca-
ciones de 5q en SMD secundarios a tumores solidos
(datos no reportados). Este marcador se asocia con
factores clinico-hematoldgicos caracteristicos como
anemia macrocitica, diseritropoyesis, megacariocitos
hipolobulados y cifras normales o aumentadas de pla-
quetas. La clasificacion WHO considera a este sindro-
me 5g- como una entidad separada del resto de las
anemias refractarias por su prondstico que es relativa-
mente bueno de curso clinico crénico y una muy rara
evolucion aleucemiaaguda.t?*

La del(5q) no esta limitada al Sindrome 5g-, también
se encuentra en la AREB-ty en los SMD secundarios a
radioterapia 0 agentes alquilantes. En estos casos
generalmente esta acompafada de translocaciones ba-
lanceadas o incluso puede haber pérdida completa del

* Genética, Hospital General de México y Facultad de Medicina, UNAM. México D.F. aranat@prodigy.net.mx
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cromosoma (monosomia 5). Un 5g- en un cariotipo
complejo es asociado con mal prondéstico. Los puntos de
ruptura en 5q son altamente variables siendo dos los
principales: uno en 5931-g33y otro en 5921 que ha sido
reportado en algunos casos de sindrome 5g-. Los genes
gue se han observado en 5g31 incluyen lasinterleucinas
3,4,5y 9, el factor 1 de respuesta al interferén, el factor
estimulador de colonias granulocito-macréfago, el recep-
tor 4 para el factor estimulador de colonias, un gen de
respuestaal crecimiento (EGR1) que es un posible factor
detranscripcionhomélogo algentumor supresor WT1.1245

La delecioén parcial o completa del cromosoma 7 [79-
/-7] esta asociada consistentemente con SMD o LAM
secundarios aradioterapia y/o quimioterapia por linfoma
otumor sélido. Algunos casos pueden ser translocaciones
como la t(1;7)(q10;p10) o inversiones inv(7)(q22934)
observada en SMD secundarios. El significado biologico
de la monosomia 7 no esta totalmente definido, pero es
un marcador de mal pronéstico en adultosy se asociacon
severas complicaciones infecciosas al parecer
ocasionado por una alteracién en la quimiotaxis. Los
puntos de rupturaenla delecién abarcan unaregion muy
grande de 22 a 33, donde se han mapeado los genes
de eritropoyetina y del activador 1 de plasminégeno.
Algunos reportes han sugerido que son dos las regiones
de rupturadefinidasunaen 7q22 en un segmento de 2MB
(megabases) y la otra mas telomérica en 7q32-33.245

La del(17p) o el isocromosoma (17qg) en SMD son
frecuentemente asociado condisgranulopoyesis, ntcleos
hipolobulados con pseudo-Pelger-Huet y pequefias
vacuolas en el citoplasma de los neutréfilos y el pronds-
tico es generalmente pobre. El evento molecular propues-
toeslapérdidadelgenp53en17p13 como consecuencia
delrearreglo cromosoémico.?*

Las alteraciones estructurales del cromosoma 3 son
comunes en SMD a menudo anemia refractaria con
excesode blastosy se hanreportadoinv(3),t(1;3), t(3;21)
principalmente. Estos rearreglostienen diferentes puntos
de rupturaen el cromosoma 3 pero el blanco comin esel
genEVIen3g26. Ladel(20qg) es uncambiorecurrente en
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SMD con una incidencia de 20% y se asocia con buen
prondstico. Generalmente es observada en anemia re-
fractaria, aunque no es exclusivo de SMD se detecta
también en policitemia vera.l?*

La trisomia 8 es un cambio inespecifico frecuente-
mente observado en SMD se asocia con un curso clinico
variado que puede ir desde una rapida evolucion a
leucemia aguda o la completa desaparicion de la clona
anormal. Otras alteraciones menos frecuentes son la
del(13q), del(11q), los rearreglos de 1g a menudo
translocacionesy cambios numéricos inespecificos como
hipo e hiperdiploidias que generalmente son catalogados
como inestabilidad cromosdmica. Existen diversas alte-
raciones a nivel molecular como son las mutaciones en
RAS, inactivacion de p53 e incluso cambios en la
metilacion de genes reguladores del ciclo celular que
también contribuyen con el fenotipo neoplasico y que
algunos pueden ser consecuencia o estar asociados con
las alteraciones cromosomicas.?*
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VIIl. Hemostasia primaria

Guadalupe Montiel-Manzano*

La hemostasia es un sistema complejo que mantiene la
sangre en estado liquido bajo condiciones fisiolégicas,
peroque ante unalesiénvascularreaccionarapida, potente
yreguladamente formando el codgulo exclusivamente en
el sitio afectado, evitando asi la hemorragia sin que el
coagulo se disemine del lugar donde es necesario.

La formacion del coagulo se divide en dos etapas; la
hemostasia primaria o vascular-plaquetaria y la
hemostasia secundaria o plasmatica. El objetivo de la
hemostasia primaria es formar un tapén hemostatico
inicial que esta constituido principalmente por plaguetas
activadas y agregadas. El objetivo de la hemostasia
secundaria es generar suficiente trombina para convertir
al fibrinégeno en fibrina para formar el coagulo.! Las
pruebas de laboratorio que evaltian lahemostasia primaria
son el tiempo de hemorragia, cuenta de plaquetas,
agregometria plaquetaria, actividad del cofactor de
ristocetina, actividad de factor VIII (FVIII), cuantificacion
del antigeno del factor de von Willebrand (Ag:FvW) y la
determinacion de los multimeros del factor von Willebrand.

Tiempo de hemorragia. Fue introducidacomo pruebade
la hemostasia primaria en 1910. Esta es la Gnica prueba
que mide in vivolarelacién endotelio/plaqueta y refleja la
capacidad hemostatica plaquetaria. El tiempo de hemo-
rragia es Util para detectar un defecto cualitativo 6 cuanti-
tativo de plaquetas y FvW. Existen varios métodos para
medir eltiempo de hemorragia. El método tradicional esel
de Ivy que consiste en hacer una pequefia incision en el
antebrazo ejerciendo unapresion constante de 40 mmHg,
absorbiendo con papel filtro el exceso de sangre cada 30
segundos. El tiempo de hemorragia es el tiempo que
transcurre desde laincision hasta el cese de lahemorragia.
Ellimite normal de la pruebaes de 9 minutos. En elmétodo
de Duke se incide en el I6bulo de la oreja; su valor normal
es de 3 minutos. Otro método es el Template, una
modificacion del método de Ivy, en donde utiliza una
lanceta estandarizada que realizauno o dos cortes conuna
longitud y profundidad constante lo que hace mas preciso
el resultado. Algunos medicamentos pueden también
afectar los resultados: antiplaquetarios, anticoagulantes,
diuréticos, anti-inflamatorios, etc., de tal manera que es
importante suspender estos medicamentos al menos 7
dias antes del estudio para obtener unresultado confiable.

Cuenta de plaquetas. Se puede realizar manual o
automatizadamente. Enlaprimerase diluyenlas plaquetas
en oxalato de amonio al 1%y posteriormente se cuentan
en lacamara de Neubauer por microscopia de contraste
defase, donde el frotis de sangre periférica esimportante
paraanalizar sumorfologia. La cuantificacion automatizada
se puede hacerenun contador electrénico de particulas.
Lacifranormal de plaquetas oscila entre 150-500x10%/L.
El volumen plaquetario varia en forma inversa con la
cuentaplaquetaria; el valor promedio oscilaentre 8-12fL.3

Agregometriaplaquetaria. Laagregacion plaquetariaes
el proceso por el cuallas plaguetas se unen unas con otras
ante un estimulo fisico 6 quimico para formar el coagulo.
Este fenébmeno depende de glicoproteinas de membrana,
fibrinégeno, calcio, asi como de agentes agregantes. La
agregacion se realiza en plasma-rico en plaquetas (PRP)
y sangre total por diversos métodos: 1) Optico, 2)
impedancia, 3) luminiscenciay 4) flujo de calcio ionizado.

Método éptico. En 1962, Borndisefié un agregémetro
utilizando un espectrofotometro modificado adaptado a
unregistrador. La modificacion consiste enincubacién a
37°Cy agitacion constante del PRP. Posteriormente, se
adicionaelagonista (ADP, colagena, ristocetina, trombina,
etc.) y se registra el cambio en transmisién de luz al
formarse el agregado de plaquetas, teniendo como
referencia un plasma pobre en plaquetas (PPP).

Método de impedancia. En 1980 se describi este
método que mide la agregacion en sangre total. El
principio es el paso de una pequefia corriente eléctrica
entre dos electrodos. Al contacto inicial de la sangre con
los electrodos se forma una monocapa de plaquetas; al
adicionar el agonista se agregan las plaquetas y se
incrementalaimpedancia.*

Método de luminiscencia. Feinman desarrollé el lumi-
agregometro que mide agregacion y liberacion de ATP,
simultaneamente. Utiliza la enzima luciferin-luciferasa
(ATPasa). Laluminiscenciaes directamente proporcional
a la concentracion de ATP en los granulos densos. Es
muy (til en el diagnéstico de enfermedades por depdsito
en granulos y en el sindrome de la plagueta gris.®

Método de flujo de calcio ionizado. En 1985, Johnson
describi6 este método que consiste en determinar la
concentracién de calcio intraplaquetario durante laactiva-

* Laboratorio de Coagulacion Especial. Hospital de Especialidades. Centro Médico Nacional Siglo XXI.
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cién plaquetaria. Las plaquetas se incuban con dimetil
sulféxido, lo que permite que la enzima bio-luminiscente
aequorin penetre através de lamembrana; al adicionar el
agonista, las plaquetas emiten unaluz que es directamen-
te proporcionalalaconcentraciénde calciointraplaquetario.®
Agregacion plaquetariainducida por ristocetina (RIPA).
La ristocetina es un antibiético que induce in vitrola union
del FvW a la glicoproteina Ib-IX (GP Ib/IX). Esta prueba
utiliza PRP y ristocetina. La agregacion esta disminuida en
el sindrome Bernard-Soulier (SBS) y en la mayoria de los
subtipos delaEvW, exceptoeneltipo 2B que se caracteriza
poraumentoenlarespuestaalaristocetina (hiperagregacion),
debida a una mayor afinidad del FvW a la GP Ib/IX."®
Actividad del cofactor de ristocetina (FvW:RiCof).
Refleja la actividad funcional (adhesiva) de la molécula
del FvW. Se basa en la interaccion del FvW plasmético
y elreceptor plaquetario GP Ib/IX. Esta prueba es similar
a RIPA excepto que se utiliza PPP, una concentracién
estandar de ristocetinay plaquetas normales. Esta prue-
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ba es util para diferenciar entre el SBS y la EVW por
deficiencia de la GP Ib/IX y deficiencia del FvW respec-
tivamente. En el SBS la actividad del cofactor es normal,
debido a que el defecto esta localizado en la plaqueta y
no en el plasma como sucede en la EVW."#8

Actividad del factor VIII (FVIII:C). El método de una
fase se basa en la determinacion del tiempo de
tromboplastina parcial activado (TTPa), en mezclas 1:1
del plasma deficiente en FVIIl y plasma estandar o
problemadiluido. En estas condiciones elacortamiento del
tiempo de coagulacion (TTPa) es inversamente proporcio-
nalalaactividad del FVIII. Elvalor de referenciavariaentre
50-150 U/dI. La actividad del FVIII esta disminuida en
pacientes con EVW, hemofilia e inhibir a factor VIII.®

Concentracién del antigeno delfactor von Willebrand
(Ag:FvW). Puede ser medido por unavariedad de métodos
inmunoldgicos: ELISA, aglutinaciéon en particulas de
latex etc., se utiliza el anticuerpo anti-FvW especifico
parael Ag:FvW. EI80% de los pacientes con EvW tienen
disminuido el Ag:FvW. En personas sanas con grupo
sanguineo O puede ser menor de 40 U/dI sinunatendencia
hemorragica. EIAg:FVW no se detectaenla EvWtipo 3.78

Andlisis de los multimeros del factor von Willebrand por
Western Blott. Esta prueba se considera confirmatoria y
permite clasificar los tipos de la EVW. El estudio de los
multimeros del FvW, evalla anormalidades cualitativas y
cuantitativas por inmunoelectroforesis. Sin embargo, es
una metodologia compleja de realizar. Primero se lleva a
cabolaelectroforesis engel de poliacrilamida-agarosa con
SDS (SDS-PAGE), posteriormente se procede a transferir
los multimeros alamembranade nitrocelulosa, se bloquea
y se lava exhaustivamente. La membrana se incuba con
elanticuerpoanti-FvW, después seincubacon el anticuerpo
anti-lgG conjugado con peroxidasa. Finalmente, serevela
por el sistemade quimioluminiscencia (Figura 1), analizando
lasbandasenelequipo STORM860. Laquimioluminiscencia
presenta una sensibilidad similar a la radiactividad para
detectar precisamente las diversas bandas, asi como
también nos permite cuantificar por densitometria las
mismas. La positividad al FvW en sujetos sanos (N) se
determina por la presencia de bandas de bajo y alto peso
molecular y su ausencia se manifiesta en los diferentes
tipos de la EVW"81°(Figura 2).
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IX. Utilidad de las pruebas diagndsticas
en la practica clinica

Pedro Gutiérrez-Castrellon*

Generalidades

Las pruebas diagnésticas son un componente importante
enlaatencion médicamoderna. Representan aproximada-
mente el 25% de los gastos anuales realizados en salud
ambulatoriaenlos Estados Unidos de Norteamérica (EUA)*
yhantransformado el tipo de atencion clinica proporciona-
da en los ultimos 20 afios.? Asi los médicos solicitan las
distintas pruebas diagndsticas conlaexpectativaque ellas
les ayuden a esclarecer su pensamiento diagnostico y
seleccionar la mejor terapéutica para el paciente con la
finalidad de mejorar el pronéstico global del mismo. Estas
practicas presuponen que los resultados de las pruebas
proveeninformacion confiable acercadelaenfermedaden
forma individual en cada paciente.

Contrastando con lo anterior, en realidad la atencion
puesta a la evaluacion de la calidad de estructuracion de
las investigaciones sobre pruebas diagndsticas es rela-
tivamente modesta. De hecho muchas pruebas diagnés-
ticas no son evaluadas rigurosamente antes de su aplica-
cién generalylamayoriadelos reportes existentes sobre
pruebas diagnésticas poseen limitantes metodolégicos
que limitan su capacidad para proporcionar informacion
confiable sobre el desempefio de la prueba.?®

Estos factores originan una gran variacién en los
reportes de las caracteristicas de las pruebas al mismo
tiempo que comprometen su credibilidad.* A menudo el
resultado eslaamplia utilizacion de pruebas con eficacia
limitada o incierta. Tales practicas son no sélo costosas

sino que pueden poner a los pacientes en riesgo signifi-
cativo particularmente cuando las pruebas no son segu-
ras oreproducibles.?

Para evitar un uso inadecuado de las pruebas
diagndsticas, los clinicos deben ser capaces de evaluar
criticamente las pruebas diagndésticas existentes en la
literatura y ser capaces de distinguir entre articulos que
contieneninformacion confiable de aquellos que contienen
informacion sesgada y con limitantes. En particular
deben reconocer las potenciales fuentes de sesgo y
variabilidad y como estos factores producen estimados
incorrectos de la eficacia de las pruebas.

Escenario clinico

Comoclinicoseleinterconsultasobre unamujerde 78 afios
quien después de 10 dias de haberse sometido a cirugia
abdominalinicia condificultad respiratoriaen las Gltimas 24
horas acompafado de dolor toracico el cual empeora
ocasionalmente durante las respiraciones profundas. A la
exploracion fisica presenta algo de dolor en el abdomen 'y
estertoresroncantes escasos enambasbases pulmonares.
Laradiografia de térax revela un derrame pleural derecho
minimo (es la Uinica que se hatomado desde la cirugia). La
gasometria arterial presenta PO, de 70 mm Hg, con una
saturacion de 92%. El electrocardiograma demuestra sélo
cambios inespecificos. Se le indica que la paciente se
encuentrarecibiendo 5000 U de heparina dos veces al dia.

* Departamento de Metodologia de la Investigacion. Instituto Nacional de Pediatria, Secretaria de Salud, México.
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A pesar de lo anterior, usted sospecha que la paciente
puede estar cursando con unaembolia pulmonar (EP) por
lo que se decide solicitar un gammagrama ventilatorio/
perfusorio (V/P) el cual reporta “embolia pulmonar probable”.
A pesar de dicho reporte usted indica anticoagulacion
completa. A pesar de que usted ha utilizado en diversas
ocasiones en el pasado el gammagrama, se admite que
mucho del entendimiento esta basado sobre la intuiciony
la practica local mas que en las propiedades de dicha
prueba, por lo que en camino a revisar el gammagrama
decide pasar primero a consultar la literatura existente
sobre la utilidad diagndstica de la prueba.

Labusqueda

El plan es encontrar un estudio que le diga las propieda-
des del gammagrama V/Q y cédmo aplicarlo a la practica
en general y al caso actual. Al consultar la biblioteca a
través de las palabras clave “embolismo pulmonar” se
identifican un total de 1,749 articulos de 1989 a 1992 por
lo que se decide seleccionar s6lo aquellos articulos que
tengan como subtitulo “imagen con radionuclidos”y que
tengan asociado el titulo de “estudios comparativos” ya
que lo que se desea es identificar informacién que
compare el gammagrama V/P con algun estandar de
referencia. La estrategia permite identificar 32 articulos,
de los cuales se excluyen 11 que evallan nuevas técni-
cas diagndsticas, 9 que se relacionan al diagndstico y
tratamiento de trombosis venosa profunda y uno que
examina la historianatural de laembolia pulmonar. De los
11 restantes uno es unaeditorial y cuatro estan limitados
ensualcance (evaluacion inicamente de gammagramas
perfusorios). De los seis restantes el estudio sobre la
investigacién prospectiva del diagnéstico de embolismo
pulmonar (PIOPED),? le llama inmediatamente su aten-
cion tanto porque esta escrito en una revista médica
ampliamente conociday debido a que lo ha visto referido
en muchos de los articulos que fue descartando.

Alrevisar elresumen se identificala siguiente informa-
cién: entre personas con resultados delgammagramade
probable EP, el 33% tuvieron realmente EP. Con la
informacion anterior, ¢, Cudl seria su conclusion sobre la
decisién tomada con la paciente?

Introduccién

Lamayoria de los clinicos regularmente confrontan multi-
ples interrogantes cuando solicitan e interpretan pruebas
diagnésticas. La continua proliferacion de tecnologia mé-
dica sobrepasa la capacidad del clinico para evaluar aiin
los articulos masimportantes sobre utilidad de las pruebas
diagnésticas. Porlo anterior resultaimportante considerar
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una sistema lo suficiente practico que permita evaluar de
unamanera eficiente lainformacion existente y permitade
estamaneraestablecer conclusiones que soporten el peso
delaevidencia. Este sistemaentérminos globales se basa
primordialmente entres preguntas principales.®8

¢Son los resultados del estudio validos?

El grado en el cual se aceptan los resultados de un
estudio, depende en ciertamedidade los métodos utilizados
para llevar a cabo la investigacion. El decir que los
resultados son validos implica que la certeza de los
resultados de la prueba diagndstica, como se reportan,
son suficientemente cercanos a la realidad. De esta
manera se recomienda antes que nada determinar si se
puede creer enlosresultados del estudio al considerar la
maneraen lacuallos autores organizaron alos pacientes
y como se les aplicé la prueba bajo estudio y el referente
apropiado o “estandar de oro”.

¢ Cuales son los resultados del estudio?

Si se decide que los resultados del estudio son validos,
el siguiente paso es determinar la validez global de la
pruebadiagnésticaatravés de analizar o calcularlarazoén
de verosimilitud de la prueba (a menudo referidacomolas
propiedadesdelaprueba).

¢Los resultados obtenidos me ayudaran en la atencion
de mis pacientes?

El tercer paso es decidir como utilizar la prueba, tanto
para los pacientes en forma individual como para la
practica en general. ¢Son los resultados del estudio
generalizables?, ¢ Pueden aplicarse aun grupo particular
de pacientes, incluyendo alos pacientes que se ven mas
amenudo?, ¢ Qué tan probable es que los resultados de
laprueba proporcioneninformacion realmente de utilidad?,
¢ Los resultados de la prueba proporcionan informacién
adicional mas alla de la historia y la exploracién fisica?,
¢ ES menos cara o estd mas facilmente disponible que
otras pruebas diagndsticas?, y finalmente ¢, Se beneficia-
ran los pacientes si se les aplica la prueba?

Utilizaremos el estudio PIOPED parailustrarlaforma
en la que se sugiere deben de ser contestadas las
preguntas anteriores.

En dicho estudio, 731 pacientes con sospecha de EP
fueron sometidos agammagramaV/Py angiografia pulmo-
nar, la cual fue considerada en el momento del estudio la
mejor forma de diagnosticar si un paciente realmente tenia
EP (estandar de referencia o estandar de oro). Cada
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angiograma fue interpretado con tres posibles resultados:
EP presente, EP dudoso o EP ausente. La utilidad del
gammagrama se comparé con elangiogramay los resulta-
dos del gammagrama se reportaron en cuatro categorias:
EP altamente probable, EP con probabilidad intermedia, EP
conbaja probabilidad y gammagramanormal o casinormal.

¢Son los resultados del estudio validos?
Lineamientos primarios

¢ Se efectué una comparacion independiente y cegada
con un estandar de referencia?

Lavalidez de una prueba diagnéstica es determinada al
compararlaconlomas cercanoalaverdad. Porlo anterior
esnecesario asegurarse que se haaplicado un estandar
de referencia adecuado en cada paciente (biopsia, ciru-
gia, autopsia, seguimiento a largo plazo) de manera
concomitante a la prueba bajo investigacion.® En el
estudio PIOPED se utilizé el angiograma pulmonar como
el estandar de referencia.

Si se acepta el estandar de referencia la siguiente
pregunta es identificar si la aplicacion de la prueba bajo
estudio y dicho estdndar se aplicaron de manera
independiente (Administracidon por intérpretes que
desconocianlosresultados de la otra prueba). Esto es muy
importante conlafinalidad de evitar sesgos deinterpretacion.
Yaque porejemplounavez que se hademostrado un nédulo
pulmonarenunatomografia sial mismotiempo observamos
nosotros mismos las radiografias de térax seriamos capa-
ces de identificar lesiones que desconociendo los resulta-
dos de latomografia no identificariamos. Lo mas probable
es que lainterpretacién de una nueva prueba podria verse
influenciada por el conocimiento de los resultados sobre el
estandardereferencia.

Incluyé la muestra bajo estudio un espectro adecuado
de pacientes en quieneslapruebadiagnéstica se aplicaria
enlapracticaclinica? Unapruebadiagnésticaesrealmen-
te (til s6lo en el grado en el que distingue entre enferme-
dades o estados que podrian en otras condiciones confun-
dirse. Casi cualquier prueba puede distinguir el sano del
gravemente afectado (diferenciar de entre un conjunto de
colores, elblanco delnegro), pero esto no sefialala utilidad
clinica de la prueba. El valor verdadero se establece sé6lo
en estudios que se asemejan lo mas cercano ala practica
clinica. Un vivido ejemplo de cdmo las esperanzas cifra-
das en la introduccién de algunas pruebas diagnésticas
puede disminuirse por las investigaciones subsecuentes
se observo enlaevaluaciondelantigeno carcinoembriona-
rio (ACE) en pacientes con cancer colorrectal. Cuando el
ACE fue medido en 36 pacientes conocidos con cancer
avanzado del colon orecto, estuvo elevado en 35 de ellos.
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Almismo tiempo niveles mucho mas bajos se identificaron
en personas sin cancer y en una variedad de otras
condiciones.' Los resultados sugirieron que la medicién
delos niveles de ACE podria ser de utilidad para diagnés-
tico de cancer colorrectal o inclusive para el tamizaje de
esta patologia. En estudios subsecuentes de pacientes
con estadios menos avanzados de dicha neoplasia y en
pacientes con otros problemas gastrointestinales la vali-
dez de dichas mediciones se disminuyé considerablemen-
te y su uso para diagnéstico de cancer se abandoné,
guedando limitada su utilidad como un elemento adicional
en el seguimiento de pacientes con cancer colorrectal.'

Lineamientos secundarios

Unavez que se hanidentificado los elementos descritos
previamente es necesario considerar los siguientes apar-
tados.

¢Losresultados de la pruebabajo evaluacioninfluen-
ciaron la decisién para administrar el estandar de refe-
rencia?

Las propiedades de una prueba diagnéstica se
distorsionaran si sus resultados influencian si los pacien-
tes se someten a confirmacién por la prueba diagnéstica.
Esta situacion, denominada sesgo de verificacion?® o
sesgo de escrutinio,**!s aplicara por ejemplo cuando los
pacientes con la sospecha de enfermedad coronaria y
prueba de esfuerzo positiva tuvieron mas probabilidad de
someterse aangiografiacoronaria (estandar de referencia)
gue aquéllos con prueba de esfuerzo negativa.

Elsesgo de verificacion fue un problemaen el estudio
PIOPED, es decir que los pacientes cuyo gammagrama
V/Q se interpreté como normal o casi normal o con baja
probabilidad tuvieron menos probabilidad de someterse a
angiografia pulmonar(69%) que aquéllos congammagra-
mas mas positivos (92%) (Cuadro I).

Fueronlos métodos pararealizar la prueba, descritos
en suficiente detalle para permitir su reproduccion ?

Si los autores concluyen que debes utilizar una deter-
minada prueba diagnéstica, deben sefialarte de manera
completa como utilizarla. Esta descripcion debe cubrir
todos los aspectos que son importantes enla preparacion
del paciente (dieta, medicamentos a evitar, precauciones
despuésde laprueba),larealizacion de lamisma (técnica,
posibilidad de dafio) y laforma de analisis e interpretacién
de los resultados

¢ Cuales son los resultados?
Se presentan las razones de verosimilitud o los datos

necesarios para calcularlas?
Probabilidad pre-prueba
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Cuadro|. Propiedades del gammagrama V/P

Resultados del Embolismo Presente Embolismo
gammagramaV/P No. Proporcion No.

Ausente
Proporcion

Presentes
/Ausentes

Razénde

Verosimilitud

Altaprob. 102 102/251

Medianaprob. 105 105/251 217
Bajaprob. 39 39/251 273
Normal/Casinl 5 5/251 126

14 14/630

2171630
273/630
126/230

.406/.022

418/.344
.155/.433
.020/.200

18.3
12
.36
.10

Elpuntoinicial de cualquier proceso diagnéstico esel
paciente, el cual se presenta con una constelacion de
signos y sintomas. Considere el caso de dos pacientes,
el primero de ellos la mujer ya conocida de 78 afios 10
dias de cirugia y el segundo un hombre ansioso de 28
afos, quien ha estado conduciendo su automovil sin
descansar durante 10 horas, ambos con dificultad
respiratoriay dolortoracico inespecifico. Cuando pensa-
mos en la probabilidad de que cada uno presente EP yla
basamos en los antecedentes y nuestra experiencia
clinica, pensamos en las probabilidades preprueba, las
cuales como es logico son muy diferentes entre los dos
individuos (En la mujer de 78 afios es altay en el hombre
de 28 afios es baja). Por lo tanto a pesar de que ambos
pudierantenerresultados con probabilidad intermediaen
el gammagrama V/Q el manejo subsecuente es muy
probable que sea distinto. Asi pues dos conclusiones
emergen de esta linea de razonamiento. La primera es
gue cualquieraque seanlosresultados del gammagrama,
éste no nos dice cuando una EP esta presente. Lo que
sus resultados generan es modificar las probabilidades
preprueba de EP, generando una nueva probabilidad
posprueba. La direccion y magnitud de este cambio de
probabilidad prepruebaaposprueba estadeterminadapor
las propiedades de la prueba, entre las cuales se encuen-
tra la razon de verosimilitud (LR o likelihood ratio). La
segundaconclusion es que las probabilidades preprueba
presentan unamayor influencia sobre el proceso diagnés-
tico. Cada pregunta de la historia y del examen fisico es
una prueba diagnéstica que incrementa o reduce la
probabilidad de un problema en cuestion. Asi considere
al paciente de 28 afios. Elhecho de que él se presente con
dificultad respiratoria aumenta la probabilidad de EP. El
hecho de que ha estado inmévil por 10 horas aumenta
también dicha probabilidad, pero suedad, laausenciade
antecedentes patologicos, la exploracion fisicanormal y
los resultados de su gasometria arterial disminuyen la
probabilidad. Por lo tanto si conocemos las propiedades
de cada una de estas piezas de informacion, nos pode-
mos mover secuencial mente a través de ellas, incorpo-
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Figura 1. Nomograma de Fagan.
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rando cada pieza de informacién y recalculando de
manera continualaprobabilidad de determinada enferme-
dad. Los clinicos frecuentemente realizan estas accio-
nes, sélo que como las propiedades de los puntos
individuales de la historia y la exploracion fisica general-
mente no estan disponibles, terminan basandose Unica-
mente en laexperienciay enlaintuicion paraarribaralas
probabilidades preprueba que preceden a la solicitud de
pruebas diagnésticas lo que en ocasiones proporciona
resultados considerablemente distintos. ¢!

La utilidad clinica de una prueba diagnostica esta
determinada en gran medida por la seguridad con la que
se identifica al trastorno de interés y la seguridad de las
mediciones nos enfocara en su LR. Si analizamos los
resultados del cuadro | observamos que hubo 251 pacien-
tes en quienes se comprobd EP por angiografiay 630 en
quienes el angiograma o el seguimiento lo descart6. En
seguida observamos que 102 del total de pacientes con
EP presente presentaron un gammagrama altamente
probable (0.406), mientras que solo 14 de los 630 pacien-
tes sin EP presentaron este mismo resultado en el
gammagrama (.022). Larazon de estas dos probabilida-
dessedenomina LRy parael caso de gammagramacon
alta probabilidad es de .406/.022 o seade 18.3 (Cuadro|l).
Dicho en otras palabras ungammagrama con alta proba-
bilidad es 18.3 veces mas probable que ocurraen sujetos
con EP que en sujetos sin EP.

Un LR de 1 significaque laprobabilidad posprueba es
exactamente la misma que la probabilidad pre-prueba

LR mayores aunoincrementan la probabilidad de que
la enfermedad bajo estudio esté presente

LR menores de uno disminuyen la probabilidad de
presenciade enfermedad

Comoreglageneral se aceptaque LR mayoresde 100
menores de 0.1 producen cambios grandes y a menudo
concluyentesdelas probabilidades prepruebaaposprueba,
LR de 5a 10y de 0.5 a 0.2 generan cambios pequefios,
pero aun importantes en la probabilidad, mientras que
cambios de 1 a2 y de 0.5 a 1 alteran la probabilidad en
grados muy pequefios y raramente importantes.

Habiendo determinado lamagnitudy significanciadelos
LR, necesitamos combinarlos directamente convirtiendo
las probabilidades preprueba a razones, multiplicando el
resultado por el LR y convirtiendo la subsecuente razon
posprueba en probabilidad posprueba, lo cual puede ser
tediosoenlapracticaclinica. Afortunadamente elnomograma
propuesto por Fagan (22) realiza automaticamente las
conversiones. En esta herramienta la primera columna
representala probabilidad preprueba, lasegundael LRyla
tercera la probabilidad posprueba. De esta manera se
selecciona el punto que representa la probabilidad pre-
pruebay el punto del LR y se dibuja unalinea que interseca
conlaterceracolumnaparaobtenerlaprobabilidad posprueba.
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Por ejemplo nuestro paciente de 78 afios con probabilidad
pre-prueba de 70% Yy con un gammagrama con alta proba-
bilidad el cual tiene asociado un LR de 18.3 al reunir estos
datos en una linea y continuarla a la tercera columna se
obtiene una probabilidad pospruebade 97%.

Losresultados del estudio me ayudaran a la atencion
de mis pacientes?

Seréalareproducibilidad de los resultados del estudio
y su interpretacion satisfactorios en nuestro medio?

Los valores de cualquier prueba dependen de su
capacidad paraproducirlos mismos resultados cuando se
aplican a pacientes estables. La pobre reproducibilidad
puede resultar de problemas con la prueba misma
(variaciones en los reactivos) o de la necesidad de
interpretacion. Si la reproducibilidad de la prueba se
encuentrareduciday laconcordancia entre observadores
se encentra reducida y aun asi la prueba discrimina
adecuadamente indica que se trata de una muy buena
pruebay que podriaser de utilidad. Silareproducibilidad es
muy alta y la concordancia significativa la prueba es muy
sencilla, no ambigua o facil de interpretar.

¢Son los resultados aplicables a mis pacientes?

El punto aqui es aqué grado la prueba proporcionaralos
mismos resultados entre los pacientes de mi medio en
relacién conlo reportado en el articulo. Hay que recordar
gue las propiedades de la prueba pueden cambiar cuando
lafrecuenciay gravedad de laenfermedad varia. Es decir
gue cuando predominan pacientes con estadios avanzados
de laenfermedad el LR se movera mas alla de la unidad,
mientras que si predominan pacientes con estadios
tempranos el LR se acercardal 1 oavaloresinferiores. Si
se da la condicion que los pacientes que usted atiende
son similares en los criterios de inclusién y exclusion de
los reportados en el estudio bajo andlisis, los resultados
son completamente aplicables.?%

¢Los pacientes se beneficiaran de los resultados de la
prueba ?

El Gltimo criterioaconsiderar es enrelacién conlamagnitud
de beneficio terapéutico que los pacientes experimentaran
posterior al resultado de las pruebas a considerar. El valor
de una prueba segurano se discute cuando la enfermedad
deinterés sise dejasindiagnosticar es peligrosa, laprueba
sitiene riesgos éstos sonaceptablesy existe untratamiento
efectivo. En otras situaciones clinicas la prueba puede ser
segura y el manejo puede cambiar como resultado de su
aplicacion, pero el impacto sobre el desenlace de los
pacientes puede serincierto.¢2
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