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Estudios genéticos y citogenéticos en Aplasia Medular

Resumen

La Aplasia Medular o Anemia Aplasica adquirida (AA) es una insuficiencia medular
global cuantitativa, caracterizada por una médula 6sea hipo-celular, pancitopenia y
riesgo de progresion a Sindromes Mielodisplasicos (SMD). El 80% de los casos de AA
son de etiologia idiopatica, vinculados a un desorden autoinmune subyacente. Los
principales mecanismos relacionados a la supresién hematopoyética en AA involucran
un incremento de las citoquinas TNF-a e IFN-y producidas por linfocitos T citotoxicos y
T helper (Th) 1, y el consecuente aumento de la apoptosis. También se observa un
desbalance entre los diferentes subsets de linfocitos T y la desregulacién de otras
citoquinas como IL-6 y TGF-B1.

El objetivo fue estudiar polimorfismos asociados con la expresion diferencial de los
genes TNF, IFNG, IL6 y TGFB1, y establecer su relacion con susceptibilidad y/o
caracteristicas clinico-patolégicas en pacientes con AA y SMD. Ademas, determinar
los niveles de expresion de estas citoquinas y de los factores de transcripcion Foxp3,
T-bet, GATA-3 y RORyt en AA, a fin de caracterizar el desbalance entre los linfocitos T
regulatorios (Treg), Th1, Th2 y Th17, respectivamente.

Los resultados sugieren que los polimorfismos estudiados no estarian asociados con
susceptibilidad a AA; mientras que, existiria una relacién entre los polimorfismos de los
genes TNF e IL6 y riesgo a SMD, en nuestra poblacion. Las variantes polimorficas
estudiadas estarian relacionadas con la severidad de las citopenias tanto en AA como
en SMD, pudiendo actuar como modificadores genéticos de la enfermedad. Los
hallazgos del andlisis de expresion en AA muestran un incremento de TNF e IL6, y una
disminucién de TGBF1. La relacién entre los factores de transcripcion reflejaria una
disminucién en la diferenciacion y/o funcién de células Treg favoreciendo un estado
pro-inflamatorio, principalmente Th1 y Th2, lo cual podria contribuir con los
mecanismos patogénicos relacionados a la falla medular en los pacientes con AA.

Palabras claves: Aplasia Medular, Sindromes Mielodisplasicos, polimorfismos,

citoquinas, expresion génica



Genetics and cytogenetics studies in aplastic anemia

Abstract

Acquired aplastic anemia (AA) is a marrow failure characterized by a hypocellular bone
marrow, pancytopenia and risk of progression to Myelodysplastic Syndromes (MDS).
Around 80% of AA cases are idiopathic, linked to an underlying autoimmune disorder.
The main mechanisms related to the hematopoietic suppression in AA involve an
increase of the cytokines TNF-a and IFN-y produced by cytotoxic T and T helper (Th) 1
cells and, therefore, an apoptosis rise. Furthermore, perturbations of the T cell balance
and abnormal regulation of other cytokines such as IL-6 and TGF-B1 play important
roles to the development of immune disorders in AA.

The aim of this work was to study the polymorphisms associated with differential
expression of TNF, IFNG, IL6 and TGFB1 genes and to establish its relationship with
susceptibility and/or clinic-pathologic features in patients with AA and MDS. In addition,
to determine the expression levels of these cytokines and of the transcription factors
Foxp3, T-bet, GATA-3 and RORyt in AA, in order to characterize the imbalance among
regulatory T cells (Treg), Th1, Th2 and Th17, respectively.

The obtained results suggest that, in our population, the studied polymorphisms would
not be associated with susceptibility to AA; while polymorphisms in TNF and /L6 genes
may increase propensity to MDS. Furthermore, these polymorphic variants could be
related to severity of the cytopenias in AA and MDS, and may act as genetic modifiers
of the diseases. Moreover, the analysis of cytokine expression in AA shows an
increase of TNF and IL6, and a decreased of TGBF1. Finally, the ratio among
transcription factors might reflect a Treg deficiency impairment, supporting a pro-
inflammatory state, mainly Th1 and Th2, which may contribute to the pathogenic
mechanisms related to the bone marrow failure observed in patients with AA.

Keywords: Aplastic Anemia, Myelodysplastic Syndromes, polymorphisms, cytokines,

gene expression
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Abreviaturas

AA: Anemia Apléasica o Aplasia medular adquirida
ADNCc: ADN copia

AF: Anemia de Fanconi

AR: Anemia Refractaria

AREB: AR con exceso de blastos

AREBt: AREB en transformacion

ARNm: ARN mensajero

ARSA: AR con sideroblastos en anillo

BMO: biopsia de MO

CMH: Complejo Mayor de Histocompatibilidad
CPA: célula presentadora de antigeno

CRDM: citopenia refractaria con displasia multilinaje
CRDU: citopenia refractaria con displasia unilinaje
CsA: ciclosporina

DE: desvio estandar

DEB: diepoxibutano

DO: densidad éptica

EPO: eritropoyetina

FAB: grupo cooperativo Franco-Americano-Britanico
Fas/FasL: Fas/ ligando de Fas

FISH: hibridizacion in situ con sondas fluorescentes (fluorescent in situ hybridization)
Fw: forward

GAT: globulina anti-timocitica

Hb: hemoglobina

HLA: Human leukocyte antigen

HPN: Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna

IFN-y: Interferobn-gama (Interferon-gamma)

IL: interleuquina

IPSS: Sistema Pronéstico Internacional (International Prognostic Scoring System)
iTreg: Treg inducibles

LMA: Leucemia Mieloide Aguda

LMMC: Leucemia Mielomonocitica Crdnica

LPS: lipopolisacaridos

MO: médula 6sea

n.a.: no alcanzan

n.d.: no determinado

n.e.: no evaluable

N: neutréfilos

NK: natural killer

nTreg: Treg naturales

OMS: Organizacién Mundial de la Salud

p: petit: brazo corto de un cromosoma determinado
PAMO: puncidén y aspiracién de MO

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction)
Pq: plaquetas

q: brazo largo de un cromosoma

qPCR: PCR cuantitativa en tiempo real

RC: respuesta completa

Ret: reticulocitos

RG: respuesta global

RP: respuesta parcial

RT-PCR: Reaccién de retro-transcripcion

Rv: reverse

s.d.: sin datos

SFM: Sindromes de Falla Medular



SMD: Sindromes Mielodisplasicos

SMDh: Sindromes Mielodisplasicos hipoplasicos

SMDs: Sindromes Mielodisplasicos secundarios

SNP: Polimorfismo de Nucleotido Simple (Single Nucleotide Polymorphism)
SP: sangre periférica.

SV: sobrevida

Tc: linfocitos T citotoxicos

TCPH: trasplante de células progenitoras hematopoyéticas

TGF-B: Factor de Crecimiento Transformante-beta ( Transforming growth factor-beta)
Th: linfocitos T colaboradores

TIS: terapia inmunosupresora

TNF-a: Factor de Necrosis Tumoral-alfa (Tumor necrosis factor-alpha)
Treg: linfocitos T regulatorios
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Estudios genéticos en AA Introduccion

La Aplasia Medular adquirida

1. Definicion e historia

La Aplasia Medular o Anemia Aplasica adquirida (AA) es una insuficiencia medular
global de tipo cuantitativo, caracterizada por una médula 6sea (MO) hipo o a-celular,
debido a que las células troncales (stem cells) y las progenitoras hematopoyéticas
pierden su capacidad de auto-renovacion y/o diferenciacién. La consecuencia del
fracaso de la funcion hematopoyética o falla medular es una inadecuada produccion
de eritrocitos, leucocitos y plaquetas, generando pancitopenia, lo cual se refiere a la
disminucién de los elementos de sangre periférica (SP): anemia, leucopenia y
trombocitopenia.

La descripcion inicial de este trastorno fue atribuida a Paul Ehrlich en 1888, quien se
refirid a una joven embaraza con anemia y leucopenia severas, fiebre, ulceracion de
las encias y metrorragia. La MO mostraba un aspecto graso sin actividad medular
atribuyendo este hallazgo a un deterioro funcional primario (Ehrlich, 1888). El término
de Anemia Aplésica (Aplasia: del griego a(n): ‘no’, ‘sin’ + plas(ia): ‘formacion celular’) le
fue asignado por Anatole Chauffard en 1904 (Chauffard, 1904). En 1934, Thompson y
col. definieron a la AA como una entidad clinica caracterizada por pancitopenia
secundaria a depresion de la MO (Thompson y col., 1934). En 1959, como resultado
de un estudio en el cual se evaluaron 39 pacientes, Scott y col. propusieron reservar el
término de AA para las situaciones en las cuales se comprobara pancitopenia,
hipoplasia medular acentuada y ausencia de una patologia primaria que infiltre,
reemplace o anule la hematopoyesis activa (Scott y col., 1959; Wintrobe, 1969).

Al igual que en otras patologias, las controversias ocasionadas en la identificacion
adecuada de pacientes con AA requirieron de la determinacién de criterios estrictos de
diagnostico. Ademés, el desarrollo de herramientas diagnésticas como el
medulograma y la biopsia medular, asi como también el avance de nuevas técnicas de
imagen, contribuyeron en la caracterizacion del cuadro clinico de AA. Camitta y col.
(Camitta y col., 1975), el International Agranulocytosis and Aplastic Anemia Study
group (IAAAS, 1987) y Bacigalupo y col., (Bacigalupo y col., 1988) definieron los
criterios que se aceptan actualmente y se aplican en la practica médica tanto para el
diagnostico de la AA como en la clasificacion de los pacientes con respecto a la
severidad del cuadro clinico (ver Introduccién seccion 4).
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2. Etiologia

La AA se clasifica segun su etiologia como idiopatica o secundaria. En aquellos casos
donde no puede realizarse una presuncion etiolégica clara, se la designa como
idiopatica, correspondiendo, aproximadamente, al 80% de los pacientes. Si bien el
término idiopatico significa que se desconoce su causa, existe evidencia que involucra
a un desorden autoinmune subyacente como posible mecanismo patogénico. En estos
casos, la enfermedad ocurre cuando el sistema inmune del paciente ataca su propia
MO interfiriendo con la produccion de las células sanguineas. Por otro lado, la falla
medular puede ser secundaria relacionada a la exposicién a diferentes agentes
quimicos, fisicos y/o biologicos, detallados en la Tabla 1 (Fliedner y col., 1986; Malkin
y col., 1990; Smith, 1996; Choudhry y col., 2002; Marsh y col., 2009; Prihartono y col.,
2011; Rauff y col., 2011; de Masson y col., 2013).

Tabla 1: Clasificacion etiolégica de la AA

Idiopatica

Secundaria
Agentes quimicos:
e Medicamentos o quimioterapéuticos:
- Mostazas azufradas o nitrogenadas y sus congéneres (busulfan, ciclofosfamida, otros)

- Citostaticos: analogos purinicos o pirimidinicos (6-mercaptopurina, tioguanina, arabinésido de
citosina)
- Antimitéticos (colchicina)
- Otros (sales de oro, cloranfenicol)
e Benceno, sus derivados y sustancias relacionadas
e Insecticidas
e Metales pesados
Agentes fisicos:
e Radiaciones ionizantes (rayos X, is6topos radiactivos, bombas atémicas, otros)
Agentes bioldgicos:
e Virus (Hepatitis, Epstein-Barr, Parvovirus B19, Citomegalovirus, Virus de la inmunodeficiencia
humana)
Otras causas:
e Enfermedades autoinmunes (Fascitis eosinofilica)
e  Gestacion

3. Incidencia y epidemiologia

La AA es una enfermedad muy poco frecuente en los paises desarrollados
occidentales. La incidencia era sobre-estimada en los primeros estudios
epidemiolégicos debido a la falta de criterios diagnosticos estrictos para la inclusién de
pacientes (Béttiger y Westerholm, 1972; Davies y Walker, 1986). En 1987, el
International Agranulocytosis and Aplastic anaemia study group, utilizando criterios
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estrictos de diagndstico, estimé la incidencia de la AA en 2,2/1.000.000 por afo sobre
una poblaciéon que incluia 7 areas de Europa e Israel (IAAAS, 1987). Otros estudios
prospectivos realizados en el Reino Unido (Cartwright y col., 1988), Francia (Mary y
col., 1990), Espana (Montané y col., 2008) y Brasil (Maluf y col., 2002) estimaron una
incidencia inferior a 3/1.000.000 por afo. Sin embargo, la incidencia de la AA muestra
variabilidad geografica, ya que en paises asiaticos se observan valores 2-3 veces mas

elevados (Issaragrisil y col., 1991; Yang y col., 1991; Issaragrisil y col., 1999).

Algunos estudios describen una distribucién bimodal en la incidencia de la AA con
respecto a los grupos etarios, diferenciando fundamentalmente dos etapas de la vida
con una mayor incidencia relativa cercana a 3,5/1.000.000 por ano: pediatrico/ adulto
joven (10-25 afnos) y ancianos (>60 anos) (IAAAS, 1987; Mary y col., 1990; Montané y
col., 2008, Marsh y col., 2009). Las medianas de edad al momento del diagnéstico
muestran un amplio rango (10-42 anos) en las diferentes series publicadas (Tabla 2).

Tabla 2: Distribucion de edad y género en diferentes series de pacientes con AA

Edad (afos Relacion de Pacientes .

Mediana Mt(edia : Rango | géneros (M/F) | con AA (N) Referencia

10,0 s.d. 1-28 24/26: 0,9 50 El Mahgoub y col., 2014

12,6 s.d. 1-59 34/33:1,0 77 Dufour y col., 2004; 2005

16,0 s.d. 1-72 57/43: 1.3 100 Bacigalupo y col., 2000

22,0 s.d. 1-80 51/58: 0,9 109 Song y col., 2008

30,0 s.d. 9-79 18/20: 0,9 38 Heuser y col., 2014

30,0 s.d. 7-70 38/31:1,2 69 Mikhailova y col., 1996

31,0 s.d. 16-66 15/17: 0,9 32 Wanachiwanawin y col., 2006

34,0 s.d. 14-84 25/16:1,6 41 De Latour y col., 2010

35,0 s.d. 15-69 21/16:1,3 37 Duy col., 2013

37,0 s.d. 5-79 51/40:1,3 91 Calado y col., 2007

42,0 s.d. 18-76 28/35: 0,8 63 Kordasti y col., 2012

s.d. 471 4-79 s.d. 77 Serio y col., 2011

s.d. s.d. 12-92 65/75: 0,9 140 Sugimori y col., 2007

s.d. s.d. 10-79 13/15:0,9 28 Solomou y col., 2006

s.d. s.d. 12-81 33/35: 0,9 68 Ball y col., 1998

s.d. s.d. 13-52 9/11: 0,8 20 Solomou y col., 2007

s.d.: sin datos; M: masculino; F: femenino; N: nimero de pacientes.

En cuanto a la influencia del género, la mayoria de los trabajos concluyen que la
enfermedad aparece de forma similar en ambos géneros (Heimpel, 2000). Sin
embargo, otros estudios contradictorios estiman una incidencia mayor en mujeres que
en hombres (Kaufman y col., 1991) y viceversa (Gordon Smith, 1989; Issaragrisil y
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col.,, 1991). En la Tabla 2 se muestra la relacion de géneros al diagndstico en
diferentes series publicadas de pacientes con AA.

La variabilidad en la incidencia de AA en distintas poblaciones y/o los resultados
dispares con respecto a la edad y relacién de géneros podrian reflejar diferencias en
cuanto a la exposicion a factores etioldgicos (incluyendo virus, drogas y quimicos), el
background genético y el disefio de los estudios epidemiolégicos. Los criterios de
diagnédstico e inclusion/ exclusion en la seleccién de los pacientes y el tamano
muestral, inferior a 80 pacientes en la mayoria de las series publicadas (Tabla 2), son
factores claves que podrian afectar la descripcion epidemiolégica de la enfermedad.

4. Diagnostico

Como se introdujo anteriormente, los pacientes con AA son diagnosticados y
clasificados, en cuanto a la severidad de la enfermedad, acorde a los criterios
definidos por Camitta y col. (Camitta y col., 1975), el International Agranulocytosis and
Aplastic Anemia Study group (IAAAS, 1987) y Bacigalupo y col. (Bacigalupo y col.,
1988).

De acuerdo al IAAAS, para la confirmacion del diagnostico de AA deben cumplirse, al
menos, dos de los siguientes criterios en SP: 1) nivel de hemoglobina <10 g/dL o
hematocrito <30%, 2) recuento de plaquetas <50000/uL y 3) recuento de glébulos
blancos <3500/uL o recuento de neutréfilos <1500/uL. En cuanto a los hallazgos en la
MO debe observarse: a) disminucion en la celularidad con ausencia/ deplecion de las
series hematopoyéticas o celularidad normal debido a una hiperplasia eritroide focal
con deplecién de granulocitos y megacariocitos, y b) ausencia de fibrosis significativa o
infiltracion neoplésica (IAAAS, 1987).

La AA puede clasificarse como moderada, severa 0 muy severa, de acuerdo a Camitta
y col. y Bacigalupo y col., segun el cuadro clinico presentado al diagnostico. Los
pacientes clasificados como AA severa deben cumplir al menos dos de los siguientes
criterios en SP: 1) recuento de neutrofilos <500/uL, 2) recuento de plaquetas
<20000/uL, y 3) porcentaje de reticulocitos <1% (corregido por el hematocrito).
Ademas, deben presentar hipoplasia medular marcada (<25% de celularidad normal) o
hipoplasia moderada (25%-50% de celularidad normal con <30% de células
hematopoyéticas), determinada a partir de una biopsia de MO (Camitta y col., 1975).
Segun Bacigalupo y col., la clasificacion de AA muy severa se le asigna a los
pacientes con AA severa que presentan recuentos de neutréfilos <200/uL (Bacigalupo
y col., 1988). Los pacientes con un cuadro clinico moderado son aquellos que cumplen



Estudios genéticos en AA Introduccion

los criterios diagnésticos de la AA pero no manifiestan los criterios de AA severa. En la
Tabla 3 se resumen los criterios de diagndstico y de severidad de la enfermedad.

Tabla 3: Criterios diagndsticos y de severidad de la AA

AA moderada* AA severa* AA muy severa®
Serie eritroide Hemoglobina <10 g/dL Reticulocitos <1% Reticulocitos <1%
Recuento de neutrofilos <1500/uL <500/pL <200/pL
Recuento de plaquetas <50000/uL <20000/uL <20000/uL
Celularidad medular Disminuida <25% <25%

* Los pacientes deben cumplir al menos 2 de los 3 criterios en sangre periférica (SP).
# Los pacientes deben cumplir, dentro de los 2 criterios en SP, un recuento de neutréfilos <200/pL.

La confirmacién del diagnéstico de AA requiere: 1) excluir otras posibles causas de
pancitopenia con hipocelularidad medular, 2) excluir la posibilidad de una falla medular
congénita, 3) documentar o excluir la presencia de un clon citogenético anormal y/o un
clon Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna (HPN) (Marsh y col., 2009) (ver Introduccién
seccion 8).

5. Tratamiento

El proceso hematopoyético en los pacientes con AA se puede restaurar mediante
diferentes opciones de tratamientos: terapias inmunosupresoras (TIS) — principalmente
basadas en la combinacion de globulina anti-timocitica (GAT) y ciclosporina (CsA) —
y/o el trasplante de células progenitoras hematopoyéticas (TCPH). La eleccién entre
estos dos tratamientos se basa, principalmente, en la severidad de la enfermedad y en
la edad del paciente. La sobrevida global a largo plazo es comparable entre los dos
tratamientos, siendo la eleccién de preferencia el TCPH, ya que es la Unica opcién
curativa (Scheinberg y col., 2006; Marsh y col.,, 2009; Scheinberg y col., 2011;
Scheinberg y Young, 2012). Sin embargo, la mayoria de los pacientes no son
candidatos adecuados para un TCPH como tratamiento de primera linea. Esto se debe
a diversos factores, siendo los mas importantes: la falta de un donante relacionado
compatible, el tiempo de espera para identificar a un donante no emparentado
apropiado, la edad, las comorbilidades y los recursos para acceder al trasplante
(Ballen y col., 2012; Granget y col., 2014). Por lo tanto, las TIS son el enfoque
terapéutico mas cominmente utilizado como tratamiento inicial en los pacientes con
AA. Las principales recomendaciones y el algoritmo para el tratamiento especifico de
la AA se resumen en la Figura 1.
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Figura 1: Algoritmo de tratamiento de la AA

Dx Aplasia Medular Adquirida

(Hasta S0 afios | <40 afios /\

s/ comorhilidades)
Donante JlNodOnante > 1°TIS
Relacionado l
l NoRC «—Y 5 RC
TCPH ¥
Seguimiento
Donante Relac No donante Edad
i z°'n5?€ Comorbilidades
l Donante
TCPH

TCPH (donante no relacionado)
TCPH de unidades de cordon

Adaptado de Marsh y col., 2009

Para el tratamiento especifico de la AA se recomienda un enfoque multidisciplinario. Las opciones
terapéuticas disponibles incluyen: la terapia inmunosupresora (TIS) y el trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas (TCPH). La eleccién entre estos dos tratamientos se basa principalmente en la
severidad del cuadro clinico presentado y en la edad del paciente. El TCPH de donante relacionado esta
indicado como tratamiento de primera linea en los pacientes pediatricos o adultos hasta 50 afios, con
ausencia de comorbilidades, y que cuenten con un donante histo-idéntico compatible. Las TIS se
recomiendan como tratamiento de primera linea en los pacientes sin indicacion de TCPH o que no
cuentan con un donante histo-idéntico compatible.

5.1. Terapias inmunosupresoras

La TIS estandarizada actual para el tratamiento de la AA utiliza GAT, CsA y
metilprednisona, en conjunto. Alrededor del 70% de los pacientes alcanzan una
respuesta hematoldgica luego de 6 meses de haber iniciado una terapia combinada de
GAT y CsA, logrando una muy buena sobrevida global, cuyos valores se encuentran
entre 75-85% a 5 afios (Marsh y col., 2009; Scheinberg y col., 2011). Ademas,
alrededor de un 30% de los pacientes que no responden a la TIS inicial muestran una
mejoria hematolégica con independencia transfusional en un segundo ciclo del
tratamiento (Scheinberg y col., 2006). Sin embargo, aproximadamente una tercera
parte de los pacientes que responden a la TIS recaen o son dependientes de la
administracién de CsA para mantener recuentos hematoldgicos adecuados. La
administracion sostenida de CsA puede retrasar las recaidas y, con dosis muy bajas,
los pacientes alcanzan una condicion estable (Scheinberg y Young, 2012). Las TIS se

recomiendan como tratamiento de primera linea en los pacientes sin indicacion de
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TCPH (ver Introduccion seccion 5.2) o que no cuentan con un donante histo-idéntico
compatible (Scheinberg y col., 2006; Marsh y col., 2009; Scheinberg y col., 2011;
Scheinberg y Young, 2012).

La respuesta completa (RC) a la TIS se define como: nivel de hemoglobina normal
acorde a la edad, recuento de neutréfilos >1500/uL y recuento de plaquetas
>100000/uL. En pacientes con AA severa y muy severa, la respuesta parcial (RP) se
define como: nivel de hemoglobina >8,0 g/dL, recuento de neutréfilos >500/pL,
recuento de plaquetas >20000/uL e independencia transfusional. Mientras que, en
pacientes con AA moderada, la RP se define como: nivel de hemoglobina >8,0 g/dL,
recuento de neutrdéfilos >1000/uL y recuento de plaquetas >30000/uL (Yoshida y col.,
2011).

Luego de la utilizacion de TIS, los pacientes con AA deben ser monitoreados
cuidadosamente para detectar una potencial recaida; asi como también, la posibilidad
de progresién a otras enfermedades hematolégicas clonales como los Sindromes
Mielodisplasicos (SMD)/ Leucemia Mieloide Aguda (LMA) y/o la HPN (ver Introduccion
seccion 8).

5.2. Trasplante de células progenitoras hematopoyéticas

5.2.1. TCPH con donante relacionado

En AA, el TCPH con donante relacionado presenta una muy buena sobrevida global a
5 afios, alcanzando valores de 80-90% en pacientes <20 afnos, 70-75% en pacientes
entre 20 y 40 anos, y alrededor de un 50% para los pacientes >40 afos (Scheinberg y
Young, 2012). EI TCPH con donante relacionado es el tratamiento de eleccion inicial
para los pacientes recién diagnosticados que presenten: 1) un cuadro clinico de AA
severa 0 muy severa, 2) edad pediatrica 0o adultos <40 afos (existen controversias
sobre el limite maximo de edad para el trasplante y podrian incluirse en este grupo los
pacientes hasta 50 afios con ausencia de comorbilidades), y 3) un donante histo-
idéntico compatible (Figura 1). La correlacién entre la mayor edad con el riesgo de la
enfermedad injerto contra huésped y la significativa morbilidad y mortalidad siguen
afectando la decisién de realizar un TCPH frente a la TIS como tratamiento inicial en
pacientes con AA adultos (Marsh y col., 2009; Scheinberg y Young, 2012).
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5.2.2. TCPH con donante no relacionado

Hasta el afio 1990, la sobrevida a largo plazo de los pacientes con AA sometidos a un
TCPH con donante no emparentado se encontraba alrededor de s6lo un 30%, con una
alta incidencia de rechazo del injerto, de enfermedad de injerto contra huésped y de
infecciones severas (Passweg y col., 2006). En los ultimos afos, la sobrevida ha
mejorado significativamente debido a diversos factores, principalmente, a la seleccion
mas estricta de los posibles donantes, facilitado por los estudios moleculares de alta
resolucién en la tipificacion Human Leukocyte Antigen (HLA), y la aplicaciéon de
regimenes de acondicionamiento con menor nivel de toxicidad y mayor eficiencia. Sin
embargo, la experiencia de diversos estudios indica que los resultados obtenidos en
los TCPH con donante no relacionado en AA no son tan favorables como aquellos
obtenidos con donante relacionado. La sobrevida global es muy variable, dependiendo
de diversos factores, alcanzando valores de 42% a 94% en 3-5 afios (Marsh y col.,
2009; Scheinberg y Young, 2012). EI TCPH con donante no relacionado puede ser
considerado cuando los pacientes presentan: 1) un cuadro clinico de AA severa o muy
severa, 2) edad <50 afios (dependiendo de las comorbilidades), 3) ausencia de
respuesta a un primer curso de TIS combinada de GAT y CsA, y 4) un donante no
relacionado compatible (Marsh y col., 2009; Scheinberg y Young, 2012) (Figura 1).

6. Fisiopatologia

Los mecanismos patogénicos de la AA involucran a un desorden autoinmune que
contribuye a la supresién de la hematopoyesis. Las primeras inferencias clinicas se
realizaron en la década del 70’ cuando Mathé y col. observaron una inesperada
mejoria en la pancitopenia de pacientes con AA que habian rechazado un TCPH. Esta
recuperacion fue atribuida al régimen de acondicionamiento inmunosupresor que
habian recibido estos pacientes (Mathé y col., 1970). Sin embargo, la principal
evidencia clinica de la fisiopatologia inmune subyacente en esta enfermedad es la
capacidad de respuesta de los pacientes con AA, tanto en los casos idiopaticos como
en los secundarios, a las TIS (Bacigalupo y col., 2000; Rosenfeld y col., 2003;
Scheinberg y col., 2006; Locasciulli y col., 2007; Scheinberg y col., 2011; Pulsipher y
col., 2011). La falta de respuesta o refractariedad de algunos pacientes a las TIS
podria ser interpretada como la existencia, en estos casos, de una fisiopatologia no
inmune alternativa. Sin embargo, esta refractariedad también podria ser consistente
con un cuadro de deplecion medular muy severo o con la participacion de mecanismos

inmunes no susceptibles a los tratamientos aplicados. La desregulacién de la
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inmunidad celular y la producciéon anormal de citoquinas son los mecanismos que

contribuyen a la falla medular y juegan un rol crucial en la fisiopatologia de la AA.

6.1. Modelo de destruccion inmune de la hematopoyesis

Los datos de laboratorio obtenidos durante las Ultimas dos décadas implican una
destruccién inmune subyacente de las stem cells y de las células progenitoras
hematopoyéticas. Los principales mecanismos inmunes efectores de supresion de la
hematopoyesis en la AA son: los linfocitos T CD4+ colaboradores (Th: T helper) 1, los
linfocitos T CD8+ citotéxicos (Tc), la produccién de citoquinas tales como Factor de
Necrosis Tumoral-a (TNF-a: Tumor necrosis factor-alpha) e Interferén-y (IFN-y:
Interferon-gamma), y la apoptosis inducida por el sistema Fas/Fas ligando (Fas/FasL)
(Young y Maciejewski, 1997; Young, 2000; Young, 2006). Una poblacién de células T
activadas, actuando localmente en la MO, induciria un aumento de las respuestas
apoptéticas en los precursores hematopoyéticos. Las citoquinas producidas, y otros
factores inducidos por ellas, podrian causar la muerte celular mediada por Fas/FasL y
la activacion de vias intracelulares que conducen al arresto del ciclo celular,

contribuyendo a la falla medular (Figura 2).

Figura 2: Modelo de destruccién inmune de la hematopoyesis
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Adaptado de Young, 2000; 2006

Los antigenos son presentados a los linfocitos T por las células presentadoras de antigeno (CPA) en el
contexto del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) desencadenando la activacién y proliferacion
de las células T. La promocién de células T CD4+ hacia una respuesta Th1 y la activacion de células T
citotéxicas CD8+ genera una produccién incrementada de las citoquinas TNF-a e INF-y. El aumento en la
produccion de Interleuguina (IL)-2 conduce a la expansién clonal de las células T. TNF-a e IFN-y up-
regulan al receptor Fas y su activacién por el ligando de Fas (FasL) conduce a la apoptosis de las células
diana o farget. Estos eventos causan la muerte celular por apoptosis que finalmente contribuye a la falla
medular.

10
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6.1.1. Linfocitos Th1 y linfocitos Tc. Produccion de IFN-y y TNF-a

La respuesta inmune celular Th1 es fundamental para la defensa del huésped frente a
patégenos intracelulares. La citoquina clave necesaria para inducir la diferenciacién de
las células Th1 es la Interleuquina (IL)-12. Ademas, la presencia de IFN-y también
desempenia un rol importante. Estas citoquinas promueven la activacién del factor de
transcripcién “regulador maestro" T-bet de las células Th1 en un proceso complejo. La
actividad de T-bet produce una retroalimentacién positiva debido a que causa una
mayor produccion de IFN-y que, a su vez, produce mayor expresion de T-bet,
amplificando la diferenciacién Th1. Estas células producen altos niveles de citoquinas
pro-inflamatorias, principalmente IFN-y, ademés de TNF-a e IL-2, las cuales coordinan
la activacion de macréfagos (Zhou y col., 2009; O'Shea y Paul, 2010; Cosmi y col.,
2013) (Figura 3).

La respuesta Th1 favorece el desarrollo de una respuesta Tc concomitante, la cual
también juega un rol critico en la respuesta inmune frente a patégenos intracelulares,
principalmente virus. Los linfocitos Tc también ejercen su respuesta efectora
produciendo las citoquinas pro-inflamatorias IFN-y y TNF-a, y causando citotoxicidad
de las células infectadas mediante diferentes mecanismos de inducciéon de la
apoptosis: secretor (perforinas/ granzimas) y no secretor (sistema Fas/FasL) (Ashton-
Rickardt, 2005; Zhou y col., 2009; O'Shea y Paul, 2010; Cosmi y col., 2013).

Ademas de sus funciones de proteccion frente a la invasion de patégenos
intracelulares, los linfocitos Th1 también contribuyen al desarrollo de enfermedades
autoinmunes especificas de 6rgano y de trastornos inflamatorios crénicos (Peng, 2006;
Hirahara y col., 2013). En AA, los primeros experimentos de co-cultivo evidenciaron la
participacién de un mecanismo patogénico mediado por células T. La adicion de
linfocitos de pacientes con AA inhibia la hematopoyesis in vifro de MO normales
(Zoumbos y col., 1985). Mientras que, la remocién de linfocitos de las muestras de MO
de pacientes mejoraba el nimero de colonias en estos cultivos (Young, 1995; Young y
Maciejewski, 1997). Las células efectoras fueron identificadas por su inmunofenotipo
como células Tc activadas, presentes tanto en circulacion en la SP como en la MO de
los pacientes con AA, con incrementada produccion de citoquinas tipicas de la
respuesta inmune celular Th1, especialmente las citoquinas TNF-a e INF-y
(Maciejewski y col., 1994; Kook y col., 2001; Young, 2006). Diferentes estudios
demostraron, mediante analisis por citometria de flujo, una sobre-expresion intra-
citoplasmatica de estas citoquinas pro-inflamatorias en linfocitos CD4+ y CD8+,
circulantes y medulares, de pacientes con AA (Dufour y col., 2001; Sloand y col.,

11
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2002a; Dubey y col., 2005). Ademas, el plasma medular (Dubey y col., 2005) y el
sobrenadante de cultivos de MO sin estimular (Dufour y col., 2001) de pacientes con
esta patologia presentan altos niveles de TNF-a e IFN-y.

Las citoquinas TNF-a e IFN-y son inhibidores potentes de la hematopoyesis y pueden
inducir la expresion del receptor Fas y/o activar sus receptores especificos en las
células hematopoyéticas fargets impulsando vias intracelulares inhibitorias del ciclo
celular (Maciejewski y col., 1995a; Selleri y col., 1996; Nagata, 1997). Los pacientes
con AA presentan una reduccién marcada en el porcentaje de células CD34+ en MO,
acompafada de una tasa de apoptosis incrementada y una up-regulacion del receptor
Fas (Maciejewski y col., 1995b; Philpott y col., 1995; Callera y Falcao, 1997; Killick y
col., 2000; Ismail y col., 2001).

6.1.2. Balance Th1/Th2

La respuesta inmune Th2 confiere proteccion contra parasitos helmintos, pero también
puede promover respuestas inflamatorias crénicas y agudas contra una gran variedad
de alérgenos. Las células Th2, inducidas por la sobre-expresion de su factor de
transcripcién “regulador maestro” GATA-3, cumplen una funcién destacada en los
tejidos periféricos, debido a su capacidad para secretar principalmente la citoquina IL-
4, asi como también IL-5 e IL-13. Estas citoquinas son capaces de activar a eosindfilos
y mastocitos, células que participan en la respuesta inmune antiparasitaria y en el
desarrollo de los procesos alérgicos (Zhou y col., 2009; O'Shea y Paul, 2010; Cosmi y
col., 2013) (Figura 3).

Las citoquinas regulan la diferenciacion de las células T CD4+ hacia células Th1
productoras de citoquinas que inhiben la hematopoyesis, principalmente IFN-y, y
células Th2 que producen IL-4. La regulacion transcripcional en este proceso de
diferenciacion es critica, existiendo un balance entre los factores de transcripcién
responsables: T-bet y GATA-3, respectivamente (Rengarajan y col., 2000; Szabo y
col., 2002; Peng, 2006; Pai y col.,, 2008). La alteracion del balance entre las
respuestas Th1 y Th2 tendria importancia en la patogénesis de la AA. Diversos
trabajos demostraron una polarizacion de la respuesta inmune hacia Th1, en los
pacientes al diagndstico y refractarios a la TIS, evaluada mediante la relacion de las
citoquinas producidas IFN-y/IL-4 (Tsuda y Yamasaki, 2000; Giannakoulas y col., 2004;
Li y col.,, 2010; Chen H y col., 2014). La respuesta Th1 también persiste en los
pacientes en remisién, aunque este efecto es compensado por el aumento de la
produccién de IL-4 (Giannakoulas y col., 2004). Asimismo, en la mayoria de los
pacientes con AA, se encontraron niveles aumentados de T-bet, tanto a nivel proteico
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(Solomou y col., 2006) como de expresion génica (Du y col., 2013; Shan y col., 2013;
Chen H y col., 2014); asi como también, una disminucién en los niveles de expresién
génica de GATA-3 (Chen H y col., 2014). Estos resultados indicarian que las células T
CD4+ estarian polarizadas hacia una respuesta Th1. Sin embargo, también se ha
documentado una aumento significativo del subset celular Th2 (en adicién a Th1) en
los pacientes con AA, observando una correlacion entre esta expansion de linfocitos

Th2 y la severidad de la enfermedad (Kordasti y col., 2012).

6.2. Otras vias vinculadas a la patogénesis

6.2.1. Linfocitos Th17

En los ultimos afos fue identificado un nuevo subset de células T CD4+: los linfocitos
Th17, que confieren inmunidad frente a infecciones de patégenos extracelulares. Un
factor determinante en el desarrollo de las células Th17 es el microambiente local de
citoquinas. La diferenciaciéon de este linaje celular puede ser inducida en presencia del
Factor de Crecimiento Transformante-B (TGF-B: transforming growth factor-beta) y la
IL-6; mientras que, la IL-23 contribuye a la expansién de estas células una vez
diferenciadas. El receptor retinoic acid-related orphan receptor yt (RORyt) es el factor
de transcripcién clave para la diferenciacién del linaje Th17. Estos linfocitos producen
IL-17 (principalmente IL-17A e IL-17F) e IL-22, coordinando, a su vez, la inflamacion
del tejido al inducir la expresién de otras citoquinas pro-inflamatorias, tales como IL-6 y
TNF-a, de diversas quemoquinas y de metaloproteasas de la matriz, para permitir la
infiltracion y destruccion tisular (Ilvanov y col., 2006; Bettelli y col., 2007; Zhou y col.,
2009; O'Shea y Paul, 2010; Cosmi y col., 2013) (Figura 3).

Aunque las células Th17 juegan un papel importante en la defensa del huésped,
también se las describe como uno de los principales mediadores en la patogénesis de
diversas enfermedades autoinmunes, incluyendo psoriasis, artritis reumatoide,
esclerosis multiple, lupus y asma, entre otras (Tesmer y col., 2008); asi como también,
de algunos deso6rdenes hematologicos (Kordasti y col., 2009a; Kordasti y col., 2009b;
Wu y col., 2009). En AA, algunos autores observaron un aumento en la proporciéon de
linfocitos Th17, tanto en SP como en MO, en los pacientes al diagnéstico (de Latour y
col., 2010; Du y col., 2013). Otros trabajos restringen este hallazgo solo a los casos de
AA severa (Kordasti y col., 2012). Ademas, el aumento en el nimero de células Th17
se acompana de un incremento en los niveles de expresion del factor de transcripcion
RORyt (Du vy col., 2013). Aunque las citoquinas miembros de la familia IL-17 (IL-17 A-
F) son en si mismas inhibidores de la proliferacion de células hematopoyéticas
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(Broxmeyer y col., 2006), el papel potencial en la fisiopatologia de la AA adn no esta
completamente elucidado. Algunos trabajos muestran que tanto la expresion génica
como plasmatica de IL-17 estaria elevada en células mononucleares de MO y SP de
los pacientes, acompanada por una alta produccién de IL-6 (Gu y col., 2008); mientras
que, otros estudios no observan este incremento (Feng y col., 2011).

6.2.2. Linfocitos T regulatorios

Los linfocitos T regulatorios (Treg) son indispensables para el mantenimiento de la
homeostasis inmune, ejerciendo funciones inmunosupresoras que contrarrestan las
respuestas efectoras. Este subset celular también juega un rol crucial en la auto-
tolerancia inmunolégica, controlando la autoinmunidad mediante la supresién de las
células T auto-reactivas. Las células Treg se caracterizan por la expresion del factor
de transcripcién forkhead box protein 3 (Foxp3), siendo critico en la determinacién y el
mantenimiento de su programa funcional. Estas células Treg CD4+ Foxp3+ se
clasifican en dos grandes grupos que comparten propiedades funcionales: los
linfocitos Treg naturales (nTreg) y los linfocitos Treg inducibles a nivel periférico
(iTreg). Los linfocitos nTreg CD4+ Foxp3+ derivan del timo y expresan
constitutivamente el factor de transcripcion Foxp3 (Hori y col., 2003; Fontenot y col.,
2005). A nivel periférico, Foxp3 puede ser inducido en células T CD4+ Foxp3-
promoviendo el subset de linfocitos iTreg en presencia de la citoquina TGF-B (Chen y
col., 2003; Fantini y col., 2004; Fu y col., 2004; Zheng y col., 2004). Ademas, se ha
demostrado que TGF-B también es importante para el mantenimiento de las células
nTreg después de emigrar del timo (Marie y col., 2005). Los linfocitos Treg presentan
mecanismos de accién inhibitorios que incluyen contacto celular y producciéon de
citoquinas inhibidoras como TGF-B e IL-10 (Zheng y col., 2004; Zhou y col., 2009;
O'Shea y Paul, 2010; Cosmi y col., 2013) (Figura 3).

Tanto los defectos funcionales como la disminucién relativa de los linfocitos Treg
contribuyen al desarrollo y progresiéon de enfermedades autoinmunes (Grant y col.,
2015; Ohl y Tenbrock, 2015). Los estudios realizados en AA evidencian una
disminucién en el nimero de las células Treg, tanto en muestras de SP como de MO
de los pacientes (Solomou y col., 2007; de Latour y col., 2010; Kordasti y col., 2012;
Shi y col., 2012). Ademas, también se observa una disminucién en la capacidad del
potencial migratorio de los linfocitos Treg de SP, lo cual podria contribuir a la
inmunosupresion debilitada observada en los pacientes con AA a nivel de la MO (Shi y
col., 2012).
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Figura 3: Diferenciacién de las células T CD4+ hacia los linajes Th1, Th2, Th17 e iTreg
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Adaptado de Zhou y col., 2009; O'Shea y Paul, 2010; Cosmi y col., 2013

Las células T CD4+ virgenes o naives, al encontrarse con antigenos extrafnos presentados por
las células presentadoras de antigenos, pueden diferenciarse hacia los linajes Th1, Th2, Th17
e iTreg (ademas de hacia células T foliculares y otras células Th las cuales no se muestran en
el esquema). Estos programas de diferenciacién son controlados por citoquinas que producen
las células de la inmunidad innata. La IL-12 e IFN-y son importantes para la diferenciacion de
células Tht, e IL-4 es crucial para la diferenciacion de células Th2. TGF-@ junto con la IL-6 e IL-
23 inducen la diferenciacion y expansion de células Th17; mientras que la diferenciacién de
iTreg es inducida por TGF-B en ausencia de IL-6. Los factores de transcripcién especificos que
dirigen el programa de diferenciacion de cada subset de células Th son: T-bet para las células
Th1, GATA-3 para las células Th2, RORyt para las células Th17 vy, para las células iTreg,
Foxp3.

6.2.3. Relacion entre células Th17, Th1, Th2 y Treg

El desarrollo de las células Th17 e iTreg muestran una superposicién debido a que
ambas requieren de la senalizacion via TGF-B para inducir su diferenciacion. Los
factores de transcripcion especificos de linaje RORyt y Foxp3 son co-expresados
temprana y transitoriamente en estas células. La expresién de estos factores se
resuelve, hacia uno u otro linaje, como consecuencia de la sefalizaciéon coordinada de
factores adicionales que favorecen Th17 frente a iTreg, o viceversa. La modulacion
inducida por TGF-B durante las primeras etapas de la diferenciacién celular
desempefia un papel central en la determinacion del destino celular Th17-iTreg
(Bettelli y col., 2006; Zhou y col., 2009; O'Shea y Paul, 2010; Basu y col., 2013; Cosmi
y col., 2013; Geginat y col., 2014).
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En AA, Rizzo y col., describieron una reduccién significativa en los niveles de TGF-$1
en el suero de los pacientes, tanto in vivo como in vitro (Rizzo y col., 1999). Y,
ademas, encontraron una correlacion entre la respuesta al tratamiento y el aumento de
los niveles séricos de TGF-B1 (Rizzo y col., 1999). Este hallazgo podria estar
relacionado principalmente con una disminucién del nimero y/o funcién del subset de
linfocitos Treg. Ademas, algunos trabajos describen una relacién inversa entre células
Th (Th1, Th2 y Th17) y Treg en pacientes con AA (de Latour y col., 2010; Kordasti y
col., 2012). Si bien los estudios realizados son escasos, proporcionan evidencia de un
rol importante de las respuestas mediadas por Th1, Th2 y Th17, asociada con una
deficiencia de los linfocitos Treg, en el desarrollo y/o progresion de la AA.

7. Polimorfismos en genes de citoquinas y susceptibilidad

Como se explicd anteriormente, la AA es una patologia que posee un alto componente
autoinmune. La capacidad de discriminar entre antigenos propios y no propios es vital
para el funcionamiento del sistema inmune como una defensa especifica contra los
microorganismos invasores. Una falla del sistema inmune a "tolerar" los tejidos propios
puede dar lugar a estados patolégicos autoinmunes. La induccién de la autoinmunidad
involucra factores tanto genéticos como ambientales, los cuales pueden estar
implicados en la iniciacion y/o el desarrollo de la enfermedad (Sinha y col., 1990). La
existencia de una predisposicion genética fue reconocida en numerosos desérdenes
autoinmunes. Los genes altamente polimorficos del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (CMH) o del sistema HLA, y los genes que codifican citoquinas y
receptores de citoquinas pueden influir tanto en la susceptibilidad y/o resistencia a
enfermedades autoinmunes, incluyendo a los Sindromes de Falla Medular (SFM)
adquiridos (ver Introduccién seccién 8) (Pociot y col., 1993; Wilson y col., 1994;
Heward y Gough, 1997; D’Alfonso y col., 2000; Rood y col., 2000; Pulleyn y col., 2001;
Waldron-Lynch y col., 2001; Saunthararajah y col., 2002; Gidvani y col., 2007).

Las citoquinas son mediadores muy importantes involucrados en la respuesta inmune
e inflamatoria. Asimismo, estas moléculas juegan un rol crucial en la regulacién de la
hematopoyesis, en donde el balance entre la accion de factores estimulantes/
mielosupresores es fundamental para la 6ptima produccion de las diferentes lineas
hematopoyéticas (Gersuk y col., 1998; Mundle y col., 1999; Deeg y col., 2000; Stifter y
col., 2005; Marcondes y col., 2008; Navas y col., 2008; Chamuleau y col., 2009).
Debido a la relevante participacion de las citoquinas pro- y anti-inflamatorias en el
sistema inmune y el proceso hematopoyético, la desregulaciéon en su produccién esta

involucrada en diversas enfermedades, incluyendo patologias autoinmunes e
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inflamatorias, procesos neoplasicos y desérdenes hematolédgicos. Entre las citoquinas
principalmente involucradas en los mecanismos fisiopatolégicos de la AA y de otros
SFM adquiridos, se encuentran TNF-a, IFN-y, IL-6 y TGF-B1. Los genes que codifican
para estas citoquinas poseen polimorfismos asociados con la regulaciéon de su
expresion, los cuales podrian estar relacionados con susceptibilidad hacia una
respuesta inmune alterada y una desregulacion hematopoyética en los SFM

adquiridos, incluyendo a la AA.

7.1. Genes de citoquinas: funciones y principales polimorfismos relacionados a
susceptibilidad

7.1.1. TNF

El gen TNF (ubicacién cromosomica: 6p21.33) codifica una citoquina pro-inflamatoria
multifuncional, TNF-a, que pertenece a la super-familia TNF. Esta citoquina participa
en la respuesta inmune innata y adaptativa frente a la infeccién de patégenos, siendo
un mediador primario de la inflamacion. EI TNF-a es secretado principalmente por los
macrdéfagos activados, aunque puede ser producida por muchos otros tipos celulares,
como linfocitos T activados, células NK, neutréfilos, eosindfilos, mastocitos, células
dendriticas y células endoteliales. Esta citoquina esta implicada en la regulacién de un
amplio espectro de procesos biolégicos, incluyendo la proliferacion celular, la
diferenciacién y la apoptosis, cumpliendo sus funciones a través de la unién a sus
receptores. En los SFM adquiridos, la sobre-expresion de TNF-a esta asociada con un
aumento de los niveles de apoptosis de las células progenitoras y precursoras
hematopoyéticas (Maciejewski y col., 1995a; Gersuk y col., 1998; Mundle y col., 1999;
Marcondes y col., 2008; Navas y col., 2008). Ademas, esta citoquina ejerce una
regulacion negativa en la produccién de eritropoyetina (EPO) end6gena, inhibe in vitro
la eritropoyesis estimulada por EPO o multiples combinaciones de citoquinas, y
suprime la formacién de colonias (Maciejewski y col., 1995a; Rusten y col., 1995).

El gen TNF presenta numerosos polimorfismos, algunos de los cuales son funcionales.
El Polimorfismo de Nucleétido Simple (SNP: Single Nucleotide Polymorphism) -308
G/A (rs1800629) es uno de los mas ampliamente estudiados, se encuentra ubicado en
la zona promotora del gen y esta implicado en la expresion diferencial del mismo,
afectando la unién de ciertos factores y reguladores de la transcripcién. La presencia
del alelo -308A se encuentra asociado a su mayor produccién bajo ciertas condiciones
experimentales. Por lo tanto, los genotipos A/A y G/A son los que se encuentran
asociados con una alta expresion y el genotipo G/G con una baja expresién de TNF
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(Kroeger y col.,, 1997). El alelo menos frecuente -308A fue asociado con
susceptibilidad en diversas enfermedades que involucran un desorden autoinmune
(Pociot y col., 1993; Wilson y col., 1994; Heward y Gough, 1997; Rood y col., 2000;
Waldron-Lynch y col., 2001), incluyendo a los SFM (Gidvani y col., 2007; Powers y
col., 2007; Bestach y col., 2011a; Bestach y col., 2011b; Lee y col., 2011; Serio y col.,
2011).

7.1.2. IFNG

El gen IFNG (ubicacion cromosomica: 12q15) codifica la proteina IFN-y, el Unico
miembro conocido de la familia de los interferones de tipo Il. Esta citoquina pro-
inflamatoria juega un papel importante en la inmunidad innata y adaptativa contra las
infecciones microbianas y virales, y exhibe efectos antitumorales. ElI IFN-y es
secretado principalmente por los linfocitos Th1 y Tc activados, las células NK
activadas y las células presentadoras de antigenos, como los macréfagos y las células
dendriticas. Esta citoquina ejerce su funcién mediante la transduccion de sefiales por
unién a su receptor y es un potente activador de los macréfagos y las células NK.
Ademas, puede potenciar los efectos antivirales y antitumorales de los interferones de
tipo | (IFN-a/B). Al igual que TNF-a, IFN-y también ejerce un efecto supresor sobre el
proceso hematopoyético, inhibiendo la proliferacion y diferenciacion de las células
progenitoras mieloides y eritroides mediante la induccion de la apoptosis
(Maciejewskiy y col., 1995a; Selleri y col., 1996; Dai y col., 1998; Joshi y col., 2011).

Uno de los principales polimorfismos estudiados del gen IFNG es el SNP +874 A/T
(rs2430561) que se encuentra ubicado en el primer intrén y coincide con un sitio de
unién del factor de transcripcion nuclear factor-kp (NF-kB) (Heinemeyer y col., 1998).
Debido a que el NF-kB induce la expresién del gen IFNG, este SNP podria tener
consecuencias funcionales en la produccién de esta citoquina. La unién del factor NF-
KB es preferencial en presencia del alelo +874T, con lo cual, los genotipos T/T, T/A'y
A/A se asocian con una produccion alta, intermedia y baja de IFN-y, respectivamente
(Pravica y col., 1999; Pravica y col., 2000). Ademas, el SNP +874 A/T se encuentra
ubicado contiguo al polimorfismo de repeticion +875 CAn (rs587776821) hacia su
extremo 5’, presentando un fuerte desequilibrio de ligamiento entre el alelo +874T y el
alelo 12 CA (Pravica y col., 2000). En este polimorfismo de repeticién +875 CAn los
distintos alelos difieren en el nimero de repeticiones presentes del dinucleétido CA. Si
bien la secuencia de repeticiones CA podria tener en si misma una funcion reguladora
de la transcripcion, la variante 12 CA se asocia con una mayor produccion de IFN-y
principalmente como consecuencia de la fuerte asociacion con el alelo +874T (Pravica
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y col., 1999; Pravica y col., 2000). Las variantes +874T y 12 CA se encuentran sobre-
representados en diversas patologias, incluyendo condiciones autoinmunes y de
inflamacién croénica (Jahromi y col., 2000; Khani-Hanjani y col., 2000; Lee y col., 2001;
Fukutani y col., 2004), asi como también en los SFM adquiridos (Dufour y col., 2004;
Fermo y col., 2004; Gidvani y col., 2007; Serio y col., 2011).

7.1.3.IL6

El gen IL6 (ubicacion cromosomica: 7p15.3) codifica la glucoproteina IL-6, una
citoquina pleiotrépica que regula multiples procesos biol6gicos. Esta citoquina
desempena un papel importante en respuesta a una lesién o infeccion, esta implicada
en la respuesta inmune e inflamatoria y es un potente inductor de la respuesta de fase
aguda. Ademas, la IL-6 es una citoquina multifuncional que afecta practicamente a
todos los sistemas organicos (nervioso, hepatico y cardiovascular, entre otros) y, en
particular al sistema inmunoloégico y la hematopoyesis. Es un factor esencial para la
diferenciacion y activacion de los linfocitos T y B, es segregada por numerosos tipos
celulares, como los macroéfagos, las células T y B, las células endoteliales y los
fibroblastos, y su liberacion esta inducida por la IL-1 y se incrementa en respuesta a
TNF-a. Si bien la IL-6 estimula la hematopoyesis (Rodriguez y col., 2004), también ha
sido implicada en los SFM (Gidvani y col., 2007; Pardanani y col., 2012), aunque su rol
fisiopatol6gico aun no esta completamente elucidado.

El gen IL6 es altamente polimérfico en ambas regiones que flanquean a los extremos
5"y 3. Uno de los polimorfismos mas importantes es el SNP -174 G/C (rs1800795)
que se encuentra up-stream de la region reguladora del gen /L6y afecta los niveles de
expresion de esta citoquina. Este SNP se encuentra cerca de un elemento de
respuesta a glucocorticoides, influenciando potencialmente la unién de un receptor de
glucocorticoides y, por lo tanto, su capacidad para reprimir la activacién
transcripcional. El alelo -174C esta asociado con una baja produccion tanto in vitro
como in vivo, identificandose los fenotipos: alta (G/G), intermedia (G/C) y baja
produccion de IL-6 (C/C) (Fishman y col., 1998). El SNP -174 G/C se encuentra
asociado con susceptibilidad en diversas enfermedades con un componente
autoinmune y/o inflamatorio (Vozarova y col., 2003; Hu y col., 2014; Durées y col.,
2014; Li y col., 2014; Ururahy y col., 2014; Yang y col., 2014), y en algunos SFM
(Gidvani y col., 2007; Wang y col., 2012).
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7.1.4. TGFB1

El gen TGFB1 (ubicacion cromosoémica: 19q13.2) codifica a la proteina TGF-B, siendo
TGF-B1 la isoforma principal expresada en el sistema inmune. Esta citoquina
pleiotrépica y multifuncional modula la proliferaciéon celular, la diferenciacion, la
apoptosis, la adhesion y la migracién de diversos tipos de células, y contribuye a la
regulacion del sistema inmune y la hematopoyesis. La mayoria de los tipos celulares,
incluyendo las células hematopoyéticas inmaduras, los linfocitos T y B activados, los
macrdéfagos, los neutrdéfilos, las células dendriticas y las plaquetas, producen TGF-
y/o0 son sensibles a sus efectos. Esta citoquina es secretada predominantemente como
un complejo latente inactivo que consta de TGF- maduro unido no covalentemente a
un péptido asociado a la latencia (LAP: latency-associated protein), que previene la
union de TGF-B a su receptor especifico. La liberacion de TGF-B maduro de su
asociacién con LAP, mediante la accién de proteasas, es un paso esencial en la
activacién y la funcién de esta citoquina. TGF-f inhibe la diferenciacién Th1, Th2 y Tc,
y dependiendo del entorno de citoquinas, puede promover la diferenciacion de células
iTreg o de células pro-inflamatorias Th17 (Oh y Li, 2013). Ademas, esta citoquina se
ha descripto como un importante regulador negativo de la hematopoyesis, siendo la
inhibicion mas pronunciada en las células hematopoyéticas primitivas (Dybedal y
Jacobsen, 1995; Polyak, 1996; Cheng y col., 2001).

Varios polimorfismos fueron descriptos en el gen TGBF1, siendo los SNPs +869 C/T
(rs1800470) y +915 G/C (rs1800471), ubicados en el primer exén del gen, los
principalmente estudiados debido a su potencial rol en la produccion diferencial de la
citoquina. ElI cambio de C869T (coddn 10) genera un cambio del residuo hidrofébico
Pro10Leu neutral localizado en el core hidrofébico del péptido sefnal, de igual manera
que el cambio G915C (coddén 25): Arg25Pro. Estos cambios podrian alterar la
estructura a-hélice de la regioén y, por lo tanto, su transporte a través del reticulo
endoplasmico. En consecuencia, los genotipos +869 codon 10: T/T, T/C y C/C; y +915
codén 25: G/G, G/C y C/C, se encontrarian asociados con la producciéon alta,
intermedia y baja de TGF-B1, respectivamente (Perrey y col., 1999). Las variantes
polimérficas que determinan un fenotipo de alta produccion de esta citoquina fueron
asociadas con diversas enfermedades autoinmunes y con peor prongstico luego de un
TCPH o trasplante de érganos (Girnita y col., 2008; Séderberg y col., 2009). También
se ha descripto una sobre-representacion de estas variantes en algunos SFM
adquiridos (Fermo y col., 2004; Powers y col., 2007; Serio y col., 2011).
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8. Superposicion clinica de la AA con otros Sindromes de Falla Medular

La AA forma parte de los Sindromes de Falla Medular (SFM), los cuales constituyen
un grupo heterogéneo de enfermedades hematolégicas que se caracterizan por
presentar deficiencias en la funcién hematopoyética. Como se definié anteriormente
para la AA, en estas patologias las stem cells y las células progenitoras
hematopoyéticas pierden, por algin mecanismo, su capacidad de auto-renovacién y/o
diferenciacién hacia los elementos mas maduros. Como consecuencia de la falla en
esta funcién aparecen alteraciones cuanti y cualitativas en la MO vy citopenias
periféricas. Dependiendo a qué nivel de la hematopoyesis ocurra la falla pueden verse
afectadas una o mas lineas celulares. Los defectos a nivel de las stem cells pueden
afectar las tres lineas hematopoyéticas (hematies, leucocitos y plaquetas), y si éstos
ocurren en un estadio de desarrollo mas tardio de la hematopoyesis pueden verse
afectadas dos o solo una linea celular en particular (Bagby y col., 2004; Marsh, 2005).

Los SFM se dividen en adquiridos y congénitos. Dentro de los desérdenes adquiridos,
la AA, los SMD y la HPN son los que frecuentemente se asocian con falla medular
multilinea. Los SMD y la HPN son las patologias que presentan las principales zonas
de interseccion clinica con la AA, indicando, no so6lo la dificultad para establecer un
diagnéstico diferencial entre ellas, sino también, que podrian compartir mecanismos
patogénicos subyacentes (Figura 4). Por otro lado, se encuentran los SFM adquiridos
que se asocian con falla medular de linea Unica, como la Aplasia Pura de Glébulos
Rojos, la Trombocitopenia Amegacariocitica adquirida y la Agranulocitosis ©
Neutropenia adquirida. Las fallas medulares que afectan una Unica linea pueden
progresar hacia una AA tardiamente (Figura 4). La mayoria de estas patologias
adquiridas son de etiologia idiopatica, aunque también se desarrollan casos de falla
medular secundaria a la exposicion a agentes tdxicos y/o biolégicos (Bagby y col.,
2004; Marsh, 2005).

Con respecto a los desérdenes congénitos, los que se asocian con falla medular
multilinea son: la Anemia de Fanconi (AF) y la Disqueratosis Congénita. Mientras que,
los que se asocian con falla medular de una Unica linea son: la Anemia de Blackfan-
Diamond, el Sindrome de Shwachman-Diamond, la Neutropenia Congénita Severa
(Sindrome de Kostmann) y la Neutropenia Ciclica, la Trombocitopenia
Amegacariocitica Congénita, entre otros (Figura 4). En los dltimos afios, gracias al
avance en el estudio de las bases genéticas y la patogénesis molecular de estos SFM
congénitos se ha logrado identificar diversos sets de genes mutados. Las funciones
biolégicas conocidas que se ven afectadas por estas mutaciones y que estan
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implicadas en la etiopatogenia de estas enfermedades son: reparacion del ADN (AF),
biogénesis ribosomal (Anemia de Blackfan-Diamond, Sindrome de Shwachman-
Diamond, Disqueratosis Congénita), mantenimiento telomérico (Disqueratosis
Congénita), elastasa de neutréfilos (Neutropenia Congénita Severa y Neutropenia
Ciclica), receptor de Trombopoyetina (Trombocitopenia Amegacariocitica Congénita)
(Alter, 2007; Dokal y Vulliamy, 2010; Sakaguchi y col., 2013).

Figura 4: Superposicién clinica de la AA con otros Sindromes de Falla Medular

Aplasia Pura de
Globulos Rojos

Agranulocitosis

Hemoglobinuria
Paroxistica Nocturna

HPN —
Trombocitopenia ( ) / \
Amegacariocitica /
HF
Anemia
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Congénita ‘\ Mieloide
@ Aguda
Anemia de 3 Sindromes °
Blackfan-Diamond Mielodisplasicos
Anemia de (SMD)
Fanconi
Quas, SMD
hipoplasicos
Sindrome de

Shwachman-Diamond

Adaptado de Young, 2000; 2006

Diagrama que ilustra las relaciones clinicas y fisiopatolégicas entre la AA y los demas Sindromes de Falla
Medular (SFM) adquiridos y congénitos. Los circulos superpuestos muestran las principales zonas de
interseccién clinica de la AA con las otras patologias, indicando que podrian compartir mecanismos
patogénicos subyacentes, principalmente con los SFM adquiridos. Ademas, estos solapamientos
representan las principales dificultades en el diagnéstico diferencial de la AA.

La AF es uno de los SFM congénito mas frecuente con una incidencia de 4-
7/1.000.000 de nacidos vivos (Gulbis y col., 2010; Sakaguchi y col., 2013). El
diagnostico de estos pacientes se basa, principalmente, en el examen clinico y, debido
a que se ven afectados genes vinculados a la reparaciéon del ADN, la técnica de
referencia es el ensayo de estrés clastogénico in vitro, a partir de muestras de SP, en
donde se analizan roturas cromosOmicas espontdneas e inducidas por el
diepoxibutano (DEB) (2,2’-Bioxirane). El tratamiento de la AF es principalmente de
soporte y la terapia con andrégenos frecuentemente induce respuestas significativas
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en los pacientes pancitopénicos. El TCPH es la Gnica opcién para el establecimiento
de la hematopoyesis normal, asociada con una alta morbimortalidad y la posibilidad de
desarrollar tumores secundarios (Bagby y col., 2004; Shimamura y Alter, 2010). Los
pacientes con AF no responden a las TIS, por lo tanto, es crucial el diagnéstico
diferencial entre este desorden congénito y la AA adquirida, para que el enfoque

terapéutico sea el adecuado.

En algunos casos, los SFM pueden profundizarse afectando mas lineas
hematopoyéticas y/o evolucionar hacia un componente SMD/LMA (Figura 4). En
particular, la AA, ademas de presentar zonas de superposicion clinica que dificultan el
diagnostico diferencial con los SMD y la HPN, podria, clinicamente, coexistir o
evolucionar hacia estas enfermedades hematoldgicas clonales. La progresién clonal
es una de las complicaciones mas graves a largo plazo de la AA, la cual incluye la
adquisicion de anomalias cromosomicas y el consecuente desarrollo de SMD/LMA y/o
la expansién de clones HPN.

8.1. SMD

8.1.1. Caracteristicas generales

Los SMD comprenden un grupo heterogéneo de patologias hematolégicas
caracterizado por una hematopoyesis inefectiva que afecta, al menos, una de las
lineas hematopoyéticas mieloides, lo cual resulta, al igual que en los restantes SFM,
en la presencia de citopenia(s) en SP. Aproximadamente un 30% de los pacientes
evolucionan a LMA con una pobre respuesta a la quimioterapia (Greenberg y col.,
1997; Sanz y col., 1997; Belli y col., 2002; Belli y col., 2014). La mayoria de los
pacientes fallecen debido a fallas de la MO mas que de las complicaciones surgidas
por la progresién leucémica (List y col., 2004; Greenberg y col., 2012).

Los SMD ocurren principalmente en ancianos, con un promedio de edad al momento
del diagnéstico de 60-75 anos, y menos del 10% de los pacientes son <50 anos.
También se observan en jovenes e incluso en nifios, aunque con menor prevalencia.
La incidencia varia entre 4-13/100.000 por afo en la poblacién general. Sin embargo,
la incidencia estimada se incrementa entre 20-50/100.000 por afio en pacientes >60
anos (Aul y col., 1998; Jaffe y col., 2001; Rollison y col., 2008; Swerdlow y col., 2008;
Tefferi y Vardiman, 2009; Vardiman y col., 2009). Los SMD, al igual que los restantes
SFM, pueden aparecer de novo o ser secundarios (SMDs) al uso de agentes
antineoplasicos, al contacto con quimicos o a la progresion clonal de un SFM pre-

existente.
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El diagnéstico de SMD es complejo y debe incluir una adecuada informacién clinica a
fin de descartar otras posibles causas. El proceso incluye la evaluacion de la MO y del
frotis de SP en cuanto a su morfologia y a sus valores absolutos y relativos,
interpretada en el contexto del resultado del estudio citogenético (Greenberg y col.,
2013). Los criterios diagnésticos minimos se detallan en la Tabla 4. A fin de confirmar
el diagnostico se deben cumplir ambos pre-requisitos esenciales y al menos uno de los
criterios decisivos. En el caso de no cumplirse los criterios decisivos y de presentar
alguno de los co-criterios, el cuadro clinico es “altamente sugerente” de un SMD.

Tabla 4: Criterios diagnésticos para SMD

A. Pre-requisitos esenciales

1. Citopenia constante en al menos una de las lineas celulares: eritroide (Hb <11 g/dL), granulocitica
(neutréfilos <1500/uL) o megacariocitica (plaquetas <100000/uL).

2. Exclusion de otras enfermedades, hematolégicas o no, como causa primaria de la citopenia/
displasia.

B. Criterios decisivos

1. Displasia en al menos 10% de la celularidad medular, en al menos una de las lineas celulares
eritroide, granulocitica y/o megacariocitica 0 >15% de sideroblastos en anillo.

2. Porcentaje de blastos en el aspirado medular entre 5-19%.

3. Anomalias cromosémicas recurrentes caracteristicas de SMD (por citogenética o por FISH).

C. Co-criterios (para pacientes que cumplen (A) y no (B) pero presentan caracteristicas
clinicas tipicas de SMD)

1. Fenotipo aberrante identificado por citometria de flujo en células precursoras eritroides y/o mieloides
en MO.

2. Evidencia molecular de monoclonalidad por ensayo HUMARA, técnicas de “microarrays” o andlisis
de mutaciones puntuales (p. ej.: mutaciones en el gen RAS).

3. Capacidad de formacién de colonias por parte de los progenitores de MO y/o SP marcada y
persistentemente reducida.

Hb: nivel de hemoglobina; MO: médula ésea; SP: sangre periférica.

La MO es, generalmente, normo- o hiper-celular con alteraciones displasicas. La
dispoyesis puede involucrar una o todas las lineas hematopoyéticas mieloides,
afectando el tamanio, la forma o la organizacion celular.

A nivel periférico, el 80-85% de los pacientes presentan anemia al diagnéstico, la cual
suele ser frecuentemente macrocitica pero refractaria al tratamiento con folato y
vitamina B12, o normocitica (Steensma y col., 2005), y el 50% posee niveles de
hemoglobina inferiores a 10 g/dL. Aproximadamente el 40% de los pacientes son
neutropénicos y la trombocitopenia inicial afecta al 30-45% de los casos. La presencia

de neutropenia y/o trombocitopenia puede observarse, aln en ausencia de anemia, en
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un cierto porcentaje de pacientes (List, 2002; Steensma y Bennett, 2006). En
poblacién Argentina, incluyendo el analisis de datos del Registro Argentino de SMD, el
89% de las mujeres y el 94% de los hombres presentan niveles de hemoglobina
inferiores a 12 g/dL y 13 g/dL, respectivamente; el 58% recuentos plaquetarios
inferiores a 150000/uL, y el 51% recuentos de neutréfilos inferiores a 1800/uL (Enrico
y col., 2014). Ademas, las células diferenciadas terminales también poseen defectos
funcionales: la actividad microbicida y mieloperoxidasa de los neutréfilos se encuentra
disminuida (Heaney y Golde, 1999).

Alrededor del 40-50% de los pacientes presentan cariotipo alterado. Si bien el patrén
de alteraciones citogenéticas es heterogéneo, no asociado a ninguna aberracién en
particular, se observa un predominio de pérdidas totales y parciales. Las alteraciones
mas frecuentes son: la pérdida del cromosoma Y, del(5q), -7/del(7q), +8 y del(20q)
(Greenberg y col., 1997; Solé y col., 2005; Haase y col., 2007; Belli y col., 2011b;
Greenberg y col., 2012; Schanz y col., 2012; Belli y col., 2013). La presencia de una
alteracién citogenética recurrente es un criterio de diagnéstico decisivo para los SMD
(Valent y col., 2007) (Tabla 4).

Los mecanismos precisos que determinan la iniciacion de los SMD de novo son, en la
actualidad, desconocidos. La transformacion clonal podria ocurrir a nivel de las células
troncales precursoras. Estos eventos, sin manifestacion clinica, podrian incluir tanto
cambios genéticos como epigenéticos, reparacion defectuosa del ADN que puede
resultar en inestabilidad gendémica de las células hematopoyéticas troncales
(Saunthararajah y col., 2002; Tefferi y Vardiman, 2009). Un segundo paso, aun
indefinido, podria conferir ventajas de crecimiento al clon neoplasico, el cual se
expandiria resultando en una hematopoyesis clonal que se refleja en los hallazgos
morfolégicos y clinicos de los SMD. La proliferacién celular inefectiva, que afecta tanto
a la capacidad de auto-renovacién como de diferenciacion de las células troncales, se
acompana de una extensiva muerte celular por apoptosis (Cazzola y Malcovati, 2005;
Tehranchi y col., 2005). Esta observacion, justificaria en parte, la presencia paradéjica
de una MO hipercelular con citopenias periféricas (Kouides y Bennett, 1997).
Finalmente, dafnos genéticos y epigenéticos posteriores podrian promover la evolucién
a LMA, modificando el comportamiento biolégico, con incremento en la proliferacién
celular y disminucién de los niveles de apoptosis (Sanz y col. 1997; Parker y col.,
2000; Tefferi y Vardiman, 2009). En la Figura 5 se describen los posibles mecanismos
involucrados en la iniciacién y progresién de los SMD.
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Figura 5: Modelo hipotético de inicio y progresion de los SMD
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La transformacién clonal podria ocurrir a nivel de las células troncales precursoras, cuyo evento, sin
manifestacién clinica, podria incluir tanto cambios genéticos como epigenéticos, reparacioén defectuosa
del ADN que puede resultar en inestabilidad gendmica de las células hematopoyéticas. Luego, un
segundo paso podria conferir ventajas de crecimiento al clon neoplésico, el cual se expandiria resultando
en una hematopoyesis clonal. La proliferacién celular inefectiva, que afecta tanto a la capacidad de auto-
renovacién como de diferenciacién de las células troncales, se acompafa de una extensiva muerte celular
por apoptosis. Finalmente, dafos genéticos y epigenéticos posteriores podrian promover la evolucion a
Leucemia Mieloide Aguda (LMA) con incremento en la proliferacién celular y disminucion de los niveles de
apoptosis.

La fisiopatologia de los SMD incluye mdltiples y complejos mecanismos, muchos de
los cuales aun no son completamente conocidos. Al igual que en AA, las evidencias
clinicas y experimentales involucran en el desarrollo de los SMD el dafio inmune de los
precursores hematopoyéticos y los cambios en el microambiente medular. La
activaciéon inmune podria reflejar reacciones autoinmunes no deseadas contra las
células precursoras hematopoyéticas normales, asi como también una inmuno-
vigilancia eficaz contra clones displasicos. Los pacientes con SMD presentan un
incremento de células T efectoras con un perfil citotéxico y una disminucion relativa de
células Treg asociado con la supresién de la hematopoyesis (Chamuleau y col., 2009).
Estas células citotoxicas se caracterizan por un aumento en la produccién de
citoquinas tipicas de la respuesta inmune celular Th1, incluyendo TNF-a e IFN-y.
Ademds, estas citoquinas inducen una molécula inmuno-inhibitoria (B7H1) en los
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blastos mielodisplasicos, confiriéndoles ventaja proliferativa (Kondo y col., 2010). La
sobreproduccion de TNF-a ha sido demostrada en el microambiente medular y se
correlaciona, sobre todo en los estadios tempranos de los SMD, con la apoptosis de
células troncales CD34+, supresién de la eritropoyesis y bajos niveles de hemoglobina
(Musto y col., 1994; Stifter y col., 2005; Marcondes y col., 2008; Tsimberidou y col.,
2008; Tsimberindou y col., 2009).

La evolucion clinica es heterogénea variando desde una enfermedad estable por mas
de 10 anos hasta una corta sobrevida de pocos meses debido a las complicaciones
relacionadas a la presencia de citopenias o a la evolucion leucémica. Por lo tanto, las
opciones terapéuticas para los pacientes con SMD varian segun los factores de riesgo
individuales basados, entre otros parametros, en el resultado del cariotipo. En los
pacientes de bajo riesgo se prioriza la mejoria de las citopenias y de la calidad de vida,
incluyendo el tratamiento de soporte, el uso de las TIS e inmunomoduladoras.
Mientras que, en los pacientes de mayor riesgo, el objetivo es modificar el curso
natural de la enfermedad aplicando terapias de mediana y alta intensidad, las cuales
incluyen diferentes agentes quimioterapéuticos hasta el TCPH (Stone, 2009;

Greenberg y col., 2013).

8.1.2. Clasificaciones

8.1.2.1. Clasificacidon segun el Grupo Cooperativo Franco-Americano-Britanico

La primera clasificacién sistematica de los SMD fue definida por el Grupo Cooperativo
Franco-Americano-Britanico (FAB) (Bennett y col., 1982). De acuerdo a las
caracteristicas morfoldgicas, citoquimicas, el recuento de monocitos en SP y el
porcentaje de blastos en SP y MO, la clasificacion FAB define 5 entidades: anemia
refractaria (AR), AR con sideroblastos en anillo (ARSA), AR con exceso de blastos
(AREB), AREB en transformacion (AREBt) y leucemia mielomonocitica crénica
(LMMC). En esta clasificacion el recuento de blastos en MO mayor a 30% establece el
diagnéstico diferencial con respecto a la LMA (Bennett y col., 1985).

8.1.2.2. Clasificacidon segun la Organizacion Mundial de la Salud

La Sociedad Europea de Hematopatélogos y la Sociedad de Hematopatologia
desarrollaron la nueva sistematizacién de la OMS para la clasificacion de los SMD en
1999, la cual fue levemente modificada en 2009. Esta clasificacién se basa en la

combinacion de hallazgos morfol6gicos, inmunofenotipo, anormalidades citogenéticas
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y hallazgos clinicos. Los SMD se subdividen en Citopenia Refractaria con Displasia
unilineal (CRDU), ARSA, CR con displasia multilineal (CRDM), AREB-1 o AREB-2,
Sindrome 5g- y SMD no clasificables (Lee Harris y col., 1999; Jaffe y col., 2001
Vardiman y col., 2009) (Tabla 5). Esta clasificacién elimina el subtipo AREBt y fija un
nuevo limite inferior para establecer diagnéstico de LMA en 20% de blastos en MO y/o
SP. Ademas, re-localiza a los pacientes con LMMC, debido a sus caracteristicas

displasicas sumadas a caracteristicas mieloproliferativas, en un nuevo grupo

denominado enfermedades SMD/ Mieloproliferativas (Vardiman y col., 2009).

Tabla 5: Clasificacion de los SMD segun la OMS

Subtipo

Sangre periférica

Médula 6sea

Citopenia refractaria con
displasia unilinaje (CRDU)

Anemia refractaria (AR)
Neutropenia refractaria (NT)
Trombocitopenia refractaria (TR)

Uni o bicitopenia,
<1% de blastos

Displasia unilinaje
(en 210% de las células),
< 5% de blastos

Anemia refractaria con
siderablastos en anillo
(ARSA)

Anemia,
<1% de blastos

Displasia eritroide,
<5% de blastos,
215% de sideroblastos en anillo

Citopenia refractaria con
displasia multilinaje
(CRDM)

Citopenia(s),

<1% de blastos,

sin bastones de Aler,
<1x10% Monocitos

Displasia multilinaje,

>10% de sideroblastos en anillo,
<5% de blastos,

ausencia de bastones de Alier

Anemia refractaria con exceso
de blastos tipo 1
(AREB-1)

Citopenia(s),

<5% de blastos,

sin bastones de Alier,
<1x10% Monocitos

Displasia mono o multilinaje,
5-9% de blastos,
sin bastones de Aler

Anemia refractaria con exceso
de blastos tipo 2
(AREB-2)

Citopenia(s),

5-19% de blastos,

+ bastones de Aler,
<1x10% Monocitos

Displasia uni o multilinaje,
10-19% blastos,
+ bastones de Aler

SMD asociada con delecion
aislada 5q
(Sindrome 5q-)

Anemia,

<1% de blastos,
plaquetas normales o
aumentadas

Delecién aislada 5q,
megacariocitos hipolobulados,
<5% de blastos

SMD no clasificable

Citopenia(s),
< 1% de blastos

No se ajusta claramente a otra
categoria de displasia con <5% de
blastos,

<10% displasia en mas de una
linea mieloide + alteraciones
citogenéticas
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8.1.3. AA versus SMD: diagnéstico diferencial y aspectos de la evolucion clonal

Como se mencioné anteriormente, los SMD constituyen una patologia que presenta
una de las zonas de superposicion clinica mas importante con la AA. Si bien la
combinacion de una MO normo-hipercelular con alteraciones displéasicas es
caracteristica en los SMD, alrededor de un 15% de los pacientes presentan
hipocelularidad medular (SMDh), definida como <30% de celularidad en pacientes <60
anos, o <20% de celularidad en pacientes 260 anos (Vardiman, 2006). Sin embargo,
los SMDh no representan una categoria de SMD definida segin la OMS. Los criterios
diagnésticos en SMD se basan, principalmente, en la presencia de caracteristicas
displasicas en la MO y la detecciéon de anormalidades cromosémicas clonales. Sin
embargo, debido a la celularidad reducida de los aspirados medulares de los pacientes
con SMDh y AA resulta complicada la evaluacion morfoldgica y citogenética de la MO,
lo cual dificulta el diagnoéstico diferencial entre ambas patologias.

La evolucién clonal de la AA a SMD es tipicamente una complicacion tardia de la AA'y
se observa principalmente en pacientes refractarios o en aquellos que no lograron
alcanzar una respuesta completa y sostenida a las TIS (Kojima y col., 2002; Rosenfeld
y col,, 2003; Saracco y col., 2008). Si bien no hay muchos datos de series
internacionales que detallen los hallazgos citogenéticos en AA, la frecuencia estimada
de cariotipos alterados varia de 2%-57% en el periodo de observacion de 5-11 afos
(Afable y col., 2011). La amplitud en esta frecuencia puede deberse a diferencias en
criterios de diagndstico, poblaciones de pacientes, protocolos de tratamiento y
frecuencia de estudios citogenéticos en MO durante el seguimiento. Asimismo, estas
alteraciones podrian estar siendo subestimadas debido a la alta tasa de resultados
citogenéticos no evaluables. En la actualidad, existen controversias con respecto al
diagnostico de un paciente que cumple los criterios de AA pero presenta un cariotipo
alterado al momento del diagnéstico.

Los clones que evolucionan a SMD/LMA en el contexto de la AA son caracterizados
por anormalidades cromosémicas tipicas, siendo las mas comunes la trisomia del
cromosoma 8 y la monosomia del 7 (Maciejewski y Selleri, 2004). Estas células tienen
una ventaja adaptativa sobre las que no portan estos rearreglos. La trisomia 8 esta
presente en pacientes con SMD que comparten caracteristicas semejantes a la AA:
respuesta efectiva a TIS y presencia de expansiones oligoclonales de células T.
Ademas, el perfil de expresion muestra que los genes relacionados con la respuesta
inmune e inflamatoria se encontrarian aumentados (Sloand y col., 2002b; Chen y col.,

2004). La monosomia 7 es también una anormalidad citogenética frecuente en AA
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pero asociada a peor prondéstico, debido a citopenias refractarias y/o mayor riesgo de
evolucion a LMA. Las células CD34+ con monosomia 7 muestran una sobre-expresion
de genes que inducen transformacion leucémica y resistencia a la apoptosis (Sloand y
col., 2002b; Chen y col., 2004). Otras anomalias citogenéticas descriptas, con mucha
menos frecuencia, involucran alteraciones en los cromosomas 13, 6, 11 e Y
(Mikhailova y col., 1996; Maciejewski y col., 2002; Lee y col., 2010).

A pesar de presentar caracteristicas clinicas y patolégicas que se superponen, tanto
los tratamientos como el prondstico para los pacientes con SMD y AA son
sustancialmente diferentes. Por lo tanto, un adecuado diagnéstico diferencial entre
ambos desérdenes hematologicos es de suma importancia para un enfoque
terapéutico adecuado en cada caso.

8.2. HPN

La HPN es un raro trastorno hematolégico con manifestaciones clinicas de hemolisis,
trombosis e insuficiencia medular. Esta enfermedad es causada por la expansién
clonal no maligna de stem cells hematopoyéticas que adquirieron una mutacién
somatica en el gen PIG-A. Como consecuencia, las células HPN tienen una deficiencia
marcada o la ausencia de todas las proteinas de membrana ligadas a glicosil-fosfatidil-
inositol. Entre las principales proteinas afectadas se encuentran las reguladoras del
sistema complemento CD55 y CD59. Debido a su ausencia las células de la sangre se
convierten en blancos para la acciéon del sistema complemento causando su
destruccién, siendo la causa de la hemdlisis intra-vascular que es la principal

manifestacion clinica de la enfermedad (Young, 2005; Bessler y Hiken, 2008).

Los pacientes se clasifican de acuerdo al tamario del clon HPN y a las manifestaciones
clinicas en: 1) HPN clasica: pacientes con evidencia de hemdlisis y sin evidencia de
otro SFM, 2) HPN en el contexto de otros SFM (AA/HPN o SMD/HPN): pacientes con
evidencia de hemolisis y pruebas diagnosticas de otro SFM, y 3) HPN subclinica:
pacientes sin evidencia de hemdlisis, a pesar de presentar una poblacién pequefa
pero detectable de células HPN, y con evidencia de otro SFM (Parker y col., 2005).

Hasta hace unos afos, el Unico tratamiento para la HPN era el TCPH para pacientes
seleccionados. Sin embargo, con el desarrollo de eculizumab, un anticuerpo
monoclonal dirigido contra la fraccién C5 del complemento, los pacientes con una HPN
clasica alcanzan una considerable respuesta a este medicamento (DeZern y col.,
2013). La terapia de la HPN en el contexto de la AA no est4d completamente
determinada. Los pacientes con HPN clasico no se benefician con las TIS, pero los
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pacientes con AA/HPN pueden presentar una respuesta positiva a este tratamiento
(Sugimori y col., 2006).

8.2.1. AA versus HPN: diagndstico diferencial y aspectos de la evolucion clonal

La prueba diagnéstica tradicional, introducida a finales del afo 1930, es el test de
Ham, la cual se basa en la sensibilidad incrementada de los eritrocitos HPN a Ia lisis
por el complemento. En la actualidad, el uso de la citometria de flujo permite evaluar la
presencia de células HPN, por ausencia de las proteinas CD55 y CD59, en los
pacientes con AA. Y, debido a la alta sensibilidad de esta metodologia, permite
detectar pequefias poblaciones de estas células. En algunos pacientes con AA, el
namero de células clonales se pueden incrementar sostenidamente durante el
transcurso de la enfermedad, desarrollando una HPN hemolitica clasica, cuyas tasas
de evolucion se encuentran entre 2%-19% en un periodo de observacion de 2-11 afos
(Afable y col., 2011). En contraste, una proporcién significativa de pacientes con AA
presentan clones HPN pequefios y/o estables que no conducen a manifestaciones
clinicas. En varios estudios, la presencia de un clon HPN ha constituido un factor
prondstico favorable para la respuesta a TIS tanto en los pacientes con AA como en
los SMD (Sugimori y col., 2006).
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Objetivos
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Objetivos

Teniendo en cuenta que la AA posee un alto componente autoinmune y riesgo
potencial de progresion hacia los SMD, existiendo entre ambas patologias zonas de
interseccidn clinica, los objetivos de la presente Tesis Doctoral fueron:

- Estudiar las alteraciones citogenéticas clonales y evaluar inestabilidad cromosémica,
a fin de establecer el diagnéstico diferencial entre la AA y otros SFM en pacientes con

caracteristicas clinicas compartidas.

- Estudiar polimorfismos en los genes de las citoquinas TNF (-308 G/A), IFNG (+874
A/T y +875 CAn), IL6 (-174 G/C) y TGFB1 (+869 C/T y +915 G/C), y establecer su
relacién con susceptibilidad y/o caracteristicas clinico-patolégicas en pacientes con AA
y SMD.

- Analizar los niveles de expresion génica de las citoquinas TNF, IFNG, IL6, TGFB1y

de los factores de transcripcion TBET, GATA3, RORyt y FOXP3, involucrados en la
fisiopatologia de la AA.
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Materiales y métodos
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1. Poblaciones estudiadas

Se analizaron 69 pacientes con AA provenientes de diferentes instituciones argentinas
de salud: Hospital Interzonal General de Agudos “Gral. San Martin” y Hospital de
Nifos “Sor Maria Ludovica” de La Plata, Hospital de Nifios “Dr. Ricardo Gutiérrez”,
Hospital Nacional “Prof. Dr. A. Posadas”, Hospital General de Agudos “C. G. Durand”,
Hospital General de Agudos “J.M. Ramos Mejia”, Instituto de Investigaciones
Hematologicas/ Academia Nacional de Medicina (ANM), entre otros. El estudio es
retrospectivo y prospectivo, ya que los pacientes fueron evaluados y diagnosticados
entre los afios 1987 y 2014. Del total de pacientes analizados 44 (64%) fueron
diagnosticados después de 2005, 16 (23%) entre los afios 2000 y 2005, y s6lo 9 de
ellos (13%) antes de 2000. Los profesionales del Servicio de Hematologia de las
diferentes instituciones de salud colaboraron, no solo con el envio de muestras, sino
también con el aporte de datos clinicos y la firma de los consentimientos informados
correspondientes.

Los pacientes se diagnosticaron y clasificaron en cuanto a la severidad de la
enfermedad acorde a los criterios definidos por Camitta y col. (Camitta y col., 1975), el
International Agranulocytosis and Aplastic Anemia Study group (IAAAS, 1987) vy
Bacigalupo y col. (Bacigalupo y col., 1988). Los criterios de exclusién de pacientes
fueron: 1) caracteristicas displasicas de la hematopoyesis, 2) estudio citogenético
alterado al diagnéstico, 3) test de inestabilidad cromosémica con DEB positivo, y 4)
test de Ham positivo y/o presencia de clon HPN >1,5% por citometria de flujo (Marsh y
col., 2009) (ver Introduccién secciones 4 y 8).

Los pacientes concurrieron a los diferentes Servicios de Hematologia regularmente, o,
en su defecto, fueron contactados los profesionales que continuaron con el tratamiento
para obtener la informacién sobre el curso de la enfermedad, el tratamiento recibido y
la evolucién del paciente, hasta Abril de 2014. Con el fin de analizar los datos, estos se

registraron en una ficha individual para cada uno de los pacientes (Figura 6).

La respuesta a la TIS se evalué solo en aquellos pacientes con AA tratados con la
combinacion de GAT y CsA, segun las definiciones de RC y RP (Yoshida y col., 2011)
(ver Introduccién seccién 5.1). La respuesta global a la TIS se considero en pacientes
que alcanzaron una RC o RP luego de 6 meses de haber iniciado el tratamiento.

Ademas, se document6 informacion acerca de la situacion en la cual se encontraba
cada paciente (al diagnéstico, bajo tratamiento, en remisioén, otros) al momento de la
toma de la muestra, la cual es relevante para el posterior analisis de los estudios de
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expresion, ya que los niveles de los genes estudiados pueden variar en las diferentes
situaciones.

Figura 6: Planilla individual para pacientes con AA

NOMBRE: Hospital:
EDAD: SEXO: Tel: Diagnéstico:

1. a. FECHA DE DIAGNOSTJCO:
b. SINTOMAS AL DIAGNOSTICO relacionados con:
c. ANTECEDENTES relacionados con la enfermedad:

2. ANALISIS DE SANGRE PERIFERICA:
Hemograma completo al diagnéstico: Hto, Hb, VCM, Ret, GB (N, E, B, L, M), Pq

3. ESTUDIOS EN MEDULA OSEA:
a. BMO. Hallazgos importantes:
b. PAMO. Hallazgos importantes:

4. CITOMETRIA DE FLUJO:
....a. Clon HPN CD55-/CD59-Z
....b. Otros hallazgos importantes:

5. ESTUDIOS CITOGENETICOS:
a. En sangre periférica: DEB:
b. En médula 6sea:

6. ESTUDIOS INMUNOLOGICOS, SEROLOGIAS VIRALES, ETC.:

7. ANTECEDENTES DE ENFERMEDADES AUTOINMUNES:
a. Propios:
b. Familiares relacionados:

8. TRATAMIENTO, especificar cual y los resultados:
9. EVOLUCION: Hto, Hb, VCM, Ret, GB (N, E, B, L, M), Pq

a. Vive en condicién estable/asintomatico si  no Ultima consulta:
b. Agravamiento de citopenias con necesidad de soporte: si  no Fecha:
c. Evoluciéon a SMD/LMA: si no Fecha:
d. Fallecido: Causa: si  no Fecha:

10. OBSERVACIONES: Esplenomegalia: si-no, Hepatomegalia: si-no, Adenopatias: si-no
Otra informacion de interés:

Planilla para la recoleccion de los datos clinicos, al diagnéstico y durante el seguimiento, de los pacientes
con AA. Hto: hematocrito; Hb: hemoglobina; VCM: volumen corpuscular medio; Ret: porcentaje de
reticulocitos; GB: recuento de glébulos blancos; N: neutréfilos; E: eosindfilos; B: baséfilos; L: linfocitos; M:
monocitos; Pq: recuento de plaguetas; BMO: biopsia de MO; PAMO: puncién y aspiracién de MO; HPN:
Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna; DEB: diepoxibutano; SMD: Sindromes Mielodisplasicos; LMA:
Leucemia Mieloide Aguda.

Ademas, también se analizaron 132 pacientes con SMD de novo, diagnosticados y
clasificados segun la OMS (Lee Harris y col., 1999; Jaffe y col., 2001 Vardiman y col.,
2009), los cuales no presentaban antecedentes documentados de exposicién a
citotoxicos, radio- o quimioterapia (ver Introduccién seccion 8.1). Y, como poblacién
control, se analizaron 131 muestras que corresponden a donantes de un banco de
sangre, cuyas muestras conforman un archivo de ADNs de individuos controles
perteneciente al Laboratorio de Genética Hematoldgica del IMEX-CONICET/ ANM.
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2. Extraccion de ADN y analisis cuali-cuantitativo del mismo

El ADN genomico es extraido a partir de células nucleadas de MO, obtenidas
mediante puncién y aspiracién de MO (PAMO) de cresta iliaca o esternal, y/o de SP
obtenida por puncién venosa, utilizando acido etilen-tetra acético (EDTA) 0,342 M al
5% v/v como anticoagulante.

2.1. Métodos de extraccion de ADN

2.1.1. Extraccion de ADN con fenol-cloroformo

Las células nucleadas libres del plasma son sometidas a una series de lavados en
buffer de lisis de glébulos rojos (Tris/HCI 10 mM pH 8; NaCl 10 mM; MgCl, 5 mM)
hasta la obtencion de un botén de células nucleadas. El pellet de células nucleadas es
resuspendido en buffer de digestién (Tris/HCI 10 mM pH 8; EDTA 5 mM; dodecil
sulfato de sodio, SDS 0,5 %) con 2 ug/uL de proteinasa K e incubados over-night a
37°C. El ADN es extraido en 1 volumen de fenol (saturado en Tris/HCI 0,1 mM pH 8),
luego en 1 volumen de fenol:cloroformo-alcohol isoamilico (IAC) 24-1 v/v (1:1), y una
extraccion final en 1 volumen de IAC. EI ADN contenido en la fase acuosa es obtenido
por precipitacién en 0,3 mM de NaC,H;O, con 2 volimenes de etanol absoluto. El
ADN es lavado 2 veces en etanol 70% en frio, secado a temperatura ambiente y
resuspendido en un volumen variable (20-500 pL) de buffer TE (Tris/HCI 10 mM pH 8;
EDTA 0,1 mM) obteniéndose una concentracion de 0,1-2,0 pug/uL (Sambrook y col.,
1989). Las muestras de ADN obtenidas son preservadas a 4°C.

2.1.2. Extraccion de ADN a partir de muestras en Trizol

Luego de completar la extraccion de ARN con Trizol (ver Materiales y métodos seccion
4.1), se procede a aislar el ADN inmerso en la interfase y en la fase organica. Antes de
comenzar, se remueve con mucho cuidado la fase acuosa remanente, lo cual es critico
para obtener un ADN de buena calidad. Para la precipitacion del ADN, se agregan 300
ML de etanol absoluto frio, obteniendo un pellet de ADN luego de 5 min. de
centrifugacion a 4000 rpm a 4°C. EI ADN es lavado dos veces agregando 1 mL de una
solucién 0,1 M de citrato de sodio en etanol 10%, y luego de 30 min. a temperatura
ambiente, es centrifugado 5 min. a 4000 rpm a 4°C. Se realiza otro lavado agregando
1 mL de etanol 75%, obteniendo un pellet de ADN luego de 5 min. de centrifugacion a
4000 rpm a 4°C. Finalmente, el ADN obtenido es resuspendido en un volumen
adecuado de una solucién 8 mM de NaOH, y las muestras son preservadas a 4°C.
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2.1.3. Extraccioén/ purificacion de ADN mediante columnas

Para las muestras de MO y/o SP que contengan heparina, debido a que este
anticoagulante inhibe la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR: polymerase chain
reaction), se utilizan columnas comerciales de extraccion/ purificacién de ADN. Los kits
comerciales utilizados son: NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel) y ADN PuriPrep-S
kit (Highway, Inbio), para aislar ADN doble cadena; y ReadyAmp™ Genomic DNA
Purification System (Promega) para aislar ADN simple cadena. En todos los casos, se
procede siguiendo los protocolos de manufactura correspondientes.

2.2. Analisis cuantitativo: determinacion de concentracion y pureza del ADN por
espectrofotometria

Para evaluar la concentracion y pureza del ADN obtenido, una alicuota de las muestras
es diluida 1/100 en agua destilada y analizada en un espectrofotémetro (GeneQuant
pro) en la region del ultravioleta (UV) a 260 y 280 nm. La concentracién en ug/uL de
ADN es estimada teniendo en cuenta que el coeficiente de absorbancia a 260 nm para
el ADN doble cadena es 50 ug/mL por cada unidad de densidad 6ptica (DO). Para
determinar la pureza de la muestra, relativa a proteinas, se evalla la relacién DOqgy/
DO.g0, considerandose éptimo un valor >1,8.

2.3. Andlisis cualitativo: determinacion de la integridad del ADN

La integridad del ADN obtenido se evalia mediante electroforesis en gel de agarosa.
Para ello se toma 1 pyL de ADN, 2 uL de buffer de siembra (glicerol 30% p/v; azul de
bromofenol, ABF 0,025% p/v) y se los lleva a un volumen final de 5 pL. Luego, se
siembra en un gel de agarosa al 1% p/v y bromuro de etidio (BrEt) a 0,25 ug/mL, y se
lo somete a electroforesis en buffer TBE 0,5X (TBE 1X: Tris-HCI 89 mM; acido boérico
89 mM; EDTA 2 mM pH 8,0), con una diferencia de potencial de 2 volts/cm. Una vez
finalizada la electroforesis, el gel se revela observando la fluorescencia producida en
un transiluminador UV.

3. Amplificacion genémica completa

En aquellos casos en los cuales la cantidad de muestra es insuficiente para la
realizacion de todos los ensayos necesarios, se procede a la amplificacion completa
del genoma utilizando el primer degenerado 5-CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG-3'.
Las condiciones estandar de reaccién utilizadas son: 1-40 ng de ADN, 2 uM de primer,
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200 uM de dNTPs, KCI 50 mM, MgCl, 1,5 mM, Tris/HCI 10 mM pH 8,3 y Tag ADN
polimerasa 0,25 U (Promega), en un volumen final de 25 pL. Las condiciones de
ciclado comprenden: una desnaturalizacion inicial de 5 min. a 95°C seguidas de 5
ciclos de 1 min. a 94°C, 90 seg. a 30°C escalando a 72°C en un tiempo de 3 min.
(3,5°C/ 15 seg.) y 3 min. a 72°C, luego se continla con 35 ciclos de 1 min. a 94°C, 1
min. a 58°C y 2 min. a 72°C, incluyendo un incremento de 14 seg. en cada ciclo, y una
extensioén final de 5 min. a 72°C (Grant y col, 2002).

4. Estudio de polimorfismos

El estudio de los polimorfismos en los genes que codifican para las citoquinas TNF,
IFNG, IL6 y TGFBT1 se realiza a partir de ADN genémico mediante la amplificacién por

PCR de un fragmento génico utilizando los primers correspondientes (Tabla 6).

Tabla 6: Secuencia de los primers utilizados para la amplificacién por PCR

Posicion del Tamaiio
Gen Polimorfismo Secuencia de primers (5° — 3’) fragmento del Referencia
amplificado producto
INF -308 G/A Fw: AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT ohr6:31543007+ - ob Wilson y col.,
Rv: TCCTCCCTGCTCCGATTCCG 31543113 1992
Fw A: TTCTTACAACACAAAATCAAATCA .
+874 AT FwT: TTCTTACAACACAAAATCAAATCT chr16%:5658§§§5282— 264 pb Prav;go’é col.
Rv: TCAACAAAGCTGATACTCCA
IFNG
\675 Gaq W GCTGTCATAATAATATTCAGAG ohr12:68552462- 1(2131’ g_b Dufour y col.,
Rv: CGAGCTTTAAAAGATAGTTCC 68552584 131 pb) 2004
Fw G: CCCTAGTTGTGTCTTGCG
IL6 174 G/IC  FwC:CCCTAGTTGTGTCTTGCC o028t 230pb Ca";é ’ 1°°"'
Rv: GAGCTTCTCTTTCGTTCC
Fw: TCCGTGGGATACTGAGACAC
+869C/T  RvC:GCAGCGGTAGCAGCAGCG o0t 240 pb
Rv T: AGCAGCGGTAGCAGCAGCA*
TGFB1 Perrey y col.,
1999
Fw G: GTGCTGACGCCTGGCCG
+915G/C  FwC: GTGCTGACGCCTGGCCC onroaiees" 233 pb
Rv: GGCTCCGGTTCTGCACTC
BB B Fw: TACAATGTATCATGCCTCTTTGCACC  ciritopaesse- ¢ Morariy col.
Rv: TATTTTCCCAAGGTTTGAACTAGCTC 5247217 2002
o B Fw: AAGATGAGTATGCCTGCCGTGTGA ooz 3topy  GonZaezy
Rv: ACCTCTAAGTTGCCAGCCCTCCTA - ' col.,, 2010

Fw: forward, Rv: reverse. * El primer Rv T presenta, hacia su extremo 5’, un nucleétido mas (A) que el
primer Rv C, formando un producto especifico en este caso de 241 pb.
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Las condiciones estandar de reaccién utilizadas son: 200 ng de ADN, concentracién
de primers adecuada (Tabla 7), 100 uM de dNTPs, KClI 50 mM, MgCl, 1,5 mM,
Tris/HCI 10 mM pH 8,3 y Taq ADN polimerasa 0,45 U (Promega), en un volumen final
de 25 uL. Las condiciones estandar de ciclado comprenden: 35 ciclos de 30 seg. a
95°C, 45 seg. a la temperatura de annealing 6ptima de los primers correspondientes
(Tabla 7) y 45 seg. a 72°C, con una desnaturalizacién inicial de 3 min. a 95°C y una
extension final de 5 min. a 72°C. Para los SNPs del gen TGFB1 el ciclado combina dos
temperaturas de annealing (Tabla 7), dividiendo la reacciéon en 10 y 25 ciclos,
manteniendo igualdad en el resto de las condiciones térmicas.

Tabla 7: Concentraciéon y temperatura de annealing de los primers utilizados para la
amplificacién por PCR

Gen Polimorfismo Concentracion de primers T de annealing
TNF -308 G/A 0,4 uM 60°C
Alelo especifica: Control interno HBB:
+874 AIT 57,5°C
IFNG AyTO0,6uM 0,6 uM
+875 CAn 0,4 uM 56°C
Alelo especifica: Control interno HBB:
IL6 -174 G/C 57°C
G 0,45 uMy C 0,35 uM 0,2 uM
+869 C/T Alelo especifica: Control interno HBB:
muestra ADN T0,4uMyC0,5uM 0,7 uM
+869 C/T Alelo especifica: Control interno B2M:
muestra ADNc T0,4uMyC 0,8 uM 0,1 uM
TGFB1 65°C-58°C
+915 G/C Alelo especifica: Control interno HBB:
muestra ADN GyCO0,6uM 0,6 uM
+915 G/C Alelo especifica: Control interno B2M:
muestra ADNc G1,2uMy C 0,6 uM G0,4uMy C 0,8 uM
4.1. Determinacion del SNP -308 G/A (TNF)
4.1.1. PCR-RFLP (PCR-Restriction fragment length polymorphism)
El SNP -308 G/A (notacién legada) del gen TNF (dbSNP ID rs1800629,

NC_000006.12: g.31575254G>A, NM_000594.3: c.-488G>A), ubicado en su region
promotora, se determina mediante PCR-RFLP. Los productos de PCR obtenidos son
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incubados con la enzima de restriccién Ncol (Fermentas, Tecnolab) over-night a 37°C.
El primer forward (Fw) posee la incorporacién de una citosina (C, ver Tabla 6) la cual
genera el sitio de reconocimiento de la enzima Ncol en presencia de la variante -308G,
clivando al producto amplificado en dos fragmentos de 87 pb y 20 pb. Mientras que, en
presencia de la variante -308A la enzima Ncol pierde su sitio de reconocimiento para
el clivaje, manteniéndose el tamarfio del producto amplificado original de 107 pb. Los
productos obtenidos en la digestion se resuelven en un gel de poliacrilamida 29:1
(acrilamida: bis acrilamida) al 12% v/v 50 min. a 200 V, el cual es revelado mediante
tincién con nitrato de plata (Wilson y col., 1992).

4.1.2. Protocolo de tincion con nitrato de plata

Los vidrios son desmontados y el gel es incubado durante 10 min. en 200 mL de la
solucién fijadora (etanol 10%; acido acético 0,5%). Luego de descartar la solucién
inicial, el gel es sumergido en 200 mL de AgNQO; 0,2% p/v durante 20 min. Se realizan
2 lavados cortos con agua bidestilada y se agregan 200 mL de la solucién reveladora
(NaOH 1,5%; formaldehido 0,275%), agitando suavemente hasta visualizar las sefales
de interés. El revelado es detenido mediante el agregado de agua bidestilada (Mathew
y col., 1991). Los geles son fotografiados para documentar los resultados y analizados
utilizando el sistema informatico GelPro® Imager Kit 3.1 (Media Cybernetics, Syrex).

4.2. Determinacion de los SNPs +874 A/T (IFNG), -174 G/C (IL6) y, +869 C/T y +915
G/C (TGFB1)

4.2.1. PCR-alelo especifica

Los SNPs +874 A/T (notacion legada) del gen IFNG (dbSNP ID rs2430561,
NC_000012.12: 9.68158742T>A, NM_000619.2: ¢.115-483A>T), -174 G/C (notacion
legada) del gen /L6 (doSNP ID rs1800795, NC_000007.14: g.22727026C>G,
NM_000600.3: ¢.-237C>QG) y, +869 C/T (notacion legada) (doSNP ID rs1800470,
NC_000019.9: 9.41858921G>A, NM_000660.5: c.29C>T) y +915 G/C (notacion
legada) (doSNP ID rs1800471, NC_000019.10: 9.41352971C>G, NM_000660.5:
¢.74G>C) del gen TGFB1, se determinan mediante PCR-alelo especifica. La reaccién
de PCR se realiza en multiplex con el gen control interno de amplificacién Beta
Globina (HBB) (Tablas 6 y 7). Para el estudio de los SNPs de TGFB1, dado que se
localizan en el primer ex6n del gen, en algunos casos se determinan a partir de
muestras de ADN copia (ADNc) utilizando como gen control interno de amplificacion
Beta 2 Microglobulina (B2M) (Tablas 6 y 7). Los productos amplificados son sometidos
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a una electroforesis en gel de agarosa. Para ello se toman 5 L del producto de PCR y
se siembran en un gel de agarosa al 2% p/v y BrEt a 0,25 pg/mL, y se lo somete a
electroforesis en buffer TBE 0,5X (TBE 1X: Tris/HCI 89 mM; acido bérico 89 mM;
EDTA 2 mM pH 8,0), con una diferencia de potencial de 2 volts/cm. Una vez finalizada
la electroforesis, el gel se revela observando la fluorescencia producida en un
transiluminador UV.

4.3. Determinacion del polimorfismo de repeticion +875 CAn (IFNG)

El polimorfismo de repeticion +875 CAn (notacién legada) del gen IFNG (dbSNP 1D
rs587776821), también conocido como 1349 (CA)n, se determina mediante la
amplificacién por PCR de un fragmento génico que contiene la region microsatélite.
Los productos amplificados son resueltos en un gel de poliacrilamida 19:1
(acrilamida:bis acrilamida) al 12% v/v. Para ello se siembran en el gel 3 pL del
producto de PCR vy se realiza la corrida electroforética durante 5 hs. a 250 V. Una vez
finalizada la electroforesis, los patrones obtenidos se visualizan revelando el gel
mediante tinciéon argéntica (Dufour y col., 2004) (ver Materiales y métodos seccién
4.1.2).

4.4, Secuenciacion de ADN

Los diferentes patrones obtenidos en el andlisis de cada polimorfismo se confirman por
secuenciacion automatica. Los respectivos productos de PCR se purifican a través de
las columnas GFX PCR DNA y Gel Band Purification Kit (Amersham Biosciences).
Luego, se evalla su concentracién en un gel de agarosa al 2% p/v y BrEt a 0,25
pg/mL, sometiéndolo a electroforesis en buffer TBE 0,5X (TBE 1X: Tris/HCI 89 mM,;
acido bérico 89 mM; EDTA 2 mM pH 8,0), con una diferencia de potencial de 2
volts/em. Una vez finalizada la electroforesis, el gel se revela observando la
fluorescencia producida en un transiluminador UV. El protocolo consiste en la sintesis
de ADN in vitro por una ADN polimerasa usando el templado simple cadena y el primer
de interés. La sintesis finaliza por la incorporacion de un analogo nucleotidico
(dideoxinucledétido, ddNTP) que no permite continuar la polimerizacion (Sanger y col.,
1977). La secuenciacién automatica se realiza en el Servicio de Secuenciacion de
ADN en la FCEyN (UBA).
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5. Extraccion de ARN y analisis cuali-cuantitativo del mismo

El ARN total es extraido a partir de células nucleadas de MO, obtenidas mediante
PAMO de cresta iliaca o esternal, y/o de SP obtenida por puncién venosa, utilizando
EDTA 0,342 M al 5% v/v como anticoagulante.

5.1. Método de extraccion de ARN con Trizol

Las células nucleadas libres del plasma son sometidas a una series de lavados en
buffer de lisis de glébulos rojos (Tris/HCI 10 mM pH 8; NaCl 10 Mm; MgCl, 5 mM)
hasta la obtencién de un botén de células nucleadas. El pellet de glébulos blancos
obtenido es sometido al tratamiento con Trizol (/Invitrogen, Life Technologies),
agregando 1 mL del reactivo, y la muestra es preservada a -20°C. En el momento de
la extraccion, se agregan 200 L de cloroformo, se agita vigorosamente y se recupera
la fase acuosa superior luego de 15 min. de centrifugacién a 13000 rpm a 4°C. Para la
precipitacién del ARN, se agrega 500 pL de isopropanol frio, obteniendo un pellet de
ARN luego de 10 min. de centrifugacién a 13000 rpm a 4°C. Se realiza un lavado en
etanol 75%, seguido de 5 min. de centrifugacién a 7000 rpm a 4°C. El pellet obtenido
es resuspendido en un volumen adecuado de agua ultrapura tratada con dietil
pirocarbonato (DEPC) al 0,1% o agua libre de nucleasas, para evitar la degradacién
del ARN. Las muestras de ARN obtenidas son preservadas a -20°C o -70°C.

5.2. Analisis cuantitativo: determinacién de concentracion y pureza del ARN por
espectrofotometria

Para evaluar la concentracion y pureza del ARN obtenido, una alicuota de las muestras
es diluida 1/40 en agua con DEPC o libre de nucleasas y analizada en un
espectrofotémetro (GeneQuant pro) en la regiéon del UV a 230, 260 y 280 nm. La
concentraciéon en ug/uL de ARN es estimada teniendo en cuenta que el coeficiente de
absorbancia a 260 nm para el ARN es 40 pg/mL por cada unidad de DO. Para
determinar la pureza de la muestra se evallan las relaciones DOygy/ DOgg ¥ DOogo/
DO23, considerandose éptimo un valor 21,9 y 1, respectivamente (DO.g/ DOogy <1,9 €5
indicativo de contaminacion con proteinas y DO,s/ DO.sy <1 es indicativo de

contaminacion con solventes orgénicos).
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5.3. Analisis cualitativo: determinacion de la integridad del ARN

El nivel de degradacion del ARN obtenido se evalia mediante electroforesis en gel de
agarosa. Para ello se toma 1 pL de ARN, 2 uL de buffer de siembra (glicerol 30% p/v;
ABF 0,025% p/v) y se los lleva a un volumen final de 5 pL. Luego, se siembra en un
gel de agarosa al 1% p/v y BrEt a 0,25 pg/mL, y se lo somete a electroforesis en buffer
TBE 0,5X (TBE 1X: Tris-HCI 89 mM; acido bérico 89 mM; EDTA 2 mM pH 8,0), con
una diferencia de potencial de 2 volts/cm. Una vez finalizada la electroforesis, el gel se
revela observando la fluorescencia producida en un transiluminador UV. En un ARN
integro, la relacién entre las bandas ribosomales 28S/ 18S, que se observan en el gel
como bandas discretas, es cercana a 2.

6. Analisis de expresion génica

El nivel de expresion de los genes que codifican para las citoquinas TNF, IFNG, IL6y
TGFB1, y para los factores de transcripcion TBX21 (notacion legada: TBET), GATAS,
RORC (notacion legada: RORyt) y FOXP3 se realiza a partir de muestras de ARN total
mediante la cuantificacién por PCR en tiempo real. La cuantificacién es relativa al gen
control endégeno de amplificacién Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH).
Para llevar a cabo los estudios de expresion génica se utiliza un termociclador Rotor-
Gene 6000 (Qiagen), con el sistema Mezcla Real (Biodynamics) o el sistema SYBR
Selected Master Mix (Applied Biosystem). Ambos sistemas de cuantificacion se basan
en la presencia de un colorante (Eva Green o SYBR Green, respectivamente) que
libera fluorescencia a 530 nm cuando se intercala en un producto doble cadena del
acido nucleico formado.

6.1. Reaccion de retro-transcripcion (RT-PCR)

Para la sintesis del ADNc, la reaccion incluye una desnaturalizacién inicial a 65°C
durante 5 min., cuya mezcla de reacciéon contiene: 2 ug de ARN y 25 pmoles de
random primers (Invitrogen, Life Technologies), en un volumen final de 11 pL. Luego
de una incubacién de 5 min. en frio, se agrega la siguiente mezcla de reaccién: enzima
transcriptasa reversa M-MLV 10 U (Promega), dNTPs 750 uM y el buffer de reaccién
comercial 5X, en un volumen final de 20 L, incubando 1 hora a 37°C y 10 min. a 70°C
para inactivar la enzima. Las muestras de ADNc obtenidas son preservadas a -20°C o
-70°C.
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6.2. PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR)

La expresién de los genes TNF, IFNG, IL6 y TGFB1 se evalia mediante gPCR
utiizando el sistema Mezcla Real (Biodynamics). Las condiciones de ciclado
comprenden: 45 ciclos de 10 seg. a 95°C y 60 seg. a 60°C, precedidos por una
desnaturalizacion inicial de 5 min. a 95°C y otra de 2 min. a 50°C. Las condiciones de
reaccién son: 2,5 uL de ADNc, 2X Mezcla Real (Biodynamics) y 0,175 uM de cada uno
de los primers correspondientes (Tabla 8), en un volumen final de 20 pL.

Tabla 8: Secuencia de los primers utilizados para la amplificacion por gPCR

i i Secuencia de ARNm  Tamaiio del .
Gen Secuencia de los primers (5 — 3’) . Referencia
de referencia producto

Fw: TGACCCACGGCTCCACCCTC Disefiados para

TNF NM_000594 280 pb i
Rv: GATGATCTGACTGCCTGGGCCAG este trabajo
Fw: GACCAGAGCATCCAAAAGAGTG Disefiados para
IFNG NM_000619 263 pb ,
Rv: TGCAGGCAGGACAACCATTA este trabajo
Fw: AATCATCACTGGTCTTTTGGAG Disefiados para
IL6 NM_000600 177 pb ,
Rv: GCATTTGTGGTTGGGTCA este trabajo
Fw: GGGTGGCCGGGGAGAGTG Disefiados para
TGFB1 NM_000660 297 pb ,
Rv: GCCGGTTGCTGAGGTATCG este trabajo
Fw: TACCCGGGGCCGCGTGAGGACTA Disefiados para
TBET NM_013351 318 pb i
Rv: CGGGTGGACGTACAGGCGGTTTC este trabajo
Fw: TGTGTGAACTGTGGGGCAACCTCG Disefiados para
GATA3 NM_002051 315 pb ,
Rv: TTTTCGGTTTCTGGTCTGGATGCC este trabajo

Fw: CACCCTATGCCTCCCTGACA
RORyt NM_005060 162 pb _
Rv: TCTCCCACATGGACTTCCTCT este trabajo

Disefiados para

Fw: GTGGCATCATCCGACAAGG
FOXP3 NM_014009 166 pb Jiaycol., 2010
Rv: TGTGGAGGAACTCTGGGAAT

Fw: GAAGGTGAAGGTCGGAGTC
GAPDH NM_002046 226 pb Hu'y col., 2004
Rv: GAAGATGGTGATGGGATTTC

Fw: forward, Rv: reverse.
Para el andlisis de la expresién génica de TBET, GATA3, RORyt y FOXP3 mediante
gPCR se utiliza el sistema SYBR Selected Master Mix (Applied Biosystem). Las

condiciones de ciclado incluyen: 45 ciclos de 10 seg. a 95°C y 60 seg. a 60°C,
precedidos por una desnaturalizacion inicial de 2 min. a 50°C y otra de 2 min. a 95°C.
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Las condiciones de reaccion son: 2,5 uL de ADNc, 2X SYBR Selected Master Mix
(Applied Biosystem) y 0,175 uM de cada uno de los primers correspondientes (Tabla
8), en un volumen final de 20 pL.

El gen de control enddégeno de amplificacion o gen housekeeping GAPDH (Tabla 8)
presenta en todas las muestras del estudio un nivel uniforme de expresiéon. Con lo
cual, este gen de expresion constitutiva se emplea como referencia activa para
normalizar, ya que permite eliminar los errores en el input de ARN y las variaciones en

la eficiencia de la reaccion de RT-PCR.

Los primers utilizados, tanto los disefados para este trabajo como los citados por otros
autores, amplifican mas de un exén y/o su sitio blanco involucra a dos exones
consecutivos. De esta manera se evita la amplificacion de ADN gendmico, debido a
una posible contaminacion de la muestra de ARN con este otro acido nucleico.

La cuantificacién relativa de cada gen en estudio o gen farget se calcula mediante el
método comparativo 22", donde ACt= Ct gen target - Ct gen housekeeping.

6.2.1. Validacion del método comparativo 22

La aplicacién del método comparativo 22 para la cuantificacion relativa de la
expresiéon génica mediante gPCR requiere el cumplimiento de ciertos supuestos. Para
que los resultados obtenidos por esta metodologia sean validos es necesario verificar:
1) que la eficiencia de la reacciéon de qPCR sea cercana al valor éptimo y 2) que la
eficiencia de amplificacion del gen target y del gen housekeeping sean iguales (Livak y
Schmittgen, 2001; Schmittgen y Livak, 2008).

6.2.1.1. Determinacion de la eficiencia de la reacciéon de qPCR

La realizaciéon de una curva estandar permite calcular la eficiencia de la reaccion de
amplificacién, la cual resulta especifica del par de primers y de las condiciones
utilizadas. Inicialmente y a fin de lograr curvas que permitan la cuantificacion relativa
en un rango dinamico adecuado, se evalu6 la expresién de cada gen target mediante
gPCR en diferentes condiciones de cultivo de una muestra de SP: a distintos tiempos
(2, 4, 6 y 8 hs.) de estimulacién con el agregado de lipopolisacarido (LPS) (10 ug
LPS/mL de cultivo) y sin estimulacién. Para la construccioén de la curva estandar, se
opté por trabajar con el ADNc del cultivo que presentd el menor valor de Ct (threshold
cycle) para cada gen. A partir de esta muestra, se realizan diluciones seriadas 1/5 del
ADNc y se amplifica cada punto de la curva por duplicado. Luego, se grafican los
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valores de Gt versus el logaritmo de la concentracion (dilucién del ADNc) y se
determina el valor de la pendiente de la recta resultante.

La eficiencia de amplificacién se calcula a partir de la ecuacién E= 10 “Pedene E| yalor
de la pendiente tetrica debe ser igual a -3,32 si la eficiencia de amplificacion es del
100% (E= 2). Los valores para las pendiente que se encuentran dentro del rango -3,10
a -3,58 y las eficiencias 2 £ 5% (1,9-2,1) son considerados valores aceptables para la
aplicacién de esta metodologia (Livak y Schmittgen, 2001; Schmittgen y Livak, 2008).
Debido a que el software utilizado por el equipo Rotor-Gene 6000 (Qiagen) considera

E= 1 la eficiencia maxima, en este caso se aceptaron valores 1 £ 10% (0,9-1,1).

6.2.1.2. Determinacion de la igualdad en las eficiencias de amplificacion

Para testear, por un método sensible, si dos amplicones, en este caso el gen target y
el gen housekeeping, presentan la misma eficiencia en la reaccién de qPCR se analiza
cémo varian los ACt en cada una de las diluciones de sus curvas estandar. De esta
manera, se calcula el ACt para cada punto de dilucion y se realiza una regresion lineal,
donde la pendiente obtenida no debe ser estadisticamente diferente a cero. Este
resultado indica que las eficiencias de amplificacion del gen target y del gen
housekeeping no difieren significativamente y, por lo tanto, es valido aplicar el método
comparativo 24°

2001; Schmittgen y Livak, 2008).

para la cuantificacién relativa del gen de interés (Livak y Schmittgen,

7. Herramientas bioinformaticas

La notacion de exones, promotores, sitios blancos de primers y los alineamientos de
secuencia, entre otros, se realizan usando los programas SeqBuilder, EditSeq,
MapDraw y MegAlign (LaserGene, DNA Star). El disefio de primers se efectla
mediante el uso del algoritmo BLAST (basic local alignment search tool), al cual se
accede por medio del link http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/, 0 mediante la
aplicaciéon PrimerSelect (LaserGene, DNA Star). Los resultados de la secuenciacion se
analizan utilizando el programa Mutation Surveyor (SoftGenetics). El analisis de
posibles ESEs (Exonic Splicing Enhancers) se realiza utilizando los programas ESE-
Finder o GeneSplicer. Para todas las reacciones de PCRs se testearon en UCSC
Genome Bioinformatics Site las correspondientes PCRs in silico. Las propiedades de
los primers utilizados, principalmente para los estudios de expresién génica, se
evallan mediante el software IDT OligoAnalyzer 3.1 disponible en el link

https://www.idtdna.com/calc/analyzer, verificando la posibilidad de formacion de
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estructuras de hairpin, homodimeros y heterodimeros. La aplicacién uMelt®™, a la cual
se accede por medio del link: https://www.dna.utah.edu/umelt/umelt.html, se utiliza
para predecir las curvas de melting de los productos de las gPCR.

8. Expresion plasmatica de citoquinas

Los niveles plasmaticos de las citoquinas TNF-a, IFN-y e IL-6 se determinan mediante
un test de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) utilizando el kit BD Opt EIA
(BD Biosciences). El ensayo se realiza en placas de micro-titulacion recubiertas con
anticuerpos donde son anadidas las muestras. Luego, se agrega el segundo
anticuerpo detector, especifico para la citoquina a determinar, el cual estd marcado
con biotina. Se afade un polimero de estreptavidina conjugado con una enzima v,
finalmente, se introduce un substrato cromogénico cuyo producto multicolor se
determina por espectrofotometria. En colaboracion con la Dra. Gabriela Salamone y la
Lic. Soledad Gori, Laboratorio de Células Presentadoras de Antigenos e Inflamacion,
IMEX-CONICET/ ANM).

9. Estudios citogenéticos

Las muestras de MO (0,5-1 mL) se extraen mediante puncién de cresta iliaca o
esternal utilizando heparina como anticoagulante. Los resultados citogenéticos se
obtienen mediante cultivos de MO de corto término (24-48 hs.) en medio de cultivo
RPMI 1640, F-10 o F-12 suplementado con 15% de suero fetal bovino, sin
estimulacion mitogénica. Luego de 24-48 hs. de cultivo, se adiciona colchicina 0,1
mg/mL y se deja actuar 60 min. Se centrifuga 10 min. a 150 g, se descarta el
sobrenadante y se agregan 10 mL de solucién hipoténica KCI 0,075 M, durante 30
min. a 37°C. Se centrifuga 10 min. a 150 g, se descarta el sobrenadante y se procede
a la fijacién en alcohol metilico:acido acético (3:1). Una vez finalizado el procesamiento
de la muestra, el material se extiende en portaobjetos y se procede con la
identificacion cromosoémica, la cual se realiza mediante las técnicas de Bandeo G
(citogenética convencional) e hibridizacion in situ con sondas fluorescentes (FISH:
fluorescent in situ hybridization). El analisis se realiza al microscopio éptico (Bandeo
G) o de fluorescencia (FISH). El cariotipo se designa acorde al International System for
Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN) (Shaffer y col., 2013).
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9.1. Bandeo G

Los extendidos citogenéticos son incubados a 37°C en una solucion de tripsina al 1%
p/v en NaCl 9% y Na,HPO, 0,11 N en partes iguales, durante un tiempo tentativo entre
10 seg. y 2 min., dependiendo del envejecimiento del material. Luego, son coloreados
con solucion Giemsa al 8% v/v en buffer fosfato (KH,PO, 0,06 M; Na,HPO, 0,06 M) pH
6,8-7 y, por ultimo, se procede a la observacion al microscopio 6ptico (Seabright y col.,
1971). Se analizan 20 metafases (como minimo 11), dependiendo del indice mitético
del cultivo.

9.2. Bandeo DAPI

Los extendidos citogenéticos son coloreados con 4',6-diamidino-2-fenilindol
diclorhidrato (DAPI) y luego analizados al microscopio de fluorescencia.

9.3. FISH

Con el fin de detectar alteraciones cromosémicas numéricas, anomalias estructurales,
pérdida de genes o zonas especificas, son empleadas sondas: 1) centroméricas, que
corresponden al ADN a-satélite del centromero de cada cromosoma, 2) del total del
cromosoma (WCP: whole chromosome painting o pintado cromosémico completo), que
contienen secuencias homologas unicas del ADN de cada cromosoma, y 3) secuencia o
gen especificas, que permiten detectar una regiéon o gen en particular. La lectura puede
hacerse en nucleos interfasicos o en células en metafase, dependiendo de la sonda
utilizada. Cada sonda, de acuerdo a su manufactura, posee variaciones en cuanto a los

procedimientos técnicos a realizar.

Brevemente, primero se procede con la preparacion del material a estudiar delimitando
las areas a hibridar con lapiz de diamante y se desnaturaliza el extendido durante 4 min.
a 72-74°C en formamida 70%/ SSC 2X (SSC 1X: 0,150 M NaCl; 0,015 M citrato de
sodio). Posteriormente, se lava el preparado durante 1 min. en alcoholes en
concentracion creciente (etanol 70%, 85% y 100%) y se deja secar. La sonda a utilizar se
diluye en el buffer comercial, segun especificaciones, luego, se desnaturaliza durante 5
min. a 72°C y se coloca en hielo. Una vez desnaturalizados, tanto el material a analizar
como la sonda, se procede con la hibridacion entre ambos a 37°C en camara humeda
durante 12-14 hs. Por Ultimo, se procede con los lavados a 45°C: 3 veces con formamida
50%/ SSC 2X durante 10 min., en SSC 2X el mismo tiempo y, finalmente, en SSC 2X/
NP-40 0,1% durante 5 min. a temperatura ambiente. Una vez finalizado el procedimiento
se deja secar, se tifie con 20 L del colorante de elecciéon, DAPI o ioduro de propidio, se
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coloca un cubre-objeto y se observa al microscopio de fluorescencia con el filtro
correspondiente, analizando 300-500 células.

9.4. Test clastogénico in vitro de sensibilidad al DEB

Las muestras de SP se extraen mediante puncién venosa utilizando heparina como
anticoagulante. Un mL de SP se siembra en medio de cultivo RPMI 1640
suplementado con 15% de suero fetal bovino, utilizando fitohemaglutinina como
agente mitogénico. Luego de 24 hs. de cultivo a 37°C, se agrega 0,1 ug/mL de DEB, a
las 48 hs. posteriores se adiciona colchicina 0,1 mg/mL y se continua el proceso
descripto anteriormente para el cultivo de muestras de MO. Una vez realizados los
extendidos, se colorean con Giemsa al 8% v/v en buffer fosfato (KH,PO, 0,06 M;
Na,HPO, 0,06 M) pH 6,8-7 y, por ultimo, se procede a la observaciéon al microscopio
optico (Auerbach y col.,, 1981). Se analizan 100 metafases por paciente a fin de
evaluar la sensibilidad al DEB mediante el recuento de aberraciones cromosémicas y
de tipo cromatide siguiendo la clasificacion propuesta por el ISCN (Shaffer y col.,
2013). El punto de corte histérico del Laboratorio de Genética Hematoldgica, IMEX-
CONICET/ANM, es de 8 + 6 roturas/ 100 células evaluadas. En la Figura 7 se
muestran diferentes ejemplos de aberraciones observadas en un paciente con Anemia
de Fanconi que presenta sensibilidad al DEB.

, l Figura 7: Metafase de un

-
(A) \Y L o) paciente que presenta

sensibilidad al DEB

qb\ i ( Las flechas indican algunas de
b ) las aberraciones citogenéticas

J’ N . § e mas caracteristicas observadas
- , mediante tincibn con Giemsa:

y ] Ei . ‘{A} roturas  cromosdmicas  tipo

cromatide (A) y figuras de
Lf ‘{q intercambio: cuadrirradiales (B) y
® complejas (C).
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9.5. Herramientas informaticas utilizadas para el analisis citogenético

El analisis microscépico, luego de aplicar la técnica de FISH y de bandeo DAPI, se
realiza utilizando un microscopio de fluorescencia (Olympus BX-63). Las imagenes
obtenidas se analizan utilizando los sistemas Smart Capture sofware (Vysis) o
Cytovision System Quotation (Applied Imaging). Asimismo, estos sistemas también
son utilizados para analizar las imagenes provenientes luego de aplicar la técnica de

citogenética convencional de bandeo cromosémico.

10. Analisis estadistico

Los datos se analizan utilizando los programas estadisticos InfoStat version 2008
(Grupo InfoStat, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina) y SPSS versién 17.00
(SPSS, Chicago, EE.UU.). La estadistica descriptiva se presenta como: 1) frecuencias
absolutas y frecuencias relativas como porcentajes, para los datos cualitativos y 2)
media + desvio estandar (DE) y/o mediana y rango, para los datos cuantitativos.

Los diferentes analisis estadisticos de los datos incluyen: 1) test exacto de Fisher o
test Chi-cuadrado: para el analisis de frecuencias genotipicas y alélicas, de otras
variables categoéricas y de diferentes tablas de contingencia planteadas, calculando el
Odds ratio (OR) asociado en los casos que corresponda; 2) test de t, test de Mann-
Whitney, ANOVA o test de Kruskal-Wallis: para el estudio de variables continuas
(parametros clinicos, niveles de expresion, otros), dependiendo de las caracteristicas
de la variable a analizar (cumplimiento o no de normalidad y homocedasticidad) y del
nimero de grupos a comparar; 3) coeficiente de correlacion de Spearman: para el
andlisis de asociacion entre variables; 4) método segun Kaplan-Meier y test de Log-
Rank: para la comparacién de curvas de sobrevida (Kaplan y Meier, 1958); y 5)
andlisis multivariados: analisis de correspondencia simple y mudltiple (Greenacre,

1984). Los valores de p <0,05 se consideran estadisticamente significativos.

El desequilibrio de ligamiento (valor D) entre el SNP +874 A/T (rs2430561) y el
polimorfismo de repeticion +875 CAn (rs587776821) del gen IFNG se calcula de
acuerdo a Maynard (Maynard, 1998) utilizando la férmula D’= (pap X Pag - Pas X Pab) /
(Pab X PaB + Pas X Pap). El parametro D’ puede variar de -1 a 1 indicando maximo
desequilibrio en los extremos; mientras que, D’= 0 indica un equilibrio perfecto.
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Resultados — Capitulo 1: Estudio de
polimorfismos
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1. Poblaciones estudiadas y caracterizacion citogenética de la AA

1.1. Pacientes y controles

Se analizé un total de 332 muestras de ADN, de las cuales 69 corresponden a
pacientes con AA, 132 a pacientes con SMD y 131 a individuos controles. Las
muestras de los pacientes, provenientes de diferentes instituciones argentinas de
salud, se analizaron al momento del diagnéstico y/o durante el seguimiento.

Los pacientes con AA fueron diagnosticados y clasificados en cuanto a la severidad de
la enfermedad acorde a los criterios definidos por Camitta y col. (Camitta y col., 1975),
el International Agranulocytosis and Aplastic Anemia Study group (IAAAS, 1987) y
Bacigalupo y col. (Bacigalupo y col., 1988) (ver Introduccién seccion 4). Las
caracteristicas clinicas al diagnostico de la poblacién de pacientes con AA se detallan
en la Tabla 9. Ademas, también se especifica el tratamiento inicial que recibieron los
pacientes y la respuesta a la TIS, la cual fue evaluada a 6 meses de haber comenzado
el tratamiento combinado de GAT y CsA (Tabla 9), de acuerdo a los criterios de
respuesta anteriormente definidos (ver Introduccion seccion 5.1).

Los pacientes con SMD de novo fueron diagnosticados y clasificados segun la OMS
(Lee Harris y col., 1999; Jaffe y col., 2001 Vardiman y col., 2009) (ver Introduccion
seccion 8.1). Las caracteristicas clinicas al diagnostico de la poblacién de pacientes
estudiados con SMD; asi como también, la sobrevida y progresién a LMA, se detallan
en la Tabla 10.

El grupo de individuos controles presentd una edad media de 41 afios (= DE: 14) con
una mediana de 38 afos (rango: 10-76). La relacion de géneros masculino/femenino
fue de 75/48:1,6 (8 no determinados).
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Tabla 9: Caracteristicas clinicas de la poblacién de pacientes con AA

Caracteristicas
Edad (afos)
Media + DE 23+18
Mediana (rango) 16 (2-74)
Relacion de géneros
Masculino/femenino 34/35: 1,0
Nivel de Hb (g/dL)
Media + DE 72+2A1
Mediana (rango) 7,3 (3,0-11,5)

Recuento de Pq (/uL)
Media + DE
Mediana (rango)

17314 + 16567
11300 (1000-68000)

Recuento de N (/pL)
Media + DE
Mediana (rango)

672 + 571
503 (0-2340)

Reticulocitos (%)

Media + DE 0,6+0,6
Mediana (rango) 0,5 (0,0-2,8)
Clasificacion de acuerdo a la severidad de la enfermedad, n (%)
AA muy severa 14 (20)
AA severa 41 (60)
AA moderada 9(13)
n.d. 5(7)
Tratamiento inicial, n (%)
TCPH con donante relacionado 8 (12)
TIS (5 pacientes recibieron un TCPH al no responder a las TIS) 49 (71)
Otros tratamientos (oximetolona, G-CSF) 8 (11)
n.d. 4 (6)
Evaluacion de respuesta a la TIS (GAT y CsA) n=38
Respuesta global (RC o RP), n (%)
Si 26 (68)
No 12 (32)

DE: desvio estandar; Hb: hemoglobina; Pq: plaguetas; N: neutréfilos; n.d.: no determinado; TCPH:
trasplante de células progenitoras hematopoyéticas; TIS: terapia inmunosupresora; G-CSF: factor
estimulante de colonias de granulocitos (granulocyte colony-stimulating factor); GAT: globulina anti-
timocitica; CsA: Ciclosporina; RC: respuesta completa; RP: respuesta parcial.
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Tabla 10: Caracteristicas clinicas de la poblacién de pacientes con SMD

Caracteristicas
Edad (afos)
Media + DE 62 + 16
Mediana (rango) 64 (14-89)
Relacion de Sexos
Masculino/femenino 71/61:1,2
Nivel de Hb (g/dL)
Media + DE 94+23
Mediana (rango) 9,4 (4,4-14,8)

Recuento de Pq (/uL)
Media + DE
Mediana (rango)

163587 + 133730
130000 (5000-650000)

Recuento de N (/pL)
Media + DE
Mediana (rango)

2095 + 1655
1728 (117-10200)

Blastos en MO (%)

Media + DE 3,8+5,2

Mediana (rango) 1,0 (0,0-17,5)
Clasificacion de acuerdo a la OMS, n (%)

CRDU 21 (16)

ARSA 4(3)

Sindrome 5g- 5(4)

CRDM/ -AS 46 (35)/-9 (7)

CR s.d. 7 (5)

AREB-1 14 (10)

AREB-2 26 (20)
Cariotipo, n (%)

Normal 66 (50)/ (53)*

Alterado 58 (44)/ (47)*

n.e. 8 (6)

Seguimiento (meses)
Mediana (rango)

26,4 (1,1-174,6)

Sobrevida
Mediana, meses 55,5
Obitos, n (%) 69 (52)
Evolucion a LMA
Sobrevida libre (25%), meses 26,1
Eventos, n (%) 34 (26)

DE: desvio estandar; Hb: hemoglobina; Pq: plaquetas; N: neutréfilos; CRDU: citopenia refractaria con
displasia unilinaje; ARSA: anemia refractaria con siderablastos en anillo; CRDM: CR con displasia
multilinaje; CR s.d.: CR sin dato de displasia; AREB-1 y -2: AR con exceso de blastos tipo 1y 2; n.e.: no
evaluable; LMA: Leucemia Mieloide Aguda. * Porcentajes excluyendo los cariotipos n.e.
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1.2. Estudios citogenéticos en AA

1.2.1. Cariotipos obtenidos

A fin de investigar las alteraciones citogenéticas clonales cuyos hallazgos contribuyen
al diagnoéstico diferencial entre AA y SMD, se analizaron 50 muestras de MO de
pacientes con AA al momento del diagnéstico, mediante técnicas de citogenética
convencional. Los 19 pacientes restantes no poseen datos de la realizacion del estudio
citogenético en MO en su historia clinica al momento del diagnoéstico.

De las 50 muestras cultivadas, 8 (16%) no mostraron células en division. El resultado
citogenético fue informativo en 42 pacientes, los cuales presentaron cariotipo normal al
diagnostico. Sin embargo, 3 pacientes con diagnostico presuntivo de AA presentaron
un cariotipo alterado al diagnéstico, los cuales fueron reclasificados como SMD. Los
cariotipos alterados fueron: 46, XX, del(13)(q12q14) [3]/ 46, XX [9]; 46, XY, -6, +M [2]/
46, XY [11] y 46, XY, del(6q) [3]/ 46, XY [9]; los cuales involucran una delecién del
brazo largo del cromosoma 13, una monosomia del cromosoma 6 mas la presencia de
un cromosoma marcador y una deleciébn del brazo largo del cromosoma 6,
respectivamente. Ademas, 3 pacientes con AA adquirieron una alteracién citogenética
luego de 5 afos de su diagnéstico. Los cariotipos alterados fueron: 47, XX, +8 [5]/ 46,
XX [4]; 46, XY, del(20)(q11.2)[8)/ 46, XY[12] y 46, XX, der(2)t(1;2;7)(923;936;7),
add(7p), del(8)(g21), der(9)add(9)(g34) [c.p.12]; los cuales involucraron una trisomia
del cromosoma 8, una delecién del brazo largo del cromosoma 20 y un cariotipo

complejo, respectivamente.

1.2.2. Estudios citomoleculares

El resultado citogenético no informativo debido a la ausencia de células en division,
como posible consecuencia de la falla medular que presentan los pacientes con AA, es
una de las limitaciones de la técnica de citogenética convencional. Con lo cual, se
aplicé la técnica de citogenética molecular FISH para determinar alteraciones en
células en interfase, en aquellos pacientes que no presentaron material apto para el
establecimiento del cariotipo al diagndstico.

Se realizé la busqueda de las aneuploidias mas frecuentes descriptas en AA, trisomia
del cromosoma 8 y mosomia del 7, en 6 pacientes cuyo estudio citogenético
convencional al diagndstico habia resultado no evaluable. Se siguieron los protocolos
establecidos utilizando las sondas centroméricas CEP7 (7p11.1-q11.1 Alpha Satellite
DNA, spectrum green; Vysis, Abbot Molecular Diagnosis) y CEP8 (8p11.1-q11.1 Alpha
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Satellite DNA, spectrum orange; Vysis, Abbot Molecular Diagnosis), analizandose en
cada caso 300 nucleos interfasicos (Figura 8). Se estudiaron 3 controles normales a fin
de establecer los puntos de corte (media + 3xDE) para las sondas centroméricas de
los cromosomas 7 y 8, los cuales se establecieron en 7,4% (4,4% + 3x1,0) y 3,5%
(2,3% + 3x0,4), respectivamente. Ademas, se analizé un control con cariotipo 46, XY, -
7, +21 [12]/ 46, XY [3], para el cual se obtuvo un 73% de células con monosomia 7; y
otro control con cariotipo 47, XX, +8 [8]/ 46, XX [12], en donde las células con trisomia
8 alcanzaron un 34%.

Ninguno de los 6 pacientes con cariotipo no evaluable analizados presentaron

aneuploidias para los cromosomas estudiados mediante esta técnica.

Figura 8: Deteccion de las aneuploidias mas frecuentes descriptas en AA: trisomia del

cromosoma 8 y mosomia del 7

Busqueda de aneuploidias
méas frecuentes mediante la
técnica de FISH: (A) Nucleos
en interfase utilizando la sonda
centromérica del cromosoma 7
(CEP7;  spectrum  Green,
verde) en la cual se la observa
monosomia del cromosoma 7
detectada en el caso control.
(B) Metafase (parcial) disdbmica
para el cromosoma 7
utilizando la sonda CEP7; (C)
Nucleos en interfase utilizando
la sonda CEP8 (spectrum
Orange, rojo) en la cual se la
observa trisomia del
cromosoma 8 detectada en el
caso control, (D) Ndcleo en
interfase co-hibridado con las
sondas CEP7 y CEPS, en la
cual se la observa dismomia
del cromosoma 7 y trisomia
del cromosoma 8 detectada en
el caso control.

(A) (B)

()

1.2.3. Test de sensibilidad al DEB

El ensayo de estrés clastogénico in vitro, en donde se analizan roturas cromosémicas
inducidas por agentes alquilantes como el DEB, se aplicé para descartar el diagnéstico
del SFM congénito AF, a partir de muestras de SP de los pacientes (ver Introduccion
secciones 4 y 8; Materiales y métodos seccion 9.4).
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El test fue realizado en 31 pacientes con AA y el nimero de roturas evaluadas se
encontrd dentro de los valores normales en todos los casos. Por lo tanto, los pacientes
evaluados no presentaron sensibilidad al DEB. Este grupo de pacientes mostré una
media de edad de 13 anos (x DE: 10) y mediana de 12 anos (rango: 2-47), lo cual
refleja principalmente la edad joven de solicitud del estudio para el establecimiento del
diagnéstico diferencial.

2. Estudio de polimorfismos en genes de citoquinas

2.1. Determinacion de los polimorfismos en los TNF, IFNG, IL6y TGFB1

2.1.1. SNP -308 G/A (TNF)

La Figura 9 muestra la determinacién del SNP -308 G/A del gen TNF mediante la
técnica PCR-RFLP utilizando la enzima Ncol. Los patrones de restriccién obtenidos
correspondientes a los diferentes genotipos fueron confirmados por secuenciacién
automatica. La presencia del alelo -308A se encuentra asociado a su mayor
produccion y, por lo tanto, los genotipos A/A+G/A y G/G se relacionan con una alta y
baja produccién de TNF, respectivamente (Kroeger y col., 1997).

Figura 9: Determinacién del SNP -308 G/A del gen TNF mediante PCR-RFLP

(A) Secuencia de reconocimiento de la enzima Ncol
!—)%
Producto de 57 s CCAT G G s 3° 87 pb y 20 pb
amplificacion |
107 pb 5 ms. CCATGA 3" 107 pb
X
(B) ()
M sid GIG GIA AA
200 == J'r |
v /
150 pb — A LA x\/\ A
l \ [ AW
GGGG =  COED
100 pb — — 107 pb TGGGG EOEE
— 87pb (\/\ /
v
| / Ir'"“ /\j\
CCr1GAGG
50pb— TGAGH

(A) Representacion esquemética de la PCR-RFLP utilizando la enzima de restriccién Ncol. En presencia
de la variante -308G, la enzima cliva al producto de 107 pb en dos fragmentos de 87 pb y 20 pb; mientras
que, en presencia de la variante -308A, la enzima pierde su sitio de reconocimiento y se mantiene el
producto amplificado original. (B) Gel de poliacrilamida (7cm de longitud, 12% de poliacrilamida) revelado
mediante tincién con nitrato de plata, mostrando los diferentes patrones de digestion obtenidos para cada
genotipo: G/G, G/A y A/A. (C) Electroferogramas correspondientes a los diferentes genotipos. M:
marcador de peso molecular; s/d: sin digerir.
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2.1.2. SNPs +874 A/T (IFNG), -174 G/C (IL6) y, +869 C/T y +915 G/C (TGFB1)

La determinacion de los SNPs +874 A/T del gen IFNG, -174 G/C del gen IL6 y, +869
C/T y +915 G/C del gen TGFB1, se realiz6 mediante la metodologia de PCR-alelo
especifica, en multiplex con el gen HBB como control interno de amplificaciéon. Los
patrones correspondientes a los diferentes genotipos para cada uno de los SNPs,

fueron confirmados mediante secuenciacion automatica (Figura 10).

El SNP +874 A/T se encuentra ubicado en el primer intron del gen IFNG y coincide con
un sitio de unién del factor de transcripcion NF-kB, el cual regula su transcripcion. La
unién del factor NF-kp es preferencial en presencia del alelo +874T, con lo cual, los
genotipos T/T, T/A y A/A se asocian con una produccién alta, intermedia y baja de
IFNG, respectivamente (Pravica y col., 1999; Pravica y col., 2000).

Figura 10: Determinacién de los SNPs +874 A/T del gen IFNG, -174 G/C del gen IL6 y,
+869 C/T y +915 G/C del gen TGFB1 mediante PCR-alelo especifica
(A)SNP +874 A/T (IFNG) (B) SNP -174 G/C (iL6)

{ii) (i)
i > 0 W as gk g

250 pb— —284pb ! 28055

(C) SNP +869 C/T (TGFB1) (D) SNP +915 G/C (TGFB1)

(i)

i m T i) y

£ WM

—233pb

Genotipificacion utilizando la metodologia PCR-alelo especifica. (A) SNP +874 A/T del gen IFNG
(electroferogramas correspondientes a la secuencia reverse); (B) SNP -174 G/C del gen IL6; (C) SNP
+869 C/T del gen TGFB1;y (D) SNP +915 G/C del gen TGFBI1. (i) Gel de agarosa tefiido con bromuro de
etidio, mostrando los diferentes patrones obtenidos para los genotipos correspondientes. (i)
Electroferogramas confirmando las variantes alélicas, respectivamente. M: marcador de peso molecular;
HBB: gen control interno de amplificacion.

M GIG CIC

GIC

250 pb — 250 pb—

El SNP -174 G/C se encuentra ubicado en la regién promotora del gen /L6 afectando
un elemento de respuesta a glucocorticoides, influenciando potencialmente la
capacidad para reprimir la activacion transcripcional. El alelo -174C esta asociado con
una baja produccion tanto in vitro como in vivo; y, por lo tanto, los genotipos G/G, G/C
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y C/C se relacionan con una produccién alta, intermedia y baja de esta citoquina,
respectivamente (Fishman y col., 1998).

Los SNPs +869 C/T y +915 G/C se ubican en el primer exén del gen TGFB1 y generan
cambios en la hidrofobicidad del péptido senal, afectando el transporte de la proteina
hacia el exterior celular. En consecuencia, los genotipos +869 codon 10: T/T, T/C y
C/C; y +915 cododn 25: G/G, G/C y C/C, se encuentran asociados con una produccion
alta, intermedia y baja de TGF-B1, respectivamente (Perrey y col., 1999).

2.1.3. Polimorfismo de repeticion +875 CAn (IFNG)

La determinacion del polimorfismo de repeticion +875 CAn del gen IFNG se realizé
mediante la amplificacién por PCR de la regién microsatélite y posterior resolucion de
los productos obtenidos en un gel de poliacrilamida. Los distintos alelos encontrados
difieren en el numero de repeticiones presentes del dinucleétido CA y los patrones
correspondientes a los diferentes genotipos fueron confirmados por secuenciacién
automatica (Figura 11). La variante correspondiente al niUmero 12 de repeticiones CA
se asocia con una mayor produccion de IFN-y, principalmente como consecuencia de
la fuerte asociacion con el alelo +874T (Pravica y col., 1999; Pravica y col., 2000).
Agrupando los genotipos de acuerdo a la presencia del alelo de interés 12 CA
(indicado como tal) y a la presencia de cualquiera de los otros alelos (indicado como
no-12 CA), los genotipos 12/12 CA, 12/no-12 CA y no-12/no-12 CA se asocian con una

produccion alta, intermedia y baja de esta citoquina, respectivamente.

Figura 11: Determinacion del polimorfismo de repeticién +875 CAn del gen IFNG

(A) (8)

M 1242 12113 13113 1215 12115 15115

200 pb

12CA

LSV A A VA VAV A BAPAYE VAN

150 pb __ : T eges
12CA
13CA

___127pb vt S A VS
123 pb B A RNy o

— 121 pb TETEO

T T

15CA

(A) Genotipificacién mediante amplificaciéon por PCR y electroforesis en gel de poliacrilamida (20 cm de
longitud, 10% de poliacrilamida) revelado mediante tincién con nitrato de plata. (B) Electroferogramas
correspondientes a los genotipos 12/12 CA, 12/13 CA y 13/15 CA. M: marcador de peso molecular.

60



Estudios genéticos en AA Resultados - Capitulo 1

2.2. Frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos en los genes TNF,
IFNG, IL6 y TGFB1

2.2.1. SNP -308 G/A (TNF)

Se analiz6 el polimorfismo -308 G/A del gen TNF en los pacientes con AA (n=69),
SMD (n=131) y en la poblacién control (n=131). La distribucién de las frecuencias
genotipicas y alélicas se detallan en la Figura 12. Los resultados obtenidos del estudio
de este SNP muestran que la frecuencia del genotipo A/A+G/A, asociado a mayor
produccion de TNF, se encuentra duplicada en los pacientes con SMD respecto a la
poblacién control (p=0,011, OR: 2,420), siendo esta diferencia ain mayor respecto a
AA (p=0,015, OR: 2,983). No se encontraron diferencias significativas al comparar las
frecuencias genotipicas y alélicas entre la poblacion de AA versus la poblacion control.

Figura 12: Frecuencias genotipicas y alélicas del SNP -308 G/A del gen TNF

Frecuencias relativas (%)

(A) (8)
Frecuencias absolutas (n) Genotipos Alelos
u AJA+G/A [alta)  » G/G (baja) wA G
Pacientes Corvoles G e
AA(n=69) SMD(n=131) (=131
Genotipos n n n il el
75 ~
60% 60% 86
AA+GIA (alta) 0+ 3+30 2414 & 95 93
40% - 0% +
G/G (baja) 82 98 115 S
2ok 5 | e
= £2/8 e = Y '
E [ 12% 5% S 7%
Alelos 20 20 £0 aA smp o aa sMp o
7 36 18
AA vs. CN: p=0,817" AAvs, CN: p=0 524t
& 131 226 244

SMD vs. CN: p=0,011t; OR: 2,420 SMD vs. CN: p=0,014"; OR: 2,159
SMD vs. AA: p=0,015"; OR: 2,983 SMD vs. AA: p=0,007"; OR: 2,981

Estudio del SNP -308 G/A del gen TNF en los pacientes con AA, SMD y en los controles normales (CN).
(A) Frecuencias genotipicas y alélicas absolutas. (B) Graficos de barras indicando las frecuencias
genotipicas y alélicas relativas. T Test exacto de Fisher, OR: Odds ratio.

2.2.2. Polimorfismo de repeticion +875 CAn y SNP +874 A/T (IFNG)

Se analizaron los polimorfismos +875 CAn y +874 A/T del gen IFNG en los pacientes
con AA (n=69), SMD (n=131) y en la poblacién control (n=128). Para el polimorfismo
de repeticion +875 CAn, pudieron describirse 7 alelos diferentes: 11 CA, 12 CA, 13
CA, 14 CA, 15 CA, 16 CAy 17 CA, y la distribucién de sus frecuencias se muestran en
la Figura 13. Los alelos 12 CA y 13 CA son los que presentaron los mayor frecuencia.

No se encontraron diferencias significativas al comparar las frecuencias alélicas de
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cada poblacién de pacientes versus la poblacién control. En la Figura 14 puede
observarse la distribucién de frecuencias genotipicas y alélicas, agrupando los
genotipos de acuerdo a la presencia del alelo de interés 12 CA. No se encontraron
diferencias significativas al comparar las frecuencias genotipicas y alélicas de cada
poblacién de pacientes versus la poblacion control. Sin embargo, los resultados
arrojaron que la poblacién de pacientes con SMD presenté una mayor frecuencia del
alelo 12 CA respecto a la poblacién de AA (p=0,029; OR: 1,639).

Figura 13: Frecuencias alélicas del polimorfismo de repeticién +875 CAn del gen IFNG

(A) (B) MAA ¥SMD mCN
AA SMD CN 50% i.
11car 0(0,0%) 0 (0,0%) 1(0,4%) 45% 1 _L
12CA AT (34.1%) 102 (39.5%) 91 (35.5%) el —L _
13 CA 60 (435%) 116 (450%) 101 (39,5%) 0%
14 CA 5 (3,6%) 13 (5,0%) 19 (7,4%) 25%
15CA  20(174%) 26(101%)  41(60%)  20% {7
16 CA* 1(0,7%) 0(0,0%) 0(0,0%) Ix [ L
1
17 CA* 1.(0,7%) 1 (0.4%) 3 (1,2%) o% — = —f
0% L::!!,___ —____'_i _____ - g
AA vs. CN: p=0,619"; SMD vs. CN: p=0,094; ; e
SMD vs. AA: p=0,178! 11CA 12CA 13CA 14CA 15CA 16CA 17CA

Estudio del polimorfismo de repeticién +875 CAn del gen IFNG en los pacientes con AA, SMD y en los
controles normales (CN). (A) Tabla que detalla las frecuencias alélicas absolutas y relativas. (B) Grafico
de barras mostrando la distribucién de las frecuencias alélicas relativas. * Los alelos con frecuencias muy
bajas fueron agrupados para aplicar el test Chi-cuadrado. T Test Chi-cuadrado.

Figura 14: Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo de repeticion +875 CAn,
agrupado de acuerdo a la presencia del alelo 12 CA, del gen IFNG

Frecuencias relativas (%)

(A) . (B)
Frecuencias absolutas (n) Genotipos Alelos
= 12/12 CA (alta) 12/nc-12 CA (intermadia)
Pacientes Controles no-12/no-12 CA (bafa) m12cCA no-12 CA
(n=128) -
AA (n=69) SMD(n=131) s
100% T 100%
Genotipos n n n |
80% 80% . |
12112 CA (alta) 8 22 19 2 71 63
12/n0-12 CA Ly i
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Alelos 2n 2n 2n i G sn = S - o T
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no-12CA 98 157 162 SMD vs. CN: p=0,724! SMD vs. CN: p=0,470*
SMD vs. AA: p=0,098" SMD vs. AA: p=0,029%; OR: 1,639

Estudio del polimorfismo de repeticion +875 CAn del gen IFNG, agrupando los genotipos de acuerdo a la
presencia del alelo 12 CA, en los pacientes con AA, SMD y en los controles normales (CN). (A)
Frecuencias genotipicas y alélicas absolutas. (B) Graficos de barras indicando las frecuencias genotipicas
y alélicas relativas. T Test Chi-cuadrado, * test exacto de Fisher, OR: Odds ratio.

62



Estudios genéticos en AA Resultados - Capitulo 1

2.2.2.1. Desequilibrio de ligamiento

Como ya se mencion6 anteriormente, el SNP +874 A/T se encuentra ubicado contiguo
al polimorfismo de repeticion +875 CAn hacia su extremo 5’, en el primer intrén del gen
IFNG (Figura 15 A). Si bien existe una fuerte asociacion entre los alelos +874T y 12
CA, se encontraron 15 casos donde esta correlacion no fue absoluta. Estos casos
mostraron un patrén de heteroduplex en el gel de poliacrilamida diferente del resto de
las muestras que presentaron el mismo genotipo (Figura 15 B), lo cual fue confirmado
tanto por secuenciacion automética como por la PCR-alelo especifica correspondiente.

La estimacién del desequilibrio de ligamiento se realizd utilizando la férmula D’= (p
+874Ty 12 CAX P +874Ay no-12 CA = P +874T y no-12 CA X P 1874Ay 12 ca) /(P +874T y 12 CA X P 4874Ay no-12 CA
+ P .874Ty no-12 cA X P +874ay 12 ca), donde p es la frecuencia absoluta correspondiente en
cada caso (Maynard, 1997). Este parametro D’ no depende de las frecuencias alélicas
y es un numero que indica el alejamiento del equilibrio de ligamiento que puede variar
desde -1 a 1, donde el desequilibrio es maximo, existiendo un equilibrio perfecto
cuando D’=0. Como resultado de la determinacion de ambos polimorfismos, se
encontré un fuerte desequilibrio de ligamiento entre el alelo +874T y el alelo 12 CA
obteniéndose un D’= 0,99. Debido a la fuerte asociacién entre los alelos +874T y 12
CA, los resultados del SNP +874 A/T (datos no mostrados) son similares a los
obtenidos para el polimorfismo de repeticion +875 CAn agrupado de acuerdo a la
presencia del alelo 12 CA.

Figura 15: Desequilibrio de ligamiento entre los alelos +874T y 12 CA

SNP +874 A/T 1
(rs2430561) 1

P |
A [ { A A 1
rarAAAAAR 1 ||
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Polimorfismo +875 CAn (rsS87776821)

Genotipo +874 T/T - 12/12 CA

(A) Electroferograma indicando la ubicacion del SNP +874 A/T ubicado contiguo al polimorfismo de
repeticion +875 CAn hacia su extremo 5’, en el primer intron del gen IFNG. (B) Ejemplo de un patrén de
heterodUplex diferente del resto de las muestras que presentaron el mismo genotipo en el andlisis del
polimorfismo de repeticion +875 CAn, luego de la electroforesis en el gel de poliacrilamida (20 cm de
longitud, 10% de poliacrilamida) revelado mediante tinciéon con nitrato de plata. Estos patrones diferentes
se detectan en aquellos casos donde no se observa el ligamiento entre los alelos +874T y 12 CA.
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2.2.3. SNP -174 G/C (IL6)

Se analiz6 el SNP -174 G/C del gen /L6 en los pacientes con AA (n=65), SMD (n=86) y
en la poblacion control (n=121). La distribuciéon de las frecuencias genotipicas y
alélicas de este polimorfismo se muestran en la Figura 16. Los resultados obtenidos
muestran que la frecuencia del genotipo G/G, asociado a mayor produccién de /L6, se
encuentra disminuida en la poblacion de pacientes con SMD tanto respecto a los
controles (p=0,002, OR: 0,390) como a la poblaciéon de AA (p=0,007, OR: 0,397). No
se encontraron diferencias significativas al comparar las frecuencias genotipicas y

alélicas entre la poblacion de AA versus la poblacion control.

Figura 16: Frecuencias genotipicas y alélicas del SNP -174 G/C del gen IL6
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Estudio del SNP -174 G/C del gen IL6 en los pacientes con AA, SMD y en los controles normales (CN).
(A) Frecuencias genotipicas y alélicas absolutas; (B) Grafico de barras indicando las frecuencias
genotipicas y alélicas relativas. a Test exacto de Fisher, OR: Odds ratio.

2.2.4. Polimorfismos en el gen TGFB1

2.2.4.1. SNPs +869 C/Ty +915 G/C

El andlisis del SNP +869 C/T se realizd en una poblaciéon de 64 pacientes con AA, 74
pacientes con SMD y 130 individuos controles. Las frecuencias genotipicas
encontradas fueron: 17/64 (27%) [T/T], 32/64 (50%) [T/C] y 15/64 (23%) [C/C] en AA;
22/74 (30%), 34/74 (46%) y 18/74 (24%) en SMD; y 40/130 (31%), 53/130 (41%) y
37/130 (29%) en controles, respectivamente, no encontrando diferencias significativas
(test Chi-cuadrado: AA vs. Controles: p=0,473; SMD vs. Controles: p=0,736; AA vs.
SMD: p=0,882). Las frecuencias alélicas halladas fueron: 66/128 (52%) [T] y 62/128
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(48%) [C] en AA; 78/148 (53%) y 70/148 (47%) en SMD; y 133/260 (51%) y 127/260
(49%) en controles, respectivamente, las cuales no mostraron diferencias significativas
(test exacto de Fisher. AA vs. Controles: p=1,000; SMD vs. Controles: p=0,837; AA vs.
SMD: p=0,904).

Con respecto al estudio del SNP +915 G/C, se analizaron 66 pacientes con AA, 75
pacientes con SMD y 125 individuos controles. Las frecuencias genotipicas halladas
fueron: 52/66 (79%) [G/G] y (14+0)/66 (21%) [G/C+C/C] en AA; 62/75 (83%) y
(12+1)/75 (17%) en SMD; y 110/125 (88%) y (13+2)/125 (12%) en controles,
respectivamente, no encontrando diferencias significativas (test exacto de Fisher: AA
vs. Controles: p=0,136; SMD vs. Controles: p=0,301; AA vs. SMD: p=0,669). Las
frecuencias alélicas mostraron los siguientes resultados: 118/132 (89%) [G] y 14/132
(11%) [C] en AA; 136/150 (91%) y 14/150 (9%) en SMD; y 233/250 (93%) y 17/250
(7%) en controles, respectivamente, las cuales no mostraron diferencias significativas
(test exacto de Fisher. AA vs. Controles: p=0,237; SMD vs. Controles: p=0,440; AA vs.
SMD: p=0,842).

2.2.4.2. Combinatoria de los SNPs +869 C/T y +915 G/C

El analisis de ambos SNPs permitié determinar la combinatoria de genotipos SNP
+869 C/T - SNP +915 G/C, la cual se asocia a una produccién diferencial de TGF-31,
de la siguiente manera: T/T-G/G y T/C-G/G (alta); T/C-G/C, C/C-G/G y T/T-G/C
(intermedia); C/C-G/C, C/C-C/C, T/T-C/C y T/C-C/C (baja) (Perrey y col., 1999). En
este caso, se evaluaron las muestras que presentaron un resultado informativo para
ambos SNPs, las cuales incluyeron 64 pacientes con AA, 65 con SMD y 125 controles.
Las frecuencias de la combinatoria de los SNPs se detallan en la Figura 17, las cuales
no mostraron diferencias significativas al comparar cada poblacion de pacientes
versus la poblacién control. Sin embargo, la poblacién de pacientes con SMD present6
una tendencia a una mayor frecuencia de genotipos asociado a alta produccién de
TGF-B1 respecto a la poblacién de AA (p=0,062) (Figura 17).
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Figura 17: Frecuencias de la combinatoria de genotipos SNP +869 C/T - SNP +915
G/C del gen TGFB1
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Estudio de la combinatoria de genotipos SNP +869 C/T - SNP +915 G/C del gen TGFB1 en los pacientes
con AA, SMD y en los controles normales (CN). (A) Frecuencias absolutas. (B) Grafico de barras
indicando las frecuencias relativas. T Test exacto de Fisher.

2.3. Asociacion de los polimorfismos en los genes TNF, IFNG, IL6 y TGFB1 con
caracteristicas clinicas en AAy SMD

2.3.1. Asociacion con parametros clinicos en AA

Se analizaron diferentes caracteristicas clinicas al diagnéstico de los pacientes con AA
en relacién a la presencia de los polimorfismos estudiados (Tablas 11 y 12). Los
parametros evaluados fueron: edad, relacion de géneros, nivel de hemoglobina,
recuento de plaquetas, recuento de neutréfilos, porcentaje de reticulocitos vy
clasificacién con respecto a la severidad de la enfermedad. Las variables que indican
el grado de las citopenias fueron categorizadas considerando, para el recuento de
plaquetas y neutréfilos, las definiciones de los criterios de severidad y, para el nivel de
hemoglobina, la media poblacional. Ademas, fue evaluada la respuesta a la TIS en
relacion a la presencia de los polimorfismos estudiados, solo en aquellos pacientes
con AA tratados con la combinacion de GAT y CsA, segln las definiciones de RC y RP
(ver Introduccién seccién 5.1). La respuesta global a la TIS fue considerada en
pacientes que alcanzaron una RC o RP luego de 6 meses de haber iniciado el
tratamiento (Tabla 13).

2.3.1.1. Asociacion con caracteristicas clinicas al diagndstico

El analisis del SNP -308 G/A del gen TNF mostré que la presencia del alelo -308A se
asocié con una edad menor (12 vs. 17 afos; p=0,030), una neutropenia mas severa
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(200 vs. 520/uL; p=0,025) y con un mayor riesgo de presentar recuentos de neutréfilos
<200/pL (4/7, 57% vs. 10/57, 17%; p=0,036, OR: 6,267), al diagndstico. El genotipo
A/A+G/A, asociado a una alta produccion de TNF, mostré una frecuencia mayor en los
pacientes clasificados como AA muy severa (4/7, 57% vs. 10/57, 17%; p=0,047), lo
cual es consistente con la asociacién encontrada entre el alelo -308A y una
neutropenia mas profunda (Tabla 11).

Con respecto al gen IFNG, el analisis del polimorfismo de repeticion +875 CAn,
agrupado de acuerdo al alelo 12 CA, revel6 que la presencia de este alelo en el
genotipo (12/12 CA + 12/no-12 CA) se asocié con un grado de anemia mas severa
(6,8 vs. 7,9 g/dL; p=0,035) y con un mayor riesgo de presentar niveles de hemoglobina
<7 g/dL (21/37, 57% vs. 8/19, 30%; p=0,043, OR: 3,117), al diagnoéstico (Tabla 11). En
el analisis del SNP +874 A/T del gen IFNG fue encontrada la misma asociacion entre
el alelo +874T y el grado de anemia, debido al fuerte desequilibrio de ligamiento entre
este alelo y el alelo 12 CA.

El estudio del SNP -174 G/C del gen IL6 no arrojé diferencias significativas en relacién
a las caracteristicas clinicas analizadas (Tabla 11).

En cuanto a los polimorfismos del gen TGFB1, los SNPs +869 C/T y +915 G/C no
mostraron asociacion con los parametros clinicos (Tabla 12). Sin embargo, la
combinatoria de genotipos relacionada con menor produccién de esta citoquina
(intermedia + baja) se asocié con un recuento de neutrdéfilos inferior (480 vs. 543/pL;
p=0,047), al diagnéstico (Tabla 12).

Asimismo, se evaluaron diferentes combinaciones de genotipos, a fin de establecer si
alguna en particular contribuye a las asociaciones descriptas en el andlisis individual
de cada polimorfismo.

Una de las combinaciones de interés incluye el SNP -308 G/A del gen TNF y la
combinatoria de los SNPs de TGFB1, debido a que ambos presentaron asociacién con
el recuento de neutréfilos al diagnostico. Este andlisis no mostrd ninguna combinacion
de genotipos que contribuya al nivel de neutropenia. Sin embargo, debe considerarse
una limitacion en el analisis debido al nimero reducido de pacientes con genotipo
A/A+G/A (n=7), los cuales fueron, a su vez, combinados con los resultados de los
polimorfismos de TGFB1, reduciendo aun mas la frecuencia absoluta por combinatoria
analizada.

Por otro lado, se analiz6 la combinacion que incluye al polimorfismo +875 CAn del gen
IFNG y la combinatoria de los SNPs del gen TGFB1, debido a la asociacién con el
nivel de hemoglobina. Si bien el polimorfismo de IFNG es el que contribuye
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significativamente al grado de anemia, este estudio reveld que aquellos pacientes con
genotipos asociados a una mayor produccion de IFNG (12/12 CA + 12/no-12 CA) y
una menor producciéon de TGF-B1 (intermedia + baja) presentaron niveles de
hemoglobina mas bajos respecto a aquellos pacientes con la combinacion contraria,
genotipo de baja produccion de IFNG (no-12/no-12 CA) y alta de TGF-B1 (Figura 18
A). Ademas, esta combinacién fue mas frecuente entre los pacientes que presentaron
un nivel de hemoglobina <7 g/dL, al diagnéstico (Figura 18 B). El analisis de
correspondencia simple también representa graficamente la relacion encontrada entre
las combinaciones de genotipos y el nivel de hemoglobina, de acuerdo al punto de
corte de 7 g/dL. La Figura 18 C muestra las categorias principalmente asociadas en
forma positiva debido a su alejamiento del origen y la cercania entre ellas.

Figura 18: Combinacion de genotipos correspondiente a los polimorfismos en los
genes IFNGy TGFB1 y su relacién con el nivel de hemoglobina
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Analisis de la combinacién de genotipos correspondiente al polimorfismo +875 CAn del gen IFNG y a la
combinatoria de los SNPs del gen TGFB1 (IFNG_TGFB1) y su relaciéon con el nivel de hemoglobina al
diagnostico en los pacientes con AA. (A) Gréfico y tabla mostrando las medias + DE para cada grupo de
pacientes. T ANOVA, método de comparacién test de Tukey-Cramer. (B) Grafico de barras indicando las
frecuencias absolutas (n) y las frecuencias relativas (%) para cada grupo de pacientes con respecto al
punto de corte de 7 g/dL. * Test Chi-cuadrado. (C) Andlisis de correspondencia simple representando las
relaciones entre las diferentes categorias de las dos variables estudiadas. a: alta; i: intermedia; b: baja
respecto de la combinaciéon IFNG_TGFB1.
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Cuando se incluy6 en este analisis de relacion con los niveles de hemoglobina al SNP
-174 G/C del gen IL6, se mantuvo la misma asociacion descripta, independientemente
de la presencia del genotipo de alta produccién de /L6 (Figura 19). Con lo cual, la
combinacién de los genotipos de IFNG y TGFB1 son los que principalmente
contribuyen a las diferencias observadas en el nivel de hemoglobina al diagnostico en
los pacientes con AA.

Figura 19: Combinacién de genotipos correspondiente a los polimorfismos en los
genes IFNG, TGFB1 e IL6y su relacion con el nivel de hemoglobina
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Andlisis de la combinacién de genotipos correspondiente al polimorfismo +875 CAn del gen IFNG, a la
combinatoria de los SNPs del gen TGFB1y al SNP -174 G/C del gen IL6 (IFNG_TGFB1_IL6) y su relacién
con el nivel de hemoglobina al diagnéstico en los pacientes con AA. Gréfico y tabla mostrando las medias
+ DE para cada grupo de pacientes. T ANOVA, método de comparacion test de Tukey-Cramer. a: alta; i:
intermedia; b: baja respecto de la combinacion IFNG_TGFB1_IL6.

El resto de las combinaciones posibles no mostraron ninguna contribucién y/o

asociacion con las caracteristicas clinicas evaluadas.
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Tabla 11: Caracteristicas clinicas al diagnéstico de los pacientes con AA en relacion a la presencia de los polimorfismos -308 G/A (TNF),
+875 CAn (IFNG), agrupado de acuerdo a la presencia del alelo 12 CA, y -174 G/C (IL6)

SNP -308 G/A (TNF)

Polimorfismo +875 CAn (IFNG)*

12/12 CA+12/no-

no-12/no-12 CA

SNP -174 G/C (IL6)

A/A+G/A (a) G/G (b) Valor p 12 OA (ari) (b) Valor p G/G (a) G/C+C/C (i+b) Valor p
Edad (afos)
Media + DE 11+7 25+ 18 25+18 21+17 22+19 25 +15
Mediana (rango) 12 (2-22) 17 (2-74) 0,030 17 (2-70) 15 (2-74) 0,363 15 (2-74) 19 (4-61) 0,218"
Relacion de géneros
Masculino/femenino 2/5 32/30 0,428 21/20 13/15 0,807 18/20 15/11 0,623"
Nivel de Hb (g/dL)
Media + DE 7,8+1,6 7,1£2,2 0,428° 6,8 12,1 7,9+2,1 0,035 7,1£2,0 72422 0,827
Mediana (rango) 7,5 (5,9-10,0) 7,2 (3-11,5) 6,6 (3,5-10,6) 7,8 (3,0-11,5) 7,0 (3,0-11,5) 7,5 (3,8-10,6)
<7 3 (43%) 26 (46%) 1 006 21 (57%) 8 (30%) 0,043 15 (48%) 13 (45%) 0.802*
>7 4 (57%) 31 (54%) ’ 16 (43%) 19 (70%) OR: 3,117 16 (52%) 16 (55%) ’
Recuento de Pq (/pL)
Media + DE 18071 18263 17220 + 16521 16111 +1 5806 19027 + 17769 19445 + 16975 14661 * 15579
Mediana 11500 11150 0,974" 11000 11650 0,442" 12000 10000 0,167"
(rango) (3000-54000) (1000-68000) (1000-65000) (2300-68000) (3000-68000) (1000-65000)
<20000 5 (71%) 42 (75%) 30 (81%) 17 (65%) 21 (68%) 23 (82%)
>20000 2 (29%) 14 (25%) 1,000 7 (19%) 9 (35%) 0,240° 10 (32%) 5 (18%) 0,245"
Recuento de N (/uL)
Media + DE 296 + 260 714 + 589 641 + 578 706 + 584 685 + 528 652 + 654
Mediana (rango) 200 (45-770) 520 (0-2340) 0,025 420 (0-2080) 520 (48-2340) 0,514" 520 (0-1980) 420 (48-2340) 0,164"
<500 6 (86%) 25 (44%) 20 (54%) 11 (41%) 13 (42%) 16 (55%)
>500 1 (14%) 32 (56%) 0,050° 17 (46%) 16 (59%) 0,322 18 (58%) 13 (45%) 0,436'
<200 4 (57%) 10 (17%) 0,036" 8 (22%) 6 (22%) 1 000t 7 (23%) 7 (24%) 1 000t
>200 3 (44%) 47 (83%) OR:6,267 29 (78%) 21 (78%) ’ 24 (77%) 22 (76%) ’
Reticulocitos (%)
Media + DE 0,4 +0,4 0,7+0,7 0,6 £0,8 0,6 0,5 0,6 £0,5 0,7+0,8
Mediana (rango) 0,5 (0,0-0,9) 0,5 (0,0-2,8) 0,619 0,5 (0-2,8) 0,6 (0-2,2) 0,379" 0,6 (0-1,8) 0,4 (0-2,8) 0,486"
Severidad, n (%)
AA muy severa 4 (57%) 10 (17%) 8 (21%) 6 (22%) 7 (22%) 7 (24%)
AA severa 3 (43%) 38 (67%) 0,047 25 (68%) 16 (59%) 0,660' 21 (68%) 17 (59%) 0,652
AA moderada 0 (0%) 9 (16%) 4 (11%) 5 (19%) 3 (10%) 5 (17%)

a: alta; i: intermedia; b: baja; DE: desvio estandar; Hb: hemoglobina; Pq: plaquetas; N: neutréfilos. * Debido al n=6, la categoria alta se agrupé con la intermedia para el
analisis. T Test de Mann- Whitney, * test Exacto de Fisher, S test de t, # test Chi-cuadrado; OR: Odds ratio.
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Tabla 12: Caracteristicas clinicas al diagnostico de los pacientes con AA en relacién a la presencia de los polimorfismos del gen TGFB1,
+869 C/T, +915 G/C y la combinatoria de ambos SNPs

SNP +869 C/T (TGFBT1)

SNP +915 G/C (TGFB1)

Combinatoria de ambos SNPs (TGFB1)

Intermedia +

T/T (a) T/C+C/C (i+b) Valor p G/G (a) G/C+C/C (i+b)  Valor p Alta baja Valor p
Edad (afos)
Media + DE 21+14 23+18 23+17 20+ 18 22+15 23+20
Mediana (rango) 16 (5-50) 17 (2-74) 0,872 17 (2-74) 15 (2-70) 0,409 16 (3-61) 15 (2-74) 0,218
Relacion de géneros
Masculino/femenino 10/7 23/24 0,577+ 26/26 8/6 0,766 18/20 15/11 0,455
Nivel de Hb (g/dL)
Media + DE 72415 74422 0,728 7,3£2,0 7,3+2,4 0,927 76%1,9 6,823 0,143
Mediana (rango) 7,4 (3,8-9,6) 7,3 (3,0-11,5) 7,3 (3,6-11,5) 6,9 (3,0-10,6) 7,8 (3,8-11,5) 6,4 (3,0-10,6)
<7 6 (38%) 20 (47%) t 21 (42%) 6 (55%) 13 (36%) 13 (57%)
>7 10 (62%) 23 (53%) 0,571 29 (58%) 5 (45%) 0,515" 23 (64%) 10 (43%) 0,179
Recuento de Pq (/L)
Media + DE 10807 + 6015 18993 + 18474 17110 + 16616 16036 +15353 14440 + 13782 20583 + 19775
Mediana 10000 11000 0,409" 11300 8000 0,774 11000 11000 0,316
(rango) (2300-22000) (1000-68000) (1000-68000) (3000-54000) (1000-60000) (3000-68000)
<20000 14 (93%) 30 (70%) 38 (78%) 7 (64%) 29 (83%) 15 (65%)
>20000 1 (7%) 13 (30%) 0,087 11 (22%) 4 (36%) 0,442 6 (17%) 8 (35%) 0,209"
Recuento de N (/uL)
Media + DE 724 + 634 654 + 573 690 + 595 595 + 518 754 + 649 545 + 453
Mediana (rango) 543 (77-2080) 500 (0-2340) 0,319" 518 (0-2340) 500 (48-1980) 0,171t 543 (0-2340) 480 (48-1980) 0,047
<500 6 (38%) 22 (51%) 23 (46%) 6 (55%) 15 (42%) 13 (57%)
>500 10 (62%) 21 (49%) 0,395" 27 (54%) 5 (45%) 0,743" 21 (58%) 10 (43%) 0,297
<200 4 (25%) 9 (21%) 11 (22%) 2 (18%) 9 (25%) 4 (17%)
>200 12 (75%) 34 (79%) 1,000 39 (78%) 9 (82%) 1,000 27 (75%) 19 (83%) 0,540°
Reticulocitos (%)
Media + DE 0,8+0,8 0,6+0,6 0,6+0,6 0,6+0,8 0,7+0,7 0,6+0,6
Mediana (rango) 0,6 (0,0-2,8) 0,5 (0,0-2,3) 0,214" 0,6 (0,0-2,8) 0,5 (0,1-2,2) 0,642" 0,5 (0,0-2,8) 0,5 (0,1-2,2) 0,947
Severidad, n (%)
AA muy severa 4 (25%) 9 (21%) " 11 (22%) 2 (18%) 9 (25%) 4 (17%)
AA severa 11 (69%) 27 (63%) 0,601 32 (64%) 8 (73%) 0847 21 (58%) 17 (74%) 0.460"
AA moderada 4 (6%) 7 (16%) 7 (14%) 1(9%) 6 (17%) 2 (9%)

a: alta; i: intermedia; b: baja; DE: desvio estandar; Hb: hemoglobina; Pq: plaquetas; N: neutréfilos. T Test de Mann-Whitney, * test Exacto de Fisher, S test de t, * test
Chi-cuadrado; OR: Odds ratio.
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2.3.1.2. Asociacidn con respuesta al tratamiento

Se evalud la respuesta a la TIS en relacién a la presencia de los polimorfismos
estudiados en pacientes con AA que recibieron como tratamiento inicial una
combinacion de GAT y CsA (n=38). El andlisis mostré que los genotipos 12/12 CA +
12/no-12 CA, asociados a mayor produccion de IFNG, fueron mas frecuentes entre los
pacientes que alcanzaron una respuesta global (RC o RP), la cual fue evaluada luego
de 6 meses de haber iniciado la TIS (21/26, 81% vs. 5/12, 42%; p=0,026, OR: 0,170).
Los restantes polimorfismos no presentaron diferencias estadisticamente significativas

con respecto a la respuesta global alcanzada (Tabla 13).

Tabla 13: Polimorfismos en los genes de citoquinas y respuesta a la TIS

SNP -308 G/A (TNF) Polimorfismo +875 CAn (IFNG) SNP -174 G/C (IL6)
12/12 CA
A/A+A/G no-12/no- G/C+C/C Valor
12/no-12 -
(@) G/G (b) Valor p +CA/r(1§+i) 12 CA (b) Valor p G/G (a) (i+b) P
RG | 2(50%) 24 (71%) 0577 21 (81%) 5 (42%) 0,026' | 16 (67%) 8 (67%) 1 0og"
s/R | 2(50%) 10 (29%) ! 5 (19%) 7 (58%) OR:0,170 8 (33%) 4 (33%) !
Combinatoria de ambos
SNP +869 C/T (TGFB1) SNP +915 G/C (TGFB1) SNPs (TGFBY)
T/C+C/C G/C+C/C Intermedia ~ Valor
T/T (a) (i+b) Valor p G/G (a) (i+b) Valor p Alta + baja P
RG | 7(70%) 17 (68%) + 19 (63%) 5 (83%) + | 14(67%) 10 (71%) +
SR | 3(30%) 8@2%) 000 | 41 (379%) 1(7%) 0T | 7@3%)  4ow) 1000

RG: respuesta global; s/R: sin respuesta; a: alta; i: intermedia; b: baja. T Test exacto de Fisher; OR: Odds
radio.

Debido a la asociacion encontrada entre una respuesta global a la TIS y los genotipos
de mayor produccién de IFNG, se evalud si la presencia de algun otro genotipo (TNF,
IL6 y TGFBT1) en combinacién podria contribuir a esta asociacién. El andlisis mostrd
que los genotipos de mayor y menor produccion de IFNG se relacionan,
respectivamente, con una respuesta global (RC o RP) y con refractariedad a la TIS,
independientemente de la presencia del genotipo de alta produccion de /L6 (Figura 20
A). Este resultado también puede observarse en el analisis de correspondencia simple
(Figura 20 B), el cual grafica cada combinacién de genotipos y la respuesta a la TIS,
mostrando las categorias principalmente asociadas en forma positiva debido a su
alejamiento del origen y la cercania entre ellas.
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Figura 20: Combinacién de genotipos correspondiente a los polimorfismos en los

genes IFNG e IL6'y su relacion con respuesta a la TIS
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Andlisis de la combinacién de genotipos correspondientes al polimorfismos +875 CAn del gen IFNG y al
SNP -174 G/C del gen IL6 (IFNG_IL6) y su relacion con respuesta a la TIS en pacientes con AA. (A)
Gréfico de barras indicando las frecuencias absolutas (n) y las frecuencias relativas (%) de cada grupo de
pacientes. T Test Chi-cuadrado. (B) Andlisis de correspondencia simple representando las relaciones
entre las diferentes categorias de las dos variables estudiadas. RG: respuesta global; RC: respuesta
completa; RP: respuesta parcial; s/R: sin respuesta; a: alta; i: intermedia; b: baja, respecto de la
combinacién IFNG_IL6.

Sin embargo, al evaluar la respuesta global desglosada en RC y RP, un analisis de
correspondencia multiple muestra que ambos polimorfismos contribuyen al grado de
respuesta alcanzada. El resultado puede observarse graficamente en la Figura 21 A
en donde sobre el eje 1 se representa la asociacién de /FNG con el grado de
respuesta y sobre el eje 2 la influencia de /L6. Por ende, los genotipos asociados a
mayor produccién de IFNG se relacionan principalmente con una RP. Mientras que, el
genotipo de alta produccion de /L6 se asocia negativamente con alcanzar una RC. El
analisis de correspondencia simple (Figura 21 B) describe graficamente la
combinacién de los genotipos y el grado de respuesta, mostrando que los pacientes
que no responden a la TIS poseen el genotipo asociado con baja produccién de IFNG

y alta produccion de IL6.

La combinacién de genotipos de IFNG y TNF no pudo realizarse debido al escaso
numero de pacientes con genotipo A/A+G/A (n=4) evaluables en cuanto al grado de
respuesta. El resto de las combinaciones posibles no mostraron ninguna contribucién

y/0 asociacion con la respuesta a la TIS.
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Figura 21: Analisis de los polimorfismos en los genes IFNG e IL6 y su relacion con el

grado de respuesta alcanzada
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(A) Analisis de correspondencia multiple representando las relaciones entre cada polimorfismo y el grado
de respuesta. En rojo se engloban las relaciones evaluadas a partir del eje 1, y en celeste aquellas
evaluadas a partir del eje 2. (B) Analisis de correspondencia simple representando las relaciones entre la
combinacién de genotipos correspondiente al polimorfismo +875 CAn del gen IFNGy al SNP -174 G/C del
gen IL6 (IFNG_IL6) y su relacion con el grado de respuesta alcanzada. RC: respuesta completa; RP:
respuesta parcial; s/R: sin respuesta; a: alta, i: intermedia, b: baja, respecto de la combinaciéon IFNG_IL6.

2.3.2 Asociacion con parametros clinicos en SMD

Para la poblacién de pacientes con SMD se analizaron diferentes caracteristicas
clinicas al diagnéstico en relacion a la presencia de los polimorfismos estudiados
(Tabla 14 y 15). Los parametros evaluados fueron: edad, relacion de géneros, nivel de
hemoglobina, recuento de plaquetas, recuento de neutréfilos, porcentaje de blastos en
MO vy cariotipo. Las variables que indican el grado de las citopenias y la presencia de
blastos en MO fueron categorizadas considerando los criterios de riesgo del sistema
de puntaje prondstico para los SMD (IPSS-R: revised International Prognostic Scoring
System) (Greenberg y col., 2012). Ademas, fue evaluada la necesidad de requerir
transfusiones durante el seguimiento de la enfermedad, asi como también la
sobrevida, la evolucion de los pacientes a LMA y las causas de muerte (Tabla16).

2.3.2.1. Asociacion con caracteristicas clinicas al diagndstico

El analisis del SNP -308 G/A del gen TNF mostr6é que la presencia del alelo -308A se
asocié con un nivel de hemoglobina menor (8,5 vs. 9,7 g/dL; p=0,009) y con un
recuento de plaquetas inferior (90000 vs. 138000/uL; p=0,004). Ademas, estos
pacientes mostraron un riesgo incrementado de presentar niveles de hemoglobina <8
g/dL (15/33, 45% vs. 23/98, 24%; p=0,026, OR: 2,681) y recuentos de plaquetas
<50000/uL (11/31, 35,5% vs. 14/94, 15%; p=0,019, OR: 3,143), al diagnéstico (Tabla
14).
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Con respecto al gen IFNG, el andlisis del polimorfismo de repeticion +875 CAn mostré
que los pacientes con SMD homocigotas para el alelo 12 CA presentaron una edad
menor (61 vs. 66 afos; p=0,050) y un recuento de neutréfilos inferior (1164 vs.
1791/uL; p=0,019), al diagnéstico (Tabla 14). En el andlisis del SNP +874 A/T fueron
encontradas las mismas asociaciones en los pacientes con genotipo T/T, debido al
fuerte desequilibrio de ligamiento entre los alelos +874T y 12 CA (D’=0,99).

En el estudio del SNP -174 G/C del gen IL6, los pacientes con genotipo G/G, asociado
a alta produccién de /L6, mostraron un grado de anemia mas severa (8,7 vs. 10,0 g/dL;
p=0,007), con un mayor riesgo de presentar niveles de hemoglobina <8 g/dL (12/25,
48% vs. 9/61, 15%; p=0,002, OR: 5,333), al diagnostico (Tabla 14).

En cuanto a los polimorfismos del gen TGFB1, cada uno de los SNPs, +869 C/T y
+915 G/C, mostraron asociaciones con diferentes variables: recuento de neutrdfilos y
plaquetas, respectivamente (Tabla 15). El andlisis de la combinatoria de los SNPs
+869 C/T - +915 G/C mostr6 que las relacionadas a menor produccién de esta
citoquina (intermedia + baja) se asocié con un recuento de plaquetas inferior (100500
vs. 142500/uL; p=0,011), al diagnéstico, potenciando el resultado obtenido para el
SNP +915 G/C en forma individual (Tabla 15).

Dentro de la poblacién de SMD, 5 pacientes fueron clasificados como Sindrome 5g-, y
debido a que este sindrome se caracteriza por el elevado recuento de plaguetas
(mediana de plaquetas de los 5 pacientes con Sindrome 5g-: 400000/uL), estos
pacientes fueron excluidos al analizar este parametro clinico.

De igual manera que en el andlisis de la AA, se evaluaron diferentes combinaciones
de genotipos, a fin de establecer si alguna en particular contribuye a las asociaciones
descriptas en el analisis individual de cada polimorfismo.

Una de las combinaciones de interés involucra a los SNPs -308 G/A del gen TNFy -
174 G/C del gen /L6, debido a que ambos presentaron una importante asociacién con
el nivel de hemoglobina al diagnéstico. Este andlisis mostré que los pacientes con los
genotipos que combinan mayor produccién de TNF (A/A+G/A) e IL6 (G/G) presentaron
niveles de hemoglobina mas bajos respecto a aquellos pacientes que no portan el
genotipo asociado a mayor produccién de /L6 (Figura 22 A). Ademas, esta
combinacion fue mas frecuente principalmente entre pacientes que presentaron un
nivel de hemoglobina <8 g/dL. Mientras que, la combinacién contraria, genotipo de
baja produccion de TNF e IL6, mostré una frecuencia mayor en pacientes con niveles
de hemoglobina >8 g/dL, al diagnéstico (Figura 22 B). El gréafico de correspondencia

simple muestra que la presencia de ambos genotipos de alta produccion se asocia con
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hemoglobinas <8g/dL (Figura 22 C). Con lo cual, la combinacion de los genotipos de
TNF e IL6 son los que principalmente contribuyen a las diferencias observadas en el
nivel de hemoglobina al diagnéstico en los pacientes con SMD.

Figura 22: Combinacién de genotipos correspondiente a los polimorfismos en los
genes TNF e IL6y su relacion con el nivel de hemoglobina
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Andlisis de la combinacion de genotipos correspondiente a los SNPs -308 G/A del gen TNFy -174 G/C del
gen IL6 (TNF_IL6) y su relacién con el nivel de hemoglobina al diagnéstico en los pacientes con SMD. (A)
Gréfico y tabla mostrando las medias + DE para cada grupo de pacientes. T ANOVA, método de
comparacién test de Tukey-Cramer. (B) Grafico de barras indicando las frecuencias absolutas (n) y las
frecuencias relativas (%) para cada grupo de pacientes. ¥ Test Chi-cuadrado. (C) Analisis de
correspondencia simple representando las relaciones entre las diferentes categorias de las dos variables
estudiadas. a: alta; i: intermedia; b: baja, respecto de la combinaciéon TNF_IL6.

Por otro lado, se analizé la combinacién que incluye también al SNP -308 G/A del gen
TNF y la combinatoria de los SNPs asociados a una expresioén diferencial de TGFB1,
debido a la asociacion con el recuento de plaquetas. En este caso, las combinaciones
de genotipos no mostraron diferencias significativas con respecto al recuento de
plaquetas al diagnéstico. Una cuestién importante a tener en cuenta es la limitacién en
el nimero de pacientes incluidos en el analisis, debido a que los polimorfismos en los
genes IL6 y TGFBT1 fueron estudiados en una casuistica menor.
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El resto de las combinaciones posibles no mostraron ninguna contribuciéon y/o

asociacion con las caracteristicas clinicas evaluadas.

2.3.2.2. Asociacion con caracteristicas clinicas relacionadas con seguimiento y
evolucién de la enfermedad

Se evaluaron parametros clinicos que caracterizan el curso de la enfermedad en los
pacientes con SMD, incluyendo la necesidad de requerir transfusiones, la evolucién a

LMA y la sobrevida, en relacion a la presencia de los polimorfismos estudiados.

El analisis mostr6 que los pacientes con genotipo A/A+G/A, asociado a mayor
expresion de TNF, presentaron un riesgo incrementado de requerir transfusiones
durante el seguimiento (25/32, 78% vs. 46/91, 50,5%; p=0,007, OR: 3,494) (Tabla 16),
lo cual es consistente con la asociacién encontrada entre el alelo -308A y un grado de
anemia y plaquetopenia mas severa (Tabla 15). Ademas, estos pacientes mostraron
una tendencia de mayor sobrevida libre de evolucion a LMA (p=0,076) (Figura 23 A) y
un riesgo menor de muerte relacionada a la progresiéon leucémica (3/15, 20% vs.
30/52, 58%; p=0,017, OR: 0,183) (Tabla 16).

Por otro lado, el analisis del SNP +915 G/C mostrd una asociacién entre los genotipos
G/C+C/C de menor produccién de TGF-B1 y una menor sobrevida (18,6 vs. 39,6
meses; p=0,036) (Tabla 16; Figura 23 B). Esta asociacidén se pierde al analizar este
polimorfismo combinado con el SNP +869 C/T.

Figura 23: Analisis de los polimorfismos en los genes TNFy TGFB1 y su relacién con

la sobrevida libre de evolucion a LMA y la sobrevida global
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Curvas segun Kaplan-Meier: (A) Sobrevida libre de evolucién a LMA con respecto al SNP -308 G/A del
gen TNF (131 pacientes). (B) Sobrevida global con respecto al SNP +915 G/C del TGFB1 (75 pacientes).

El resto de los polimorfismos no presentaron diferencias estadisticamente

significativas con respecto a estos parametros analizados (Tabla 16).
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Tabla 14: Caracteristicas clinicas al diagnéstico de los pacientes con SMD en relacién a la presencia de los polimorfismos -308 G/A
(TNF), +875 CAn (IFNG), agrupado de acuerdo a la presencia del alelo 12 CA, y -174 G/C (IL6)

SNP -308 G/A (TNF)

Polimorfismo +875 CAn (IFNG)

12/no-12CA + no-

Valor

SNP -174 G/C (IL6)

A/A+G/A (a) G/G (b) Valor p 1212CA (@) 1510012 CA (irb) e G/G (a) G/C+C/C (i+b) Valor p
Edad (afos)
Media + DE 57 + 20 64+ 14 57+ 16 63+ 16 60+ 17 64+ 15
Mediana (rango) 63 (14-87) 66 (21-89) 0,101 61 (21-84) 66 (14-89) 0,050 62 (21-82) 67 (21-86) 0,325
Relacion de géneros
Masculino/femenino 16/17 55/43 0,545 11/11 59/50 0,816 11/14 35/26 0,342
Nivel de Hb (g/dL)
Media + DE 85+23 97+22 0,009° 9,7+28 93£22 0,492 87+25 10,0+1,8 0,007
Mediana (rango) 8,7 (4,4-13,4) 9,7 (4,6-14,8) 9,7 (4,4-14,8) 9,4 (4,5-14,2) 8,9 (5,0-13,8) 9,8 (5,0-13,8)
<8 15 (45%) 23 (24%) 0,026* 6 (27%) 32 (27%) 1 000t 12 (48%) 9 (15%) 0,002
>8 18 (55%) 74 (76%) OR:2,681 16 (73%) 77 (73%) ’ 13 (52%) 52 (85%) OR:5,333
Recuento de Pq (/pL)*
Media + DE 122581 + 122582 166564 + 123583 111925 + 58381 162024 + 132600 148460 + 135749 160850 + 122420
Mediana 90000 138000 0,004" 116500 132500 0,388" 123000 130000 0,273
(rango) (8500-482000) (10000-600000) (10000-650000)  (5000-600000) (8500-587000) (10000-600000)
<50000 11 (35%) 14 (15%) 0,019" 4 (20%) 22 (21%) 1 000t 7 (28%) 9 (15%) 0203
250000 20 (65%) 80 (85%) OR:3,143 16 (80%) 84 (79%) ' 18 (72%) 51 (85%) '
Recuento de N (/uL)
Media + DE 2205 + 1939 2067 + 1563 1422 + 957 2247 +1734 2251 + 2135 2047 + 1602
Mediana (rango) 1763 (372-10200) 1710 (117-9044) 0,966 | 1164 (372-4510) 1791 (117-10200) 0,079' | 1849 (418-9044) 1575 (117-10200) 0,875
<800 17 (51%) 18 (19%) N 7 (32%) 15 (14%) 7 (28%) 9 (15%) "
=800 16 (49%) 79 (81%) 0,795 15 (68%) 93 (86%) 0,059" 18 (72%) 52 (85%) 0,221
Blastos en MO (%)
Media + DE 41156 3,7+5,1 42162 3,7£5,0 3,8+5,1 48+58
Mediana (rango) 2,0 (0,0-17,0) 1,0 (0,0-17,5) 0,803" 1,0 (0,0-17,0) 1,5 (0,0-17,5) 0,831" 1,0 (0,0-17,0) 2,0 (0,0-17,0) 0,601"
<5 24 (73%) 69 (69%) 15 (68%) 60 (57%) 17 (68%) 38 (62%)
=5 9 (27%) 30 (31%) 0827 7 (32%) 45 (43%) 0,803" 8 (32%) 23 (38%) 0,805"
Cariotipo, n (%)
Normal 14 (44%) 52 (57%) 0,220 10 (50%) 55 (54%) 0,810 14 (58%) 34 (59%) 1,000
Anormal 18 (56%) 39 (43%) 10 (50%) 47 (46%) 10 (42%) 24 (41%)

a: alta; i: intermedia; b: baja; DE: desvio estandar; Hb: hemoglobina; Pq: plaquetas; N: neutréfilos; MO: médula ésea. *5 pacientes clasificados como Sindrome 5¢-
fueron excluidos del andlisis debido a su elevado recuento de plaquetas. T Testde Mann-Whitney, * test Exacto de Fisher, § test de t; OR: Odds ratio.
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Tabla 15: Caracteristicas clinicas al diagnéstico de los pacientes con SMD en relaciéon a la presencia de los polimorfismos del gen
TGFB1, +869 C/T, +915 G/C y la combinatoria de ambos SNPs

SNP +869 C/T (TGFB1) SNP +915 G/C (TGFB1) Combinatoria de ambos SNPs (TGFB1)
/T (a) T/C+C/C (i+b) V%Or G/G (a) G/C+C/C (i+b) Vj}"’r Alta '”terg;'ja:'a ' Valorp
Edad (afos)
Media + DE 64 £17 6316 64 16 61+18 65+ 17 58 £17
Mediana (rango) 69 (21-87) 65 (21-86) 0,542" 68 (21-87) 68 (21-79) 0,753 68 (21-87) 57 (21-79) 0,085
Relacion de géneros
Masculino/femenino 1012 31/21 0,798 34/28 9/4 0,377 28/21 11/5 0,559
Nivel de Hb (g/dL)
Media + DE 9,5+2,1 9,5+2,1 0,965° 9,5+2,2 9,0 £2,4 0,412 9,6+2,1 9,6+2,2 0,965°
Mediana (rango) 9,8 (5,0-13,4) 9,5 (5,0-13,8) 9,7 (5,0-13,8) 8,1 (4,4-13,4) 9,7 (5,0-13,8) 9,1 (5,0-13,4)
<8 6 (27%) 14 (27%) 16 (26%) 6 (46%) 13 (27%) 3 (19%) "
>8 16 (73%) 38 (73%) 1,000 66 (74%) 7 (54%) 0,183" 36 (73%) 13 (81%) 0,741
Recuento de Pq (/pL)*
Media + DE 160762 + 100283 153049 + 123715 171336 £ 124349 102461 + 94804 179896 + 125535 96844 + 64928
Mediana 152000 127500 0,599" 138000 77000 0,048 142500 100500 0,011
(rango) (10000-350000) (8500-587000) (8500-587000) (15000-369000) (10000-587000)  (8500-243000)
<50000 2 (9%) 12 (24%) 0.204" 9 (15%) 5 (38%) 0.065" 5 (11%) 6 (38%) 0,022
250000 19 (91%) 39 (76%) g 52 (85%) 8 (62%) g 43 (87%) 10 (62%) OR:0,194
Recuento de N (/uL)
Media + DE 1553 + 1284 2311 + 2037 2173 £ 2003 1891 + 1423 2206 + 2135 1996 + 1331
Mediana (rango) 1140 (180-5220) 1637 (117-10200)  0,048' | 1500 (117-10200) 1443 (380-5150) 0,828" | 1505 (117-10200) 1366 (754-5150) 0,873
<800 8 (36%) 7 (13%) + 13 (21%) 3 (23%) 11 (22%) 2 (12%)
2800 14 (64%) 45 (84%) 0,054 49 (79%) 10 (77%) 1,000 38 (78%) 14 (88%) 0,386"
Blastos en MO (%)
Media + DE 6,0 £6,0 42+55 47+56 7,5+6,1 48+58 6,0£6,0
Mediana (rango) 4,5 (0,0-17,0) 1,0 0,(0-17,0) 0,138 2,5 (0,0-17,0) 6,0(0,0-17,00  0,7717 | 3,0 (0,0-17,0) 5,0 (0,0-17,0) 0,427
<5 11 (50%) 35 (67%) 39 (63%) 4 (31%) + 31 (63%) 7 (44%)
>5 11 (50%) 17 (33%) 0,195 23 (32%) 9 (69%) 0,061 18 (37%) 9 (56%) 0,243
Cariotipo, n (%)
Normal 13 (62%) 28 (55%) 0,613" 32 (53%) 7 (70%) 0,495" 28 (58%) 8 (53%) 0,772
Anormal 8 (38%) 23 (45%) 28 (47%) 3 (30%) 20 (42%) 7 (47%)

a: alta; i: intermedia; b: baja; d.e.: desvio estandar; Hb: hemoglobina; Pq: plaguetas; N: neutréfilos; MO: médula ésea. *5 pacientes clasificados como Sindrome 5¢-
fueron excluidos del andlisis debido a su elevado recuento de plaquetas. T Test de Mann-Whitney, ¥ test Exacto de Fisher, % test de t; OR: Odds ratio.
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Tabla 16: Caracteristicas clinicas de los pacientes con SMD relacionadas con el seguimiento y la evolucion de la enfermedad en relacion
a la presencia de los polimorfismos en genes de citoquinas

A/A+AIG

SNP -308 G/A (TNF)

Polimorfismo +875 CAn (IFNG)

12/no-12CA + no-

SNP -174 G/C (IL6)

@ G/G (b) Valor p 1242CA (@) (om0 120A (ap)  VAIOTP G/G (a) G/C+C/C (i+h)  Valorp
Requerimiento transfusional, n (%)
Si 25 (78%) 46 (51%) 0,007 11 (61%) 60 (57%) 0.805" 15 (60%) 27 (49%) 0.470"
No 7 (22%) 45 (49%) OR:3,494 7 (39%) 45 (43%) g 10 (40%) 28 (51%) g
Evolucion a LMA
25% (meses) n.a. 232 0,076 13,6 46,5 0,420 222 26,0 0,841*
Causas de muerte, n (%)
Relacionadas a LMA 3 (20%) 30 (58%) 0,017 7 (50%) 25 (47%) 1 ood 6 (60%) 18 (47%) 0.724"
Otras causas 12 (80%) 22 (42%) OR:0,183 7 (50%) 28 (53%) g 4 (40%) 20 (53%) g
Sobrevida
Mediana (meses) 39,7 57,7 0,350 26,8 57,7 0,938 59,5 38,8 0,165
SNP +869 C/T (TGFB1) SNP +915 G/C (TGFB1) Combinatoria de ambos SNPs (TGFB1)
TT(@ /GG Valor p G/G(a)  G/C+C/C(i+b)  Valorp Alta Intermedia + o100
(i+b) baja
Requerimiento transfusional, n (%)
Si 8 (42%) 31 (62%) ; 31 (54%) 9 (69%) + 22 (50%) 11 (69%) +
No 11 (58%) 19 (38%) 0.177 26 (46%) 4(31%) 0.371 22 (50%) 5 (31%) 0,248
Evolucion a LMA
25% (meses) 222 23,2 0,418 23,2 14,2 0,317 23,2 12,8 0,610
Causas de muerte, n (%)
Relacionadas a LMA 8 (57%) 13 (48%) N 17 (49%) 5 (56%) " 14 (48%) 6 (60%) +
Otras causas 6 (43%) 14 (52%) 0,744 18 (51%) 4 (44%) 1,000 15 (52%) 4 (40%) 0.716
Sobrevida
Mediana (meses) 30,4 55,5 0,435 39,6 18,6 0,036% 38,8 25,4 0,543

a: alta; i: intermedia; b: baja; LMA: Leucemia Mieloide Aguda; n.a.: no alcanzan. T Test Exacto de Fisher, * Test segun Kaplan-Meier y test de log-Rank, OR: Odds ratio.
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Resultados — Capitulo 2: Analisis de
expresion génica
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Analisis de expresion génica

1. Optimizacion de los parametros de la PCR cuantitativa en tiempo real

La determinacion de los niveles de expresién de un ARN mensajero (ARNm) de
interés requiere la puesta a punto de las condiciones 6ptimas de la PCR cuantitativa
en tiempo real (QPCR), las cuales incluyen la utilizacion de primers especificos
adecuados y el ajuste de las condiciones tanto de reaccion como de ciclado. La
optimizacién consiste en hacer que las variaciones normales de la prueba no causen
efectos importantes sobre las determinaciones realizadas. Los criterios mas
importantes para la optimizacion son la eficiencia, la sensibilidad, la reproducibilidad y
la especificidad de la gPCR.

1.1. Eficiencia de amplificacion y sensibilidad de la gPCR

Las eficiencias de amplificacién de las gPCRs de los genes target y del gen
housekeeping, la cual resulta especifica del par de primers y de las condiciones
utilizadas, se determinaron a partir de la realizaciéon de una curva estandar para cada

uno de ellos.

A fin de lograr curvas que permitan la cuantificacion relativa en un rango dinamico
adecuado, inicialmente se evalué la expresion de cada gen target mediante qPCR en
diferentes condiciones de cultivo: a distintos tiempos de estimulacién (2, 4, 6 y 8 hs.)
con el agregado de LPS y sin estimulacion (ver Materiales y métodos seccién 5.2).
Para la construccién de la curva estandar, se opt6 por trabajar con el ADNc del cultivo
que present6 el menor valor de Ct para cada gen target (Figura 24 A). A partir de esta
muestra, se realizaron diluciones seriadas 1/5 del ADNc y se amplific6 cada punto de
la curva por duplicado (Figura 24 B). El valor de la pendiente de la recta resultante se
determiné graficando los valores de Ct versus el logaritmo de la concentracion
(dilucion del ADNc) (Figura 24 C). La eficiencia de amplificacion se calculé a partir de

-1/pendiente

la ecuacién E = 10

En la Tabla 17 se muestran los valores de eficiencia obtenidos a partir de las curvas
estandar realizadas para cada gen target y el gen housekeeping. Ademas, la
realizacién de las curvas estandar también permitio determinar la sensibilidad limite o
limite de deteccién (cantidad minima de ADNc detectable) para cada uno de los genes
estudiados.
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Figura 24: Curva estandar para el célculo de la eficiencia de la reacciéon de gPCR

(A | Menor B (&)

Ct: 8 hs.

€ .

Determinacion de la eficiencia de amplificaciéon de la gPCR a partir de la realizacién de una curva
estandar. (A) Evaluacion de la expresién génica de cada gen target mediante gPCR en diferentes
condiciones de cultivo (ejemplo: gen IFNG). (B) Diluciones seriadas 1/5 del ADNc y amplificacién de cada
punto de la curva por duplicado. (C) Grafico de los valores de Gt versus el logaritmo de la concentracion
(dilucién del ADNc).

1.2. Reproducibilidad de la qPCR: variacion intra- e inter-ensayo

Los pasos realizados para el analisis mediante gPCR, desde el procesamiento de la
muestra hasta la deteccién final de los productos, influyen en la reproducibilidad del
ensayo. Este parametro evalla la capacidad de una prueba para obtener iguales
resultados a partir de mediciones de una misma muestra. Para confirmar la
reproducibilidad de las qPCRs, la variacién intra-ensayo se determiné a partir de los
valores de Ct obtenidos por duplicado de una diluciéon correspondiente a la curva
estandar para cada gen. Mientras que, la variacién inter-ensayo se investigo
evaluando los valores Ct promedios de una dilucién, a partir de tres curvas estandar
independientes realizadas para cada gen. La variabilidad intra- e inter-ensayo se
estimé mediante el coeficiente de variacién (CV) de los valores Ct, el cual se utiliza
habitualmente como un indicador de la reproducibilidad de una prueba (Tabla 17).

1.3. Especificidad de la qPCR

Cuando se utilizan colorantes fluorescentes, como Eva Green o SYBR Green, en la
metodologia de qPCR, debe considerarse que estos colorantes se intercalan
cuantitativamente en cualquier especie de ADN doble cadena. Por lo tanto, al unirse al
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total de acidos nucleicos en la reacciéon de gPCR, emiten una sefal luminosa tanto
para productos especificos como para aquellos que no lo son, incluyendo los dimeros
de primers. Para comprobar que el producto amplificado que prevalece es el producto
PCR especifico para cada gen estudiado, se analizaron cualitativamente las curvas de
desnaturalizacién o curvas de melting (Melting curves). Este andlisis permite que los
productos no especificos puedan ser discriminados de los amplicones especificos. Las
curvas de melting son caracteristicas de cada producto PCR especifico y depende de
su longitud, de su secuencia de bases y de su contenido de GC. Todas las reacciones
de gPCR presentaron un pico Unico en la curva de melting (Figura 25 A), lo cual
garantizé la especificidad de la amplificacién. Ademas, para complementar el analisis,
los productos de cada reaccion de gPCR fueron sometidos a una electroforesis en gel
de agarosa al 2% p/v y BrEt a 0,25 ug/mL, el cual se revel6 observando la
fluorescencia producida en un transiluminador UV, obteniéndose para todos los genes
bandas Unicas de amplificacion (Figura 25 B).

Figura 25: Especificidad de la gPCR

(A) (B) T x
| § « ¢, & § ¢t 8 &8
M & & § 3 R m ¢ & § & &

Determinacion de la especificidad de la reaccion de qPCR. (A) Andlisis cualitativo de las curvas de
desnaturalizacién o curvas de melting, donde la presencia de un pico Unico garantiza la especificidad de
la amplificacién. (B) Electroforesis en gel de agarosa de los productos obtenidos en cada reaccién de
qPCR. M: marcador de peso molecular.

2. Validacién del modelo de cuantificacion: el método comparativo 2

Para validar la cuantificacién relativa de la expresion génica obtenida mediante el

método comparativo 24

, se verificd que la eficiencia de la reaccion de qPCR sea
optima y que la eficiencia de amplificacion de cada gen targety del gen housekeeping

sean iguales (Livak y Schmittgen, 2001; Schmittgen y Livak, 2008).
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2.1. Eficiencias de amplificacion

La eficiencia de amplificaciéon de la qPCR para cada gen target y el gen housekeeping
se determiné a partir de la realizacién de una curva estandar (ver Materiales y
métodos seccion 5.2). Se establecieron como éptimos aquellos valores de eficiencia
dentro de un rango considerando un 10% de variabilidad a partir del valor maximo
(valor maximo: 1,0; rango de eficiencias éptimas: 0,90-1,10) (Tabla 17). Ademas, se
evalud que los criterios de sensibilidad, reproducibilidad y especificidad de la reaccién
de gPCR sean los adecuados para la aplicacion de esta metodologia, como se
especificé anteriormente.

Tabla 17: Valores de €ficiencias y reproducibilidad de las gPCRs

o eemor IS R
GAPDH' 0,94 0,21% 0,30%
TNF 0,93 0,54% 0,70%
IL6 0,94 0,55% 0,62%
IFNG 0,98 0,19% 0,28%
TGFB1 0,98 0,38% 0,46%
GAPDH* 0,92 0,32% 0,40%
TBET 0,94 0,43% 0,52%
GATA3 0,94 0,39% 0,50%
RORyt 0,98 0,28% 0,36%
FOXP3 0,98 0,41% 0,62%

CV: coeficiente de variaciéon expresado como porcentaje.* Corresponde al valor de eficiencia promedio
obtenido a partir de tres curvas estandar independientes para cada gen. T Sistema Mezcla Real
(Biodynamics), * sistema SYBR Selected Master Mix (Applied Biosystem).

2.2. lgualdad en las eficiencias de amplificacion

Para verificar que las eficiencias de amplificacion del gen target y del gen
housekeeping sean iguales, se testeé cdémo varian los ACt en cada una de las
diluciones de las curvas estandar realizadas para cada uno de ellos. Se calcul6 el ACt
para cada punto de la curva, se realiz6 una regresion lineal verificando que la
pendiente de la recta resultante no sea estadisticamente diferente a cero (Figura 26).
Este resultado garantizé la igualdad en las eficiencias de las gPCR del gen target y
housekeeping, y la validacion de los resultados obtenidos mediante la aplicacion del
método de cuantificacion relativa 22",
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Figura 26: Verificacion de la

71 e 3 igualdad en las eficiencia de
8 X
" e o SR las gPCR

g 4 y =0,0036x + 6,1402
31 R?=0,0002 L . e
A Regresion lineal para verificar la
1. p=09799 igualdad en las eficiencias de las
" gPCRs de cada gen target y el
0 1 2 3 4 housekeeping.

log (factor de dilucion del ADNc)

3. Estudios de expresion génica en AA

La expresion de los genes que codifican citoquinas (TNF, IL6, IFNG y TGFBT) y
factores de transcripcion criticos en la diferenciacion de las células T (TBET, GATAS,
RORyt y FOXP3), relativa al gen housekeeping GAPDH, fue evaluada a partir de
muestras de SP en 34 pacientes con AA y 23 individuos controles.

La poblacion de AA presentdé una media de edad de 21 afos (+ DE: 18) con una
mediana de 14 anos (rango: 2-74), y una relacion de género masculino/femenino (M/F)
de 19/15: 1,3. La poblacién control presenté una media de edad de 35 anos (+ DE: 9)
con una mediana de 32 afios (rango: 25-56), y una relacion de género M/F de 10/13:
0,8. Se evaluaron los niveles de expresion génica en la poblacién total de AA vy,
también, se considerd la situacion de los pacientes al momento de la toma de la
muestra. Con respecto a esta situacién, 12 pacientes se encontraban bajo TIS, 13 sin
tratamiento (al diagnostico y/o citopénicos) y 6 en remisién (3 pacientes no
determinados). Dado que la TIS podria afectar los niveles de expresion de los genes
estudiados, principalmente disminuyendo el nivel de aquellos involucrados con un
perfil pro-inflamatorio, también fue realizado el mismo andlisis excluyendo los

pacientes que se encontraban bajo este tratamiento.

3.1. Niveles de expresion de los genes de citoquinas (TNF, IL6, IFNGy TGFB1)

3.1.1. Expresion génica de TNF e IL6

En la determinacién de la cuantificacién relativa de los genes TNF e IL6 se obtuvieron
tres tipos de muestras de acuerdo a las curvas de melting presentadas en cada caso:
(1) amplificaciéon sélo de producto especifico, (2) amplificacién de producto especifico
+ inespecifico y (3) ausencia de producto especifico [Figura 27 A y B, (i)]. Las
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muestras con presencia de producto especifico + inespecifico no pudieron ser
cuantificadas mediante esta metodologia debido a que su resultado se encuentra
sobre-estimado como consecuencia de la amplificacién del producto inespecifico.
Tampoco pudieron cuantificarse aquellas muestras con producto especifico no
detectable. Debido a esta dificultad en la cuantificacién, a partir de la curva estandar
de cada gen se logr6é determinar en qué dilucién la cantidad de transcripto disminuy6
en tal medida que el producto inespecifico comienza a interferir con la amplificacién
del producto de interés. Para el gen TNF el punto de corte fue definido en un valor de
cuantificacién relativa de 0,000080, y para el gen /L6 en un valor de 0,000028. Por lo
tanto, el andlisis fue realizado considerando 2 grupos de cuantificacién relativa
respecto al punto de corte definido para cada uno de los genes: superior [muestras (1)]

e inferior [muestras (2) y (3)].

Figura 27: Expresion génica de TNFe IL6

(A) TNF
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Resultados de la cuantificacion relativa de los genes TNF (A) e IL6 (B) en los pacientes con AA'y en los
controles normales (CN). (i) Determinacion del tipo de muestra de acuerdo a las curvas de melting
obtenidas en cada caso: (1) amplificacion sélo de producto especifico, (2) amplificacion de producto
especifico + inespecifico y (3) ausencia de producto especifico. (ii) Comparacién entre la poblacion total
de pacientes con AA y los CN. (iii) Comparacion considerando la situacion de los pacientes al momento
de la toma de la muestra. Los gréficos indican las frecuencias absolutas (n) y las frecuencias relativas
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como porcentajes para cada grupo analizado. T Test exacto de Fisher, * test Chi-cuadrado, OR: Odds
radio.

Como resultado del analisis del gen TNF se observé que la poblacién total de AA
presentd un porcentaje mayor de muestras con nivel de cuantificacion relativa superior
al punto de corte versus el grupo control (10/34, 29% vs. 1/23, 4%; p=0,037, OR:
9,167) [Figura 27 A, (ii)]. No se encontraron diferencias significativas con respecto a la
expresion génica de TNF al considerar la situacién de los pacientes al momento de la
toma de la muestra [Figura 27 A, (iii)]. Al excluir los pacientes bajo TIS, la poblacion de
AA también mostr6 un porcentaje mayor de muestras con nivel de cuantificacion
relativa superior al punto de corte versus los controles (7/22, 32% vs. 1/23, 4%; test
exacto de Fisher. p=0,022, OR: 10,267), manteniéndose el mismo resultado obtenido

al analizar la poblacion total de pacientes.

En cuanto al gen IL6, la poblacién total de AA no mostré diferencias significativas
respecto a los controles [Figura 27 B, (ii)], asi como tampoco al considerar la situaciéon
al momento de la toma de la muestra [Figura 27 B, (iii)]. Sin embargo, al excluir
aquellos pacientes que se encontraban bajo TIS, el porcentaje de muestras con
niveles de cuantificacién relativa superior al punto de corte fue mayor en AA versus el
grupo control (7/22, 32% vs. 1/21, 5%; test exacto de Fisher. p=0,046, OR: 9,333),
indicando que la TIS podria disminuir los niveles del gen /L6 en los pacientes tratados.

Finalmente, considerando en el analisis la expresion de ambos genes (Figura 28), los
pacientes con AA son los que presentaron un porcentaje mayor de muestras que
involucran un nivel de cuantificaciéon relativa superior al punto de corte para TNF y/o
IL6 versus el grupo control (15/34, 45% vs. 2/21, 10%,; test exacto de Fisher: p=0,015,
OR: 7,500).

Figura 28: Expresion génica de TNF
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analizado. T Test Chi-cuadrado.
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Estos resultados reflejarian un estado pro-inflamatorio que predomina en la poblacién
de AA, con niveles de expresion génica de TNF e IL6 incrementados, lo cual podria
contribuir a la supresién hematopoyética.

3.1.2. Expresion génica de IFNGy TGFB1

Los resultados obtenidos para el gen IFNG no mostraron diferencias significativas en
cuanto a los niveles de expresion entre los pacientes con AA versus los controles; asi
como tampoco al considerar la situacién de los pacientes al momento de la toma de la
muestra [Figura 29 A, (i) y (ii)]. Estos resultados no se modificaron al excluir los
pacientes que se encontraban bajo TIS (0,00286 vs. 0,00347; test de Mann-Whitney:
p=0,196).

Figura 29: Expresion génica de IFNGy TGFB1
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Resultados de la cuantificacién relativa del gen IFNG (A) y TGFB1 (B) en los pacientes con AA y en los
controles normales (CN). (i) Comparacién entre la poblacion total de pacientes con AA y los CN. (ii)
Comparacion considerando la situacién de los pacientes al momento de la toma de la muestra. Los
gréficos indican el valor correspondiente a la mediana (raya) y la media (punto) + DE para cada grupo. T
Test de Mann-Whitney, * test de Kruskal-Wallis (valores de medianas con una letra comin no son
significativamente diferentes: p>0,05).
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El analisis de la cuantificacién relativa del gen TGFB1 mostré una disminucion
significativa en los niveles de expresion de esta citoquina en la poblacion total de AA
versus el grupo control (p<0,001) [Figura 29 B, (i)]. Esta diferencia se mantuvo al
considerar la situacién de los pacientes al momento de la toma de la muestra
(p=0,005) [Figura 29 B, (ii)]. La poblacion de AA también mostré niveles de
cuantificacién relativa inferiores respecto a los controles (0,02978 vs. 0,04196; test de
Mann-Whitney: p<0,001) al excluir los pacientes bajo TIS.

Los niveles génicos de IFNG, una tipica citoquina pro-inflamatoria Th1, no mostraron
un aumento en la poblacién de AA. Sin embargo, la disminucién de TGFB1 podria
reflejar anormalidades en el subset de linfocitos Treg, principalmente de los iTreg, por
su necesidad de requerir TGF-B1 para su diferenciacion a nivel periférico.

3.1.3. Expresion plasmatica de las citoquinas TNF-a, IL-6 e IFN-y

Para complementar los resultados de expresién a nivel de ARNm de los genes TNF,
IL6 € IFNG se determinaron los niveles plasmaticos de estas citoquinas en muestras

de SP de 15 pacientes con AA y 9 individuos controles.

Los resultaron arrojaron que los pacientes con AA presentaron niveles plasmaticos de
IL-6 incrementados respecto a la poblacion control (6,59 pg/mL vs. niveles no
detectables; test de Mann-Whitney: p=0,006), observandose para TNF-a la misma
tendencia (31,35 vs. 28,71 pg/mL; test de Mann-Whitney: p=0,086). Con respecto a los
niveles plasmaticos de IFN-y, las diferencias encontradas entre la poblacion de AA y
los controles no fueron estadisticamente significativas (18,34 vs. 13,33 pg/mL; test de
Mann-Whitney: p=0,890).

Si bien la determinacion de estas citoquinas en plasma fue realizada en una serie
menor de pacientes y controles, los resultados son consistentes con los obtenidos a

nivel de expresion génica.

3.2. Niveles de expresion génica de los factores de transcripcion (TBET, GATA3,
RORyty FOXP3)

3.2.1. Expresion génica de TBET, GATA3, RORyty FOXP3

Los genes TBET y GATA3, los cuales codifican los factores de transcripcion
“reguladores maestros” de los linajes Th1 y Th2, respectivamente, no mostraron
diferencias significativas en cuanto a sus niveles de expresion entre la poblacién de
AA versus los controles [Figura 30 A y B, (i)]; asi como tampoco al considerar la
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situacién de los pacientes al momento de la toma de la muestra [Figura 30 A y B, (ii)].
Estos resultados no se modificaron al excluir los pacientes que se encontraban bajo
TIS (TBET: 0,00712 vs. 0,00832, y GATA3: 0,01753 vs. 0,01190; test de Mann-
Whitney: p=0,374y p=0,880, respectivamente).

Figura 30: Expresién génica de TBETy GATA3
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Resultados de la cuantificacion relativa de los genes TBET (A) y GATAS (B) en los pacientes con AAy en
los controles normales (CN). (i) Comparacién entre la poblacién total de pacientes con AA y los CN. (ii)
Comparacion considerando la situacién de los pacientes al momento de la toma de la muestra. Los
gréficos indican el valor correspondiente a la mediana (raya) y la media (punto) + DE para cada grupo. t
Test de Mann-Whitney, * test de Kruskal-Wallis (valores de medianas con una letra comdn no son
significativamente diferentes: p>0,05).

Como resultado de la cuantificacion relativa del gen RORyt, factor de transcripcion
responsable de la diferenciacion del linaje Th17, se encontré6 una disminucion
significativa en sus niveles de expresién al comparar la poblacién total de AA versus el
grupo control (p<0,001) [Figura 31 A, (i)]. Esta diferencia también fue observada al
considerar la situacién de los pacientes al momento de la toma de la muestra, donde el
grupo de pacientes bajo TIS y el grupo en remisién fueron los que presentaron los
niveles menores de este gen (p<0,007) [Figura 31 A, (ii)]. Al excluir los pacientes bajo
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TIS, la poblacion de AA también mostré niveles de cuantificacién relativa inferiores
respecto a los controles (0,00261 vs. 0,00891; test de Mann-Whitney: p<0,001).

Asimismo, la poblacién total de AA present6 niveles de expresion génica disminuidos
de FOXP3, el factor de transcripcién critico en la diferenciacion de las células Treg,
respecto al grupo control (p=0,005) [Figura 31 B, (ii)]; siendo los pacientes bajo TIS los
gue mostraron el menor nivel de expresion de este gen (p=0,008) [Figura 31 B, (ii)].
Debido a esto, al excluir los pacientes bajo TIS, sélo se observa una tendencia hacia
menores niveles de FOXP3 en los pacientes remanentes con AA (0,00576 vs.
0,01226; test de Mann-Whitney: p=0,086).

Figura 31: Expresion génica de RORyty FOXP3
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Resultados de la cuantificacion relativa de los genes RORyt (A) y FOXP3 (B) en los pacientes con AA'y en
los controles normales (CN). (i) Comparacién entre la poblacion total de pacientes con AA y los CN. (ii)
Comparacion considerando la situacién de los pacientes al momento de la toma de la muestra. Los
graficos indican el valor correspondiente a la mediana (raya) y la media (punto) + DE para cada grupo. T
Test de Mann-Whitney, * test de Kruskal-Wallis (valores de medianas con una letra comdn no son
significativamente diferentes: p>0,05).

La evaluaciéon de los niveles de expresion génica de los factores de transcripcion
TBET y GATAS3 involucrados en la diferenciacion de las respuestas efectoras Th1 y
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Th2, respectivamente, no mostraron un aumento en la poblacion de AA. Sin embargo,
la disminucién de FOXPS3 reflejaria una desregulacion en el desarrollo y/o funcién del
subset de linfocitos Treg. Asimismo, tanto la disminucion de FOXP3 como RORyt,
podrian estar relacionadas con la disminucion de TGFB1, ya que el desarrollo de
ambos linajes (iTreg y Th17) requieren de la sefializacion via TGF-B1 para inducir su
diferenciacion. Debido a que los linfocitos Treg ejercen funciones inmunosupresoras
que contrarrestan las respuestas efectoras, su desregulacién podria contribuir al
componente autoinmune evidenciado en la fisiopatologia de la AA.

3.2.2. Relacion entre la expresion génica de TBET, GATA3, RORyty FOXP3

Al evaluar la relacion del nivel de expresion génica entre los factores de transcripcién
TBET, GATA3 y RORyt, podemos describir el balance entre las diferentes respuestas
efectoras (Th1, Th2 y Th17, respectivamente) (Figura 32 A).

La relacion TBET/GATAS3 no mostré diferencias significativas al comparar la poblacion
total de AA versus el grupo control (Figura 32 A); asi como tampoco al considerar la
situacién de los pacientes al momento de la toma de la muestra (test de Kruskal-
Wallis: p=1,000) y al excluir los pacientes bajo TIS (0,41 vs. 0,49; test de Mann-
Whitney: p=0,615). Sin embargo, las relaciones TBET/RORyt y GATA3/RORyt
mostraron un aumento significativo en la poblacion de AA (p=0,004 y p=0,003,
respectivamente) (Figura 32 A). Esta diferencia no fue observada al considerar la
situacién de los pacientes al momento de la toma de la muestra (test de Kruskal-
Wallis: p=1,000 y p=0,792, respectivamente). Al excluir los pacientes bajo TIS, la
poblacién de AA también mostré un aumento significativo en estas relaciones respecto
a los controles (TBET/RORyt. 2,57 vs. 1,21, y GATA3/RORyt. 7,39 vs. 3,18; test de
Mann-Whitney: p=0,012y p=0,001, respectivamente).

Para describir el balance entre cada respuesta efectora (Th1, Th2 y Th17) y la
respuesta regulatoria, se evaluaron las relaciones de los niveles de expresién entre
cada factor de transcripcion (TBET, GATA3 y RORyt, respectivamente) y FOXP3
(Figura 32 B).

La poblacién total de AA present6 relaciones TBET/FOXP3 y GATA3/FOXP3
aumentadas con respecto a los controles (p=0,014 y p=0,023, respectivamente), no
mostrando diferencias en cuanto a la relacion RORyt/FOXP3 (Figura 32 B). Al
considerar la situacién de los pacientes al momento de la toma de la muestra, las
relaciones TBET/FOXP3, GATA3/FOXP3 y RORyt/FOXP3 no mostraron diferencias
significativas (test de Kruskal-Wallis: p=0,1305, p=0,084 y p=0,177, respectivamente).
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En cuanto que, al excluir los pacientes bajo TIS las diferencias observadas entre la
poblacién de AA vy los controles no fueron estadisticamente significativas
(TBET/IFOXP3: 0,71 vs. 0,56, GATA3/FOXP3: 1,90 vs. 1,11, y RORyt/ FOXP3: 0,23 vs.
0,48; test de Mann-Whitney: p=0,277, p=0,234 y p=0,067, respectivamente).

Figura 32: Relacién entre la expresion génica de TBET, GATA3, RORyty FOXP3
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Relacién entre los niveles génicos de TBET, GATA3, RORyty FOXP3. (A) Evaluacion del balance entre
las diferentes respuestas efectoras. Comparacion de las relaciones TBET/GATA3, TBET/RORyt y
GATAG3/RORyt entre los pacientes con AA y los controles normales (CN). (B) Evaluacion del balance entre
las respuestas efectoras y la respuesta regulatoria. Comparacién de las relaciones TBET/FOXP3,
GATA3/FOXP3 y RORyt/FOXP3 entre los pacientes con AA y los CN. Los graficos indican el valor
correspondiente a la mediana (raya) y la media (punto) = DE para cada grupo. T Test Mann-Whitney.

Los niveles génicos de TBET y GATAS3 presentaron una correlacion positiva
significativa tanto en la poblacién de pacientes con AA como en los controles normales
(Figura 33 A). También fue observada una correlacién positiva significativa entre los
niveles de expresion génica de GATA3 y FOXP3 en los pacientes y el grupo control
(Figura 33 B). El resto de los factores de transcripcién no mostraron asociaciones o

covariaciones significativas entre sus niveles de expresion génica.
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Figura 33: Correlaciones significativas entre la expresion génica de TBET, GATA3 y
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Relacién entre los niveles génicos de TBET, GATA3y FOXP3. (A) Correlaciéon entre TBET y GATAS3. (B)
Correlacién entre GATA3y FOXP3. Los graficos de dispersién muestran la asociacién entre los niveles de
expresién de los genes analizados en la poblacion de AA y en los controles normales (CN), indicando el
correspondiente ajuste de los datos a una recta. rs: coeficiente de correlacion, T Correlacién de Spearman.

La descripcién del balance entre los diferentes factores de transcripcion muestra una

prevalencia de las respuestas efectoras Th1 y Th2 en los pacientes con AA, sobre la

respuesta Th17, por defecto de la expresion génica de RORyt. Ademas, se describe

una relacion inversa entre las respuestas efectoras (Th1 y Th2) y Treg en la poblacion

de AA, como consecuencia de la disminucién significativa de los niveles de expresion

génica de FOXP3. Estos resultados proporcionan evidencia de que una deficiencia en

la diferenciacién y/o funcién de los linfocitos Treg, asociada con las respuestas

efectoras mediadas por Th1 y Th2, jugaria un rol importante en el desarrollo y/o

progresion de la AA.
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Discusion

La AA es una insuficiencia medular global de tipo cuantitativo, caracterizada por una
meédula 6sea hipo o a-celular y pancitopenia periférica. Si bien la mayoria de los casos
diagnosticados son de etiologia idiopatica, existe evidencia que involucra a un
desorden autoinmune subyacente como posible mecanismo patogénico. La AA posee
un riesgo potencial de progresion a enfermedades hematoldgicas clonales, entre las
que se encuentran los SMD. La AA y los SMD presentan zonas de interseccion clinica,
lo cual genera controversias en el diagndstico diferencial entre ambos desdrdenes y,

ademas, estos solapamientos podrian reflejar mecanismos patogénicos compartidos.

Los mecanismos involucrados en la patogénesis de la AA incluyen alteraciones en la
inmunidad celular, la destruccién progresiva de las células hematopoyéticas y un
microambiente medular anormal (Zeng y col.,, 2004; Young y Maciejewski, 2007;
Shipounova y col., 2009). La desregulacién y la disfuncién de diferentes subsets de
células T y la anormal produccion de citoquinas son factores claves para el desarrollo
de la AA (Kook y col., 2002; Giannakoulas y col., 2004; Feng y col., 2010). La principal
evidencia clinica que involucra a un mecanismo autoinmune mediado por células T en
la fisiopatologia de la AA, es la respuesta efectiva de los pacientes a las TIS (Marsh y
col., 2009; Scheinberg y col., 2011).

Inicialmente, las células Tc CD8+ se asociaron a la patogénesis de las respuestas
autoinmunes. Sin embargo, los estudios mas recientes confirman la importancia de las
células T CD4+ en la induccion de la autoinmunidad y que, incluso, pueden ser mas
importantes que las células Tc CD8+ (Perez-Diez y col., 2007). Estos linfocitos T CD4+
incluyen: células productoras de IFN-y (linfocitos Th1), células productoras de IL-4
(linfocitos Th2), células productoras de IL-17 (linfocitos Th17), y células Treg. La
adecuada funcion de los subsets celulares Th1, Th2, Th17 y Treg requiere de un
equilibrio entre los factores de transcripcion responsables de su diferenciacion: T-bet,
GATA-3, RoRyt y Foxp3, respectivamente (Zhou y col., 2009; O'Shea y Paul, 2010;
Basu y col., 2013; Cosmi y col., 2013). Es poco probable que la expansion oligoclonal
aberrante de células Tc CD8+, como un evento aislado, sea el mecanismo principal en
la induccién de la insuficiencia medular en AA. Al igual que en otras enfermedades
autoinmunes, las células T CD4+ serian importantes impulsoras de la respuesta
inmune a antigeno(s) no identificados. El rol de estos linajes T CD4+ en la patogénesis
de la AA aun no ha sido claramente caracterizado.

Si bien las evidencias involucran la presencia de un estado activado de linfocitos T en

los pacientes con AA, no hay pruebas convincentes acerca de la participaciéon de
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antigenos que impulsen esta respuesta inmune celular, y mucho menos del antigeno
causal que provoca la agresién de las células T al tejido hematopoyético. Si existiera
un reconocimiento especifico de las células hematopoyéticas por los linfocitos T,
deberia encontrarse en pacientes con AA una expansién clonal de un nimero limitado
de linfocitos T. Ademas, si un antigeno comun fuera el responsable de desencadenar
esta respuesta, las expansiones clonales de linfocitos T en diferentes pacientes

deberian compartir un clonotipo.

Diversos estudios analizaron la region determinante de complementariedad 3 (CDRS3:
complementarity-determining region 3) de la cadena variable 3 (V) del receptor de los
linfocitos T a fin de caracterizar el repertorio de la poblacién de células T en los
pacientes con AA. En la mayoria de los pacientes se encontr6 una sobre-
representacion de diferentes familias VP, tanto en linfocitos T efectores CD4+ como
CD8+, y se determind que las poblaciones eran oligoclonales de acuerdo al patrén de
distribucion de tamanos del CDR3 en ciertas familias VP (Manz y col., 1997; Zeng y
col., 1999; Kook y col., 2002; Risitano y col., 2002; Kordasti y col., 2012). Sin embargo,
no pudieron ser identificados patrones especificos de VB comunes a todos los
pacientes, lo cual puede deberse a la heterogeneidad que presenta el CMH o el
sistema HLA. Esta expansion oligoclonal de unas pocas familias VB disminuye o
desaparece en respuesta a diferentes protocolos de TIS (Manz y col., 1997; Zeng y
col., 1999; Kook y col., 2002; Risitano y col., 2002; Kordasti y col., 2012). Los
hallazgos son compatibles con una respuesta antigeno-especifica de las células T,
donde la expansion de multiples clones media el proceso inmunolégico subyacente en
la patogénesis de la AA.

Los principales mecanismos efectores implicados en la patogénesis de la AA incluyen:
los linfocitos Th1, los linfocitos Tc, la consecuente liberacién de citoquinas pro-
inflamatorias, especialmente IFN-y y TNF-a, con actividad inhibitoria sobre los
progenitores hematopoyéticos, y el aumento de la apoptosis (Maciejewski y col., 1995;
Kook y col., 2002; Sloand y col., 2002; Giannakoulas y col., 2004). También se ha
involucrado la participacién de células Th17, aunque su rol potencial en la
fisiopatologia de la AA aun se encuentra discutido. La diferenciacion de este linaje
celular puede ser inducida en presencia de TGF-B1 e IL-6, y ejerce su funcion
mediante la secrecién de citoquinas pro-inflamatorias (IL-17, TNF-a e IL-6). Ademas,
existiria una deficiencia en el subset de células Treg, claves en la supresién de las
células T auto-reactivas, en los pacientes con AA. La citoquina TGF-B1 es importante
para la funcionalidad del subset Treg en general y para la diferenciacion de células
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iTreg en particular, cuyos mecanismos efectores incluyen la producciéon de citoquinas
inhibidoras, como TGF-B1 e IL-10.

Por lo tanto, el presente trabajo incluye el estudio de polimorfismos asociados con la
expresion diferencial de los genes TNF, IFNG, IL6 y TGFB1, los cuales codifican
citoquinas involucradas en la patogénesis de la AA, a fin de establecer su relacién con
susceptibilidad y/o caracteristicas clinico-patoloégicas en pacientes con AA y SMD.
Ademas, con el objetivo de caracterizar una posible desregulacién en la produccion de
citoquinas, se estudiaron los niveles de expresion de los genes TNF, IFNG, IL6 y
TGFB1 en pacientes con AA. Asimismo, para evaluar el papel potencial de las células
T CD4+ en la enfermedad, se determinaron los niveles de expresion génica de los
factores de transcripcién claves en las respuestas Th1, Th2, Th17 y Treg: TBET,
GATA3, RORyty FOXP3, respectivamente, en pacientes con AA.

1. Estudio de los polimorfismos en genes de citoquinas en AAy SMD

1.1. Relacion con susceptibilidad

La existencia de una predisposicién genética a desarrollar estados patoldgicos
autoinmunes es reconocida en numerosas enfermedades. La induccion de la
autoinmunidad involucra factores inmuno-genéticos que pueden desempefar una
predisposicion importante hacia un aumento/ reduccion de la respuesta inmune. En
diversos genes de citoquinas, existen polimorfismos que se encuentran ubicados en
regiones promotoras o reguladoras y estan asociados con su expresion diferencial.
Los polimorfismos funcionales en genes que codifican para citoquinas representan un
grupo de factores inmuno-genéticos de gran interés para evaluar la susceptibilidad/
proteccion a desoérdenes autoinmunes (Pociot y col., 1993; Wilson AG y col., 1994;
Heward y Gough, 1997; Rood y col., 2000; Waldron-Lynch y col.,, 2001;
Saunthararajah y col., 2002; Gidvani y col., 2007). Ademas, su estudio en varios SFM
adquiridos ha permitido definir su asociacién con susceptibilidad y/o con
manifestaciones clinicas especificas (Dufour y col., 2004; Fermo y col., 2004; Gidvani
y col., 2007; Parnes y col., 2010; Bestach y col., 2011; Lee y col., 2011; Serio y col.,
2011; Bestach y col., 2015). Particularmente, la presencia de las variantes polimoérficas
relacionadas a un incremento en la produccién de las citoquinas TNF, IFNG, IL6 y
TGFB1 podria estar asociada con susceptibilidad hacia una respuesta inmune alterada
y una desregulacién hematopoyética en los SFM adquiridos, incluyendo a la AAy a los
SMD en las etapas tempranas del desarrollo.
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Los resultados obtenidos en el estudio del SNP -308 G/A del gen TNF mostraron que
los genotipos A/A+G/A, asociados a mayor produccién del gen, no se encuentran
sobre-representados en la poblacion de AA respecto a la poblacion control. Este
resultado es concordante con otros estudios, donde describen que no habria una
asociacion entre este SNP y susceptibilidad a AA (Fermo y col., 2004; Lee y col., 2011;
Serio y col.,, 2011). Mientras que, en los pacientes con SMD si se observé una
frecuencia significativamente mayor, indicando que la presencia del alelo -308A en el
genotipo podria conferir susceptibilidad a la enfermedad. La misma relacién con
predisposicion fue descripta en otras series de pacientes con SMD (Powers y col.,
2007; Bestach y col, 2011; Serio y col., 2011).

Con respecto a los polimorfismos +874 A/T y +875 CAn del gen IFNG, no se encontré
una relacion entre la presencia de los alelos +874T y 12 CA, asociados a mayor
produccion del gen, y susceptibilidad a AA. Sin embargo, otros trabajos si describen la
existencia de esta relaciéon (Dufour y col., 2004; Fermo y col., 2004; Gidvani y col.,
2007). Los criterios de inclusién/ exclusion pueden afectar, entre otras variables, los
resultados discordantes: Serio y col. relacionan al genotipo asociado a mayor
produccion de IFNG (T/T) en los pacientes con AA que presentaban un clon HPN. Al
respecto, la deteccién de un clon HPN >1,5% fue criterio de exclusion en la presente
serie de AA. Tampoco se observd asociacion con predisposicion en los pacientes con
SMD, coincidiendo con el resultado del Unico trabajo realizado por los mismos autores,
quienes estudiaron solo el SNP +874 A/T (Serio y col., 2011).

En el andlisis del SNP -174 G/C del gen IL6 los hallazgos mostraron que no habria una
asociacién con susceptibilidad en relaciéon a la AA, siendo este resultado consistente
con otros trabajos (Fermo y col., 2004; Serio y col., 2011). Sin embargo, la poblacién
de SMD present6 una frecuencia significativamente mayor de los genotipos G/C+C/C y
del alelo -174C, asociados a menor produccion de /L6, respecto a los controles. Los
resultados de este trabajo indicarian un efecto protector del alelo -174G en la
poblaciéon normal. Estos resultados no fueron observados por Aladzsity y col., Gnico
trabajo que evalua este SNP en pacientes con SMD (Aladzsity y col., 2009).

Los SNPs +869 C/T y +915 G/C del gen TGFB1 no mostraron asociaciones con
predisposicién a AA, asi como tampoco a SMD. De igual manera la combinatoria de
ambos SNPs no arrojé diferencias en cuanto a las frecuencias de los genotipos
asociados a alta, intermedia y baja produccién de esta citoquina respecto al grupo
control. Sin embargo, otros trabajos relacionaron genotipos asociados a alta
produccion de TGFBT con susceptibilidad a AA (Fermo y col., 2004; Serio y col., 2011)
y, también, a SMD (Powers y col., 2007; Serio y col., 2011).
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En cuanto a la comparacion de las frecuencias alélicas de estos polimorfismos entre
ambas patologias se observo, en los pacientes con SMD, una mayor frecuencia de
variantes polimérficas asociadas a alta producciéon de TNF (-308A) e IFNG,(+874T y
12 CA), y una tendencia a respecto a la combinacién de SNPs (+869 C/T - +915 G/C)
de TGFBI1. Mientras que, en la poblacién de AA, se observé una mayor frecuencia del
alelo asociado a alta produccion de IL6 (-174G) respecto a la poblacion con SMD. Lo
cual podria indicar una presién selectiva diferente en las células danadas y/o
susceptibles a desarrollar estas enfermedades.

Las discrepancias mencionadas al comparar nuestros resultados y los diferentes
trabajos que estudian estos polimorfismos en los genes de citoquinas podrian
relacionarse a diversos factores. Entre las principales causas que pueden afectar los
estudios de asociacion de una determinada variante polimérfica con susceptibilidad o
proteccién a la enfermedad se encuentran: 1) los criterios de inclusién/ exclusién de
los pacientes al estudio, 2) el tamafo de la serie, y 3) el origen étnico de las
poblaciones analizadas.

La seleccién de los pacientes con AA varia de acuerdo a los criterios de inclusion/
exclusién considerados en cada trabajo publicado. Entre los principales criterios se
encuentran: incluir o no pacientes con un clon HPN, incluir o no pacientes con un
cariotipo alterado al diagnéstico, incluir o no casos de AA secundarios, incluir sélo
pacientes pediatricos o adultos, 0 ambos. La serie analizada en este trabajo no incluy6
pacientes con AA que presentaron un clon HPN >1,5% determinado por citometria de
flujo, asi como tampoco incluyé pacientes con cariotipo alterado al diagnéstico, ni
casos de AA secundarios (hepatitis, intoxicacion con metales pesados, entre otros).
Una revision de la literatura mostré que la distribucion de edades de las series de AA
muestra un amplio espectro de valores de mediana, media y rango (ver Introduccion
Tabla 2). En relacion a la edad, en este trabajo no se aplicé ningln criterio de
exclusiéon, por lo tanto, fueron incluidos tanto pacientes pediatricos como adultos.
Ademas, resultdé muy dificil encontrar estudios que incluyan grandes poblaciones de
pacientes con AA, principalmente en aquellos que involucran analisis experimentales,
siendo la mayoria de las series inferiores a 80 pacientes (ver Introduccion Tabla 2).

Igualmente, los criterios de seleccion de los pacientes con SMD pueden variar por la
utilizacién de diferentes criterios de diagnédstico/ clasificacion e inclusién de casos en
estadios mas avanzados o con SMD secundarios a la exposicién a quimioterapia. Los
pacientes de la serie analizada fueron clasificados segun la OMS vy, por lo tanto, se
excluyeron pacientes con LMA/ AREBt y con LMMC. Al menos uno de ellos o0 ambos
subtipos morfolégicos pertenecientes a la clasificacion FAB fueron incluidos en los
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trabajos de Kadar y col., 2005; Parnes y col., 2010; Serio y col., 2011; 6, como en el
caso de Balog y col., 2005, quienes so6lo analizaron pacientes con el subtipo AR.
Ademas, otro parametro importante es el porcentaje de cariotipos alterados, el cual
varia en las diferentes series entre 80% (Serio y col., 2011) a sélo 1 (13%) de los 8
pacientes evaluables del trabajo de Powers y col, 2007. La distribucién de los
diferentes subtipos morfologicos, la presencia de cariotipos alterados (47%), la
relacién de sexo (1,2), entre otros parametros, de la presente serie es similar a lo
descripto previamente para la poblacién Argentina (Belli y col, 2014).

Las frecuencias alélicas pueden variar en los diferentes grupos étnicos. Por lo tanto,
se realizaron blusquedas en distintas bases de datos a fin de evaluar esta variabilidad:
US National Library of Medicine, National Institutes of Health (PubMed), International
HapMap Project, 1000 Genomes Proyect phase 1 (actualizacion Diciembre 2014), y en
la base de datos de SNPs (dbSNP) del National Center of Biotechnology (NCBI).

Para el SNP -308 G/A del gen TNF, la frecuencia del alelo -308A no mostré grandes
variaciones entre las diferentes poblaciones controles (en comparacién con los
restantes polimorfismos estudiados), oscilando entre aproximadamente 2% a 17%. En
los extremos se encuentran las frecuencias encontradas en la poblacién de Taipei,
Taiwan (0,018) y la observada en los pobladores del condado de Utah con ancestros
de Europa del Norte y del Oeste (0,173). La frecuencia alélica en nuestra poblacién
(0,069) es similar a la observada en la poblacion italiana de Padua y en los pobladores
con ancestros mexicanos oriundos de California (0,060).

Las frecuencias de los alelos +874T y 12 CA, respecto de los polimorfismos +874 A/T
y +875 CAn del gen IFNG, parecen ser especificas de la poblacién estudiada,
oscilando entre 9% a 50%. La poblacién de origen asiatico (Japdn y China) presenta la
frecuencia alélica mas baja (0,093); mientras que, las poblaciones de Europa (ltalia,
Reino Unido y Espafia, entre otros) son las que alcanzan los valores superiores
(0,497). La frecuencia alélica de nuestra poblacion control (0,367) es similar a la
observada en las poblaciones de Rio de Janeiro y San Pablo, Brasil (0,399).

Con respecto al SNP -174 G/C del gen IL6, las frecuencias alélicas también parecen
variar con respecto a la poblacién analizada. La frecuencia del alelo -174C oscila entre
0% a 50%. Los valores mas bajos (0%) se observan en la poblacién asiatica y en los
africanos provenientes de Kenia y Nigeria. Mientras que, este alelo es mas frecuente
entre los pobladores del condado de Utah con ancestros de Europa del Norte y del
Oeste (0,500), finlandeses (0,441) y britanicos (0,399). La frecuencia alélica observada
en nuestra poblacion (0,252) es similar a la observada en los colombianos de Medellin
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(0,283) y los puertorriquefios (0,209), e inferior a los italianos de la Toscana (0,352) y a
los europeos de la peninsula Ibérica (0,321).

Los polimorfismos del gen TGFBT1 también presentan un grado de variacién en sus
frecuencias alélicas de acuerdo a las poblaciones analizadas. Para el SNP +869 C/T,
la frecuencia del alelo +869C varia entre 32% a 61%, correspondiendo estas
frecuencias extremas a la poblacién finlandesa (0,317) y a la poblacién del sur de
China (0,605). En nuestra poblacion, la frecuencia de este alelo (0,488) es similar a la
encontrada en la poblacién americana y en los europeos de la peninsula Ibérica
(0,464). Mientras que, para el SNP +915 G/C, la frecuencia del alelo +915C parece ser
homogénea entre los distintos grupos controles, variando entre 0% y 10%. La
frecuencia en nuestra poblacion (0,068) es intermedia a la frecuencia observada en la
poblacién americana (0,041) y la europea (0,078).

El andlisis de asociacién de variantes polimérficas y susceptibilidad a enfermedad se
evalla con respecto a su poblacion control. Las frecuencias alélicas encontradas en
poblacién argentina, del presente trabajo, son similares a las encontradas en las
restantes poblaciones americanas relevadas y, levemente, diferentes a las de las
poblaciones italianas e ibéricas. La poblacién argentina es un crisol de razas altamente
influenciada por corrientes migratorias mayoritariamente provenientes de Espana e
Italia (INDEC, 2012). Sin embargo, el andlisis de variaciones de secuencia de ADN
mitocondrial muestra una alta frecuencia de haplogrupos de origen amerindio (Bobillo
y col., 2010).

La revisién de las frecuencias alélicas de los polimorfismos estudiados muestra que
existe variabilidad étnica y geogréfica. Los polimorfismos de los genes IFNG e IL6 son
los que presentan las diferencias mas importantes entre las distintas poblaciones, con
frecuencias alélicas que oscilan entre ausencia total del alelo o valores muy bajos (0%-
2%) hasta frecuencias alélicas del 50%. Con lo cual, debido a la variabilidad
observada en estas frecuencias, podrian existir discrepancias entre poblaciones de
distinta etnia respecto al analisis de estas variantes polimérficas. La blusqueda de
trabajos en PubMed que analicen estos polimorfismos en los diferentes SFM arroja
muy pocos estudios como para poder realizar un meta-analisis mediante el cual se

podria evaluar la influencia de los polimorfismos, el origen étnico y la patologia.

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que los polimorfismos estudiados en
los genes TNF, IFNG, IL6 y TGFBT1 no estarian asociados con susceptibilidad a AA, en
la poblacién analizada. Mientras que, existiria una relacion entre los SNP -308 G/A del
gen TNF y -174 G/C del gen IL6 y susceptibilidad a SMD. La presencia del alelo -
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308A, asociado a mayor produccién de TNF, estaria relacionado con un mayor riesgo
de desarrollar un SMD, en la poblacion estudiada; y, por otro lado, la presencia del
alelo -174G, asociado a menor produccion de /L6, presentaria un efecto protector,

confiriendo menor predisposicién a la enfermedad.

1.2. Relacion con caracteristicas clinico-patoldgicas

En la mayoria de los trabajos que estudian polimorfismos relacionados con la
expresion diferencial de los genes TNF, IFNG, IL6 y TGFB1, analizan si las variantes
polimérficas asociadas a un incremento en la produccion de estas citoquinas podrian
predisponer a quienes las hereden a desarrollar AA o SMD. Sin embargo,
independientemente de la asociacién encontrada o no con susceptibilidad/ proteccion
a la enfermedad, son escasos o ausentes los estudios que evallen una posible
asociacién con las caracteristicas clinicas de los pacientes con AA y/o SMD. Poco se
sabe en qué medida la presencia de estas variantes polimorficas podrian afectar la
severidad del cuadro clinico presentado al diagnéstico y/o modificar el curso natural de
estas enfermedades.

El analisis de las caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes con AA y SMD en
relacién a los polimorfismos de los genes TNF, IFNG, IL6 y TGFB1, ademas incluyd la
evaluacion de diferentes combinaciones de genotipos, a fin de establecer si alguna en
particular contribuye y/o potencia las asociaciones descriptas en el analisis individual
de cada polimorfismo.

Los resultados obtenidos en AA mostraron que la presencia del alelo -308A,
relacionado a mayor produccién de TNF, se asocié con una edad menor y una
neutropenia mas severa, al diagnéstico. Ademas, el genotipo A/A+G/A mostré una
frecuencia mayor en los pacientes clasificados como AA muy severa. Este resultado
es consistente con la asociacién encontrada entre el alelo -308A y una mayor
severidad de la neutropenia, debido a que el criterio de clasificacion de enfermedad
muy severa se define en aquellos pacientes con recuentos de neutrofilos <200/uL, al
diagnostico (Bestach y col., 2015). Con respecto al grado de anemia, los pacientes
que portan en su genotipo los alelos +874T y 12 CA, asociados a mayor produccion de
IFNG, son los que presentaron los niveles de hemoglobina mas bajos, al diagnoéstico
(Bestach y col., 2015). La combinacion de genotipos mostrd que aquellos pacientes
con AA gue porta los genotipos asociados a mayor produccién de IFNG (12/12 CA +
12/no-12 CA) y menor produccién de TGFB1 (intermedia + baja) son los que

presentaron los menores niveles de hemoglobina, al diagnostico. Hasta el momento,
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éste es el primer estudio que relaciona estos polimorfismos con caracteristicas clinicas

al diagnostico en AA.

Ademas, la caracterizacion de las variantes polimérficas en los genes de citoquinas
también podria proporcionar informacién en la toma de decision terapéutica. El
algoritmo de tratamiento (ver Introduccién Figura 1) plantea la posibilidad de proceder
con la TIS basada en la combinacion de GAT y CsA en aquellos pacientes que
carecen de un donante relacionado para llevar a cabo un TCPH. Sin embargo, el 30%
no responden a las TIS y otro 30% recae luego de los 6 meses. Por lo tanto, la
indicacion del TCPH con donante no relacionado se presenta como una posibilidad
curativa, aunque asociada con una alta morbi-mortalidad.

En el presente trabajo se evalué el grado de respuesta a las TIS (combinacién de GAT
y CsA como tratamiento inicial) a los 6 meses en pacientes con AA. Se observé que
los polimorfismos del gen IFNG e IL6 contribuyeron al grado de respuesta alcanzada.
Los genotipos asociados a mayor produccion de IFNG (12/12 CA + 12/no-12 CA) se
relacionaron principalmente con RP. Mientras que, el genotipo asociado con alta
produccién de IL6 (G/G) se relaciond con refractariedad. Ademas, se observa una
asociacién entre los pacientes que no respondieron a la TIS y el genotipo relacionado
a baja produccion de IFNG (no-12/no-12 CA) en combinacion con el de alta produccién
de IL6 (G/G).

En la presente serie, 49 (71%) pacientes recibieron una TIS con un grado de
respuesta global del 68% comparable con lo publicado internacionalmente. Un total de
13 (20%) pacientes recibieron un TCPH, 5 de los cuales fueron refractarios al uso de
TIS (ver Introducciéon Tabla 9). Aunque el TCPH con donante relacionado es la
indicacion de tratamiento de primera linea en pacientes jovenes, pudimos observar
que en nuestro medio el TIS es ampliamente utilizado. Frente a la indicacion de un
TCPH se debe tener en cuenta que la tipificacion HLA y la realizacién de otros
estudios, incluyendo la exclusién del diagnéstico de Anemia de Fanconi (test de
sensibilidad al DEB), consumen un tiempo considerable para los pacientes. Luego de
la confirmacién diagnostica, el tiempo promedio para lograr un TCPH con donante
histo-idéntico es de 3,5 meses, segun los datos del Grupo Argentino de Trasplante de
Médula Osea (GATMO).

Ademas, sélo alrededor del 15-30% de los pacientes disponen de un donante
relacionado HLA compatible. La probabilidad de encontrar un donante éptimo no
relacionado varia entre los grupos raciales y étnicos, debido a que los genes HLA son
altamente polimérficos. Segln los datos analizados del National Marrow Donor
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Program (NMDP), que incluyen a mas de 10,5 millones de adultos voluntarios y cerca
de 200.000 unidades de cordén umbilical, la probabilidad de encontrar un donante
adulto adecuado (8/8 HLA match) entre descendiente de hispanos del sur o América
central es del 34%. Y, la probabilidad de encontrar una unidad de cordén adecuada
(6/6 HLA match) es del 5% y 17% para los pacientes mayores y menores de 20 afos,
respectivamente (Gragert y col., 2014). En nuestro pais, la mediana de tiempo para
lograr un TCPH no relacionado es de 6,5 meses, segun los datos del GATMO. Ambos
factores son importantes en el contexto de la gravedad de la enfermedad; por lo tanto,
el uso de una TIS puede beneficiar al paciente mientras tanto se confirma el TCPH con
un donante relacionado adecuado.

Si bien no se encontraron trabajos que relacionen al SNP -174 G/C del gen /L6y la
respuesta a las TIS, s6lo dos trabajos describen una relacién entre la presencia de los
polimorfismos en los genes IFNG (Lee y col., 2011; Bestach y col., 2015) y TGFB1
(Lee y col., 2011) o del alelo -308A del gen TNF (Demeter y col., 2002) con una mayor
tasa de respuesta. Por lo tanto, la caracterizacién del perfil de polimorfismos de los
genes TNF, IFNG, IL6 y TGFB1, podria contribuir en la identificacion de pacientes
candidatos que se beneficiarian con la TIS. Y, por el contrario, acelerar la busqueda de
un donante (relacionado o no) en aquellos casos en los cuales su perfil prediga
refractariedad a las TIS.

Con respecto a los SMD, los resultados demuestran una asociacion entre el SNP -308
G/A del TNF y las caracteristicas clinicas de los pacientes. La presencia del alelo -308
A se asocidé con mayor severidad de la anemia y trombocitopenia al diagnéstico.
Ademés, su hallazgo incrementaria mas de tres veces la necesidad de requerir
soporte transfusional durante el transcurso de la enfermedad, predeciria una mayor
probabilidad de muerte asociada a la presencia de citopenias (sangrados, sepsis y
exacerbacion de enfermedades cardiacas por agravamiento de la anemia) y una
tendencia a mayor sobrevida libre de LMA. Previamente, los genotipos A/A y G/A,
asociados a mayor produccién de TNF, habian sido asociado con neutropenia (Parnes
y col., 2010) y con mayor tasa de muerte no relacionada al tratamiento en pacientes
con SMD sometidos a un TCPH (Newel y col., 2010), respectivamente.

El TNF-a es una citoquina pro-inflamatoria que posee un rol pleiotrépico en la
patogénesis de varias enfermedades autoinmunes y neoplasias hematolégicas,
incluyendo los SMD. La secrecion de esta citoquina mielosupresora a partir de células
de la MO, es estimulada por interacciones paracrinas entre el estroma medular y
células mononucleares. Procesos inflamatorios simulados in vitro del microambiente

medular demuestran que el aumento en los niveles de TNF-a correlaciona con la
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apoptosis de las células troncales CD34+ (Navas y col., 2008). Ademas, esta citoquina
suprime la formaciéon de colonias hematopoyéticas, inhibe la eritropoyesis in vitro
estimulada por EPO o por combinaciones de diversas citoquinas; asimismo, ejerce una
regulacion negativa sobre la produccion endoégena de EPO (Musto y col., 1994; Rusten
y col.,, 1995). La sobreproduccién de TNF-a ha sido demostrada tanto en el
microambiente medular como en el plasma de pacientes con SMD (Mundle y col.,
1999; Deeg y col., 2000). Altos niveles séricos de TNF-a han sido inversamente
correlacionados con los valores de hemoglobina, la respuesta al tratamiento con EPO
y la evolucién clinica de los pacientes (Verhoef y col., 1992; Musto y col., 1994; Stasi y
col., 1997; Tsimberidou y col., 2008). Otros estudios muestran que el incremento de
los niveles de esta citoquina en la MO se correlaciona con la tasa de apoptosis
intramedular (Musto y col., 1992), el grado de anemia y el prondstico de los pacientes
con SMD (Stifter y col., 2005).

La falla funcional de la hematopoyesis se encuentra directamente relacionada con la
presencia de citopenias refractarias en los SMD. Su asociacién con la desregulacion
en la produccién de citoquinas es considerada como uno de los mecanismos de
interés para el desarrollo de terapias inmunomoduladoras (Rusten y col., 1995;
Maciejewski y col., 2002). El bloqueo del TNF-a en pacientes con SMD disminuye la
proporciébn de células apoptéticas e incrementa la formaciébn de colonias
hematopoyéticas y el potencial clonogénico de las células progenitoras
megacariociticas y mieloides (Gersuk y col.,, 1998; Boula y col.,, 2006). La
neutralizacion de la actividad de esta citoquina utilizando un receptor recombinante
soluble (Etanercept: Enbrel®) o un anticuerpo monoclonal quimérico anti-TNF-a (CA2)
muestra grados variables en la mejoria del nivel de citopenias de los pacientes con
SMD. Estos resultados reflejarian heterogeneidad en la poblacién bajo tratamiento
(Maciejewski y col., 2002; Boula y col., 2006; Rosenfeld y col., 2002; Deeg y col.,
2002). El uso de terapias combinadas con Etanercept y GAT o 5-azacitidina en
ensayos de fase Il mostraron una respuesta global en el 70% de los pacientes (Scott y
col., 2010a; 2010b). La deteccion del SNP -308 G/A del gen TNF podria ser util para
futuros ensayos clinicos, particularmente aquellos que bloqueen o modulen la
actividad de esta citoquina pro-inflamatoria.

Los pacientes con SMD con genotipo 12/12 CA, asociado a alta produccion de IFNG,
presentaron menores recuentos de neutrdfilos, al diagnostico. IFN-y, al igual que TNF-
a, también ejerce un efecto supresor sobre el proceso hematopoyético, inhibiendo la
proliferacion y diferenciacion de las células progenitoras mieloides y eritroides
mediante la induccion de la apoptosis al incrementar la expresiéon de Fas en la células
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CD34+ (Maciejewskiy y col., 1995a; Selleri y col., 1996; Dai y col., 1998; Yang y col.,
2005; Joshi y col., 2011). Sin embargo, el efecto inhibitorio de ambas citoquinas sobre
la hematopoyesis estaria mediado por diferentes vias. Particularmente, el IFN
regulatory factor-I (IRF1) estaria involucrado en la activacion de genes responsables
de los efectos supresores mediados por IFN-y (Sato y col., 1995) y también en la
regulacion de la apoptosis. El perfil de transcripcién, tanto de células CD34+ como de
células provenientes del estroma, cambia luego de la exposicién in vitro a IFN-y.
Algunos de estos cambios son concordantes entre ambos tipos celulares y otros
especificos de las células CD34+ (Zheng y col., 2006). Entre los genes involucrados
en una respuesta anti-proliferativa y la regulacién de la apoptosis se encuentran
STAT1, CASP1 y la Ciclina A1. La sobre-expresion de la Ciclina A1 en ratones
transgénicos deriva en una mielopoyesis anormal (Liao y col., 2001). Ademas, IFN-y
reduce la diferenciacion de los neutréfilos inducida por el factor estimulante de
colonias granulociticas (G-CSF), via SOCSS3, al inhibir la fosforilacion de STAT3 (de
Bruin y col., 2012). El perfil de expresion de células CD34+ provenientes de pacientes
con SMD muestra una marcada sobre-expresion de genes inducibles por IFNG:
Interferon-Induced Protein With Tetratricopeptide Repeats 1 (IFIT1) e interferon
induced transmembrane protein (IFITM1), quienes juegan un papel en el efecto anti-

proliferativo de esta citoquina (Pellagati y col., 2006).

En los pacientes con SMD, el genotipo asociado con mayor expresiéon de IL6 (G/G) se
asocié con menores niveles de hemoglobina, al diagnéstico. Los pacientes con SMD
presentan altos niveles de IL-6 en plasma (Feng y col., 2011), asociado con menor
sobrevida y menores tiempos de sobrevida libre de evolucion a LMA (Pardanani y col.,
2012), aunque no predeciria el comportamiento clinico de los pacientes con SMD de
alto riesgo o con LMA (Tsimberidou y col., 2008). La liberacioén de IL-6 esta inducida
por la IL-1 y se incrementa en respuesta a TNF-a (Stirewalt y col., 2008). Lo cual es
coherente con que los pacientes que presentan la combinacion de los genotipos
asociados a alta producciéon de ambas citoquinas presenten niveles de hemoglobina

mas bajos.

Si bien el genotipo G/G en la posicion -174 de /L6 poseeria un efecto protector en el
desarrollo de los SMD, la presencia del alelo -174G conferiria una mayor sensibilidad a
la estimulacion con IL-1 o con LPS mostrando un franco incremento en su expresion
(Fishman y col., 1998). IL-6 es el mediador mas importante del incremento de la
hepcidina en el proceso inflamatorio. La hepcidina es un regulador de la homeostasis
del hierro, controlando su absorciéon en el duodeno, su liberacion por los macréfagos vy,
potencialmente, esta involucrada en la distribucién del hierro en los diferentes érganos.
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Aunque los pacientes con SMD de bajo riesgo poseen menores niveles de hepcidina,
su desregulacion es complicada y heterogénea (Santini y col., 2011). Por un lado, los
depésitos de hierro incrementados por el requerimiento transfusional tienden a inhibir
la absorcién duodenal. Por el otro lado, hay fuerzas opuestas como la eritropoyesis
inefectiva, la cual demanda un mayor transporte de hierro a la MO vy, por lo tanto
down-regula la produccion de hepcidina. Por lo tanto, la expresion incrementada de IL-
6, asociada a la presencia del genotipo G/G podria contribuir en la desregulacién de la
expresién de hepcidina observada en los pacientes con SMD.

Debido al importante rol de la IL-6 en la anemia por inflamacién asociada a los SMD, el
siltuximab, un anticuerpo monoclonal quimérico anti-IL-6 ha sido probado en un
estudio de fase Il en pacientes con bajo riesgo y requerimiento transfusional. Sin
embargo, el estudio no prosiguié ya que no pudo demostrarse la eficacia de la droga
en disminuir el requerimiento transfusional de los pacientes (Garcia Manero y col.,
2014). La deteccion del SNP -174 G/C de IL6 podria ser util para futuros ensayos

clinicos.

La combinatoria de los genotipos de TGFB1 asociados con su mayor expresion se
asocié con un menor recuento de plaquetas en los pacientes con SMD. En las células
estromales productoras de trombopoyetina (TPO), TGF-B1 induce fuertemente la
expresion del ARNm de esta molécula. La TPO, por su parte, induce la expresion de
los receptores 1 y 2 de TGF-B1 en los megacarioblastos en el estadio intermedio. En
éste estadio, TGF-B1 es capaz de arrestar la maduracion de las unidades formadoras
de colonias megacariociticas (CFU-Meg). En los pacientes con Pdrpura
Trombocitopénica Idiopatica se observa que los valores de TGF-B1 y del ARNm de
TPO se encuentran correlativamente incrementados y se observa un arresto en los
megacariocitos. Por ende, tanto los resultados in vitro como los in vivo sugieren a
TGF-B1 como uno de los principales reguladores de la megacariopoyesis (Sakamayi y
col., 1999).

Los resultados obtenidos en el analisis de los polimorfismos en los genes TNF, IFNG,
IL6 y TGFB1 sugieren que la presencia de las variantes polimorficas estaria
relacionada con diferentes caracteristicas clinico-patolégicas, tanto en los pacientes
con AA como en los SMD. Los polimorfismos en genes de citoquinas inmuno-
reguladoras podrian actuar como modificadores genéticos de la enfermedad en ambas
patologias. Con lo cual, un estado pro-inflamatorio basal cooperaria con defectos
intrinsecos de los progenitores hematopoyéticos incrementando la severidad de las
citopenias observadas al diagnostico en estos pacientes. Sin embargo, estas
asociaciones parecieran ser dependientes de cada patologia en particular.
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Si bien tanto la AA y los SMD son SFM adquiridos y que, en ciertos casos, presentan
caracteristicas clinicas y patolégicas que se superponen, son enfermedades
diferentes. Los cuadros clinicos que presentan los pacientes con AA al diagnéstico son
mas homogéneos, los cuales solo varian en cuanto a la severidad de las citopenias, y
dentro de ellas, lo mas relevante es la severidad de la neutropenia (Camitta y col.,
1975; Bacigalupo y col., 1988). En cambio, los SMD pueden presentarse al diagnéstico
con cuadros clinicos mucho mas heterogéneos, cuya variabilidad se observa tanto en
los distintos subtipos morfolégicos (Bennet y col., 1982; Vardiman y col., 2009) como
el comportamiento clinico. La gran heterogeneidad de la patologia se refleja en un
abanico de posibilidades terapéuticas, y por lo tanto se los estratifica de acuerdo a
diferentes sistemas (Greenberg y col., 1997; 2012; 2013).

Ademés, de acuerdo a los criterios estrictos, la AA no seria una enfermedad clonal,
aunque con riesgo de progresion a SMD o HPN, y aquellos pacientes con cariotipos
alterados deberian ser clasificados como SMD. Mediante las nuevas técnicas de
secuenciacion, Kulasekararaj y col., 2014, observaron casi un 20% de los pacientes
con AA con mutaciones en genes asociados a neoplasias mieloides y su presencia
incrementaria en un 40% el riesgo a progresar a SMD. Sin embargo, el 10% de la
serie de pacientes presentaban cariotipo alterado al diagnédstico, ya sea por técnica
citogenética convencional o por FISH, reflejando la disparidad en los criterios de
seleccion de los pacientes estudiados, aun en la actualidad (Kulasekararaj y col.,
2014).

2. Analisis de los niveles de expresion génica en AA

2.1. Expresion génica de las citoquinas TNF, IL6, IFNGy TGFB1

Los resultados del andlisis de expresién génica en pacientes con AA mostraron un
incremento de TNF, IL6, disminucién de TGFBT; mientras que no se observaron
diferencias en los niveles del gen IFNG al compararlos con los valores obtenidos de la

poblacién control.

Una de las principales vias involucradas en la patogénesis de la AA es la respuesta
inmune celular Th1. Estas células producen altos niveles de citoquinas pro-
inflamatorias, principalmente IFN-y y TNF-a, las cuales son inhibidores potentes de la
hematopoyesis. Estas citoquinas pueden inducir la expresién del receptor Fas y/o
activar sus receptores especificos en las células hematopoyéticas targets impulsando
vias intracelulares inhibitorias del ciclo celular (Maciejewski y col., 1995a; Selleri y col.,
1996; Nagata, 1997). La sobre-expresion de estas citoquinas en pacientes con AA ha
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sido demostrada en diversos estudios, tanto a nivel de expresién proteica como génica
(Dufour y col., 2001; Sloand y col., 2002a; Dubey y col., 2005). Ademas, las células
mononucleares de estos pacientes exhiben hipersensibilidad a la estimulacién con
fitohemaglutinina mostrando niveles incrementados para ambas citoquinas en los
sobrenadantes de los cultivos (Hsu y col., 1996). Si bien la mayoria de los trabajos
observan altos niveles de estas citoquinas a nivel de la MO, un estudio realizado por
Schultz y Shahidi, 1994, en muestras de SP indicaria sobre-expresién de TNF-a pero
no de IFN-y en los pacientes con AA, coincidiendo con nuestros resultados. Sin
embargo, Feng y col.,, 2011, no observaron incremento en ninguna de las dos al
analizar un panel de 31 citoquinas.

Como resultado de los estudios de expresion de /L6, se observaron niveles génicos
aumentados en los pacientes con AA respecto al grupo control, sélo al excluir del
analisis a los pacientes que se encontraban bajo TIS.

La IL-6 es una citoquina con una amplia variedad de funciones biolégicas, dentro de
las cuales puede estimular la hematopoyesis (Rodriguez y col., 2004), ademas de ser
un componente muy importante en el proceso inflamatorio. La sobre-expresion de esta
citoquina ha sido descripta en varios SFM (Gidvani y col., 2007; Feng y col., 2011;
Pardanani y col., 2012) y el significado de este incremento en la patogénesis de la AA
aun no esta claramente definido. Un aumento en los niveles de IL-6 podria representar
s6lo una respuesta reactiva o implicar una contribucion al desarrollo de la enfermedad.
La capacidad de las células estromales para producir factores de crecimiento
hematopoyéticos es normal o elevada en la mayoria de los pacientes con AA,
incluyendo: la IL-6, el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-GSF), el factor
estimulante de colonias de granulocitos-macrofagos (GM-CSF) y el factor stem cells
(SCF) (Koijima, 1998). Un estudio realizado en un modelo murino, en el cual se induce
la AA mediante irradiacion y quimioterapéuticos, sugiere que el nivel de secrecién de
IL-6 se incrementa a medida que se profundiza el cuadro. Este nivel anormal de IL-6
probablemente podria interferir con la estabilidad del microambiente hematopoyético
en la MO (Cheny col., 2013).

Por otro lado, la IL-6 participa en la respuesta inmune celular Th17, y se ha descripto
que la IL-17 induce la produccién in vitro de IL-6, IL-8 y TNF-a por los macréfagos de
pacientes con AA (Gu y col., 2008). Ademas, la produccion de IL-6, entre otras
citoquinas pro-inflamatorias, se incrementa en respuesta a TNF-a e IL-1. Con lo cual,
en muchos casos, se cree que el aumento en los niveles de IL-6 es secundario a otros
mediadores inflamatorios. El efecto de la TIS sobre los niveles de IL-6 en los pacientes
con AA adn no ha sido descripto. Con respecto a otras enfermedades que involucran
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un desorden inflamatorio, algunos trabajos relacionan el tratamiento con CsA y una
reduccion efectiva en la persistencia de citoquinas inflamatorias, incluyendo a la IL-6
(Hamada y col., 2012); mientras que otros autores no describen esta asociacion
(Djalilian y col., 2006). La CsA es un inhibidor de la calcineurina, la cual media la
activacion de los linfocitos; sin embargo, su mecanismo inmunosupresor no esta
claramente caracterizado. El agregado de CsA a cultivos de células periféricas
mononucleadas estimuladas con diferentes ligandos especificos para los receptores
Toll like (TLRs) disminuye la expresion de citoquinas, incluida IL6 (Howell y col., 2013).

TGF-B1 se ha descripto como un importante regulador negativo de la hematopoyesis,
siendo su inhibicibn mas pronunciada en las células hematopoyéticas primitivas
(Dybedal y Jacobsen, 1995; Polyak, 1996; Cheng y col., 2001). Sin embargo, esta
citoquina también puede tener funciones estimulantes sobre este proceso. Estas
diferencias dependen del estado de diferenciacion de la célula diana y de la presencia
de otras citoquinas que interactian con ella. Un efecto bioldgico importante de TGF-p1
sobre el crecimiento de las células hematopoyéticas es la capacidad de inducir un
estado quiescente, o GO, reversible (Keller y col., 1992), dependiendo del contexto de
otras citoquinas como el factor inhibidor de macréfagos 1a (MIP1a), entre otros
(Graham y col., 1990; Keller y col., 1992).

Por otro lado, TGF-B1 es una citoquina importante para el mantenimiento del programa
funcional de la respuesta Treg. Dependiendo del entorno de citoquinas, TGF-B1 puede
promover la diferenciacion de células iTreg a nivel periférico (Oh y Li, 2013) y también
es importante para la funcién de las nTreg que emigran del timo (Marie y col., 2005).

Son escasos los trabajos que evallen la contribucion de TGF-B1 en la patogénesis de
la AA. Rizzo y col., describieron una reduccion significativa en los niveles de TGF-1
en el suero de los pacientes con AA y, ademas, encontraron una correlacién entre la
respuesta al tratamiento y el aumento de sus niveles séricos (Rizzo y col., 1999),
coherente con los resultados obtenidos en la presente serie.

Por lo tanto, la disminucion encontrada de los niveles génicos de TGFBT1 en los
pacientes con AA podria afectar tanto al proceso hematopoyético como al subset de

linfocitos Treg.

Los resultados de la cuantificacion génica indican un incremento en la expresion de
citoquinas pro-inflamatorias TNF e IL6, una disminucion de TGFB1. Aunque no se
determind la contribucién de los polimorfismos a los niveles de expresion génica, los
genotipos asociados con los niveles de expresién descriptos mostraron asociacién con

caracteristicas clinico-patolégicas mas severas.
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2.2. Expresion génica de los factores de transcripcion TBET, GATA3, RORyt y
FOXP3

Las células T CD4+ pueden subdividirse, desde el punto de vista funcional en dos
subgrupos principales: células efectoras, que proporcionan protecciéon contra agentes
patdgenos ofensivos, y células Treg, cuyas funciones involucran evitar reacciones
autoinmunes y detener la respuesta efectora desencadenada frente a patégenos. Las
células T CD4+ efectoras, a su vez, se clasifican en diferentes linajes Th, dependiendo
de sus funciones inmunolégicas, que involucran principalmente la expresion de
factores de transcripcion, distintos perfiles de citoquinas y receptores de expresiéon de
homing (Zhou y col., 2009; O'Shea y Paul, 2010; Cosmi y col., 2013). Los factores de
transcripcién especificos de linaje, sustentan tanto la divergencia como la
estabilizacién del fenotipo de las células T CD4+, actuando sobre la expresion o
represiéon de grandes conjuntos de genes, lo que determina el programa funcional de
la célula T diferenciada. La especificacion de los linajes Th1, Th2, Th17 y Treg
requiere de los factores de transcripciéon “reguladores maestros” T-bet, GATA-3, RoRyt
y Foxp3, respectivamente (Zhou y col., 2009; O'Shea y Paul, 2010; Basu y col., 2013;
Cosmi y col,, 2013). La anormal expresién de estos factores de transcripcion
contribuye al desbalance y la alteraciéon de los diferentes linajes de células T CD4+.
Una desregulacién tanto de las diferentes respuestas efectoras como de la respuesta
reguladora ha sido implicada en la patogénesis de diversas enfermedades que

involucran trastornos autoinmunes e inflamatorios.

Como resultado de los estudios de expresién, los genes TBET y GATAS, los cuales
codifican los factores de transcripcion “reguladores maestros” de los linajes Th1 y Th2,
respectivamente, no mostraron diferencias significativas en sus niveles de expresion
entre la poblacién de AA y los controles. Mientras que, el gen RORyt, factor de
transcripcion responsable de la diferenciacién del linaje Th17, mostrdé una disminucién
significativa en sus niveles de expresion en la poblacién de AA respecto al grupo
control. Asimismo, los pacientes con AA también presentaron niveles de expresion
génica significativamente disminuidos de FOXP3, el factor de transcripcién critico en la
diferenciacion de las células Treg, respecto al grupo control. Tanto la disminucién
observada para el gen RORyt como FOXP3 fue importante en el grupo de pacientes
bajo TIS.

La relacion del nivel de expresién génica entre los factores de transcripcion TBET,
GATA3y RORyt, permite describir el balance entre las diferentes respuestas efectoras
(Th1, Th2 y Th17, respectivamente). Si bien la relacion TBET/GATA3 no mostrd
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diferencias al comparar la poblacién de AA y el grupo control, las relaciones
TBET/RORyty GATA3/RORyt mostraron un aumento significativo en la poblacién de
AA.

Por otro lado, la descripcion del balance entre cada respuesta efectora (Th1, Th2 y
Th17) y la respuesta reguladora (Treg) puede evaluarse mediante las relaciones de los
niveles de expresion entre cada factor de transcripcion (TBET, GATA3 y RORyt,
respectivamente) y FOXP3. Este andlisis mostré que la poblacion de AA presentd
relaciones TBET/FOXP3 y GATA3/FOXP3 aumentadas con respecto a los controles;
mientras que, la relacion RORyt FOXP3 no presento diferencias.

Si bien son escasos los trabajos que evallen una posible desregulacién entre los
diferentes linajes de linfocitos Th en AA, la mayoria describen una polarizacién de la
respuesta inmune hacia Th1 frente a Th2, evaluada mediante la relacién de las
citoquinas producidas IFN-y/IL-4 (Tsuda y Yamasaki, 2000; Giannakoulas y col., 2004;
Li y col., 2010; Chen H y col., 2014). Sin embargo, también se ha documentado una
aumento significativo del subset celular Th2 (en adicion a Th1) en los pacientes con
AA, observando una correlacion entre esta expansion de linfocitos Th2 y la severidad
de la enfermedad (Kordasti y col., 2012).

También ha sido sugerido una participacién de la respuesta Th17 al observarse un
aumento en la proporcion de linfocitos Th17 acompanado de un incremento en los
niveles de expresion de RORyt, en los pacientes con AA al diagnostico (de Latour y
col., 2010; Du y col., 2013). Kordasti y col., 2012, restringen este hallazgo sélo a los
casos de AA severa. De Latour y col., proponen que las poblaciones de células Th17
favorecerian el reclutamiento de células Th1 y un entorno de citoquinas pro-
inflamatorias en la MO durante las primeras etapas de la insuficiencia medular. Sin
embargo, el papel potencial de Th17 en la fisiopatologia de la AA permanece en
discusion.

Si bien los niveles génicos de TBET y GATA3 no mostraron un aumento en la
poblacién de AA, el incremento en las relaciones TBET/RORyt y GATA3/RORyt, por
defecto de la expresion de RORyt, podria indicar una prevalencia de las respuestas
efectoras Th1 y Th2 sobre la respuesta Th17. El resultado obtenido para el gen TBET
es concordante con la evaluacién de /IFNG, dado que tampoco mostro diferencias
significativas en su nivel de expresion génica. Ademas, debido a que no se observé un
aumento de la respuesta efectora Th17, el incremento de /L6 observado en AA podria
estar relacionado principalmente con una respuesta reactiva y/o en respuesta a la

presencia de otros mediadores inflamatorios.
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La alteracion en el subset de linfocitos Treg también ha sido sugerida como un posible
mecanismo que contribuye al desorden autoinmune en AA, que finalmente, conduciria
a la falla medular. Los mecanismos de regulacién de los linfocitos Treg pueden incluir
alteraciones a nivel de tres categorias: la insuficiencia en el nimero de las células
Treg, defectos en la funcion de estas células y/o la resistencia de las células T
efectoras a la supresibn mediada por las células Treg. Los estudios realizados
evidencian una disminucién en el nimero de las células Treg, tanto en muestras de SP
como de MO de los pacientes (Solomou y col., 2007; de Latour y col., 2010; Kordasti y
col., 2012; Shi y col., 2012). Ademas, también se observa una disminucion en la
capacidad del potencial migratorio de los linfocitos Treg de SP, lo cual podria contribuir
con un deterioro en su funcién inmunosupresora a nivel de la MO en los pacientes con
AA (Shi y col., 2012). Por lo tanto, los trabajos realizados en AA muestran que la
desregulacion en la inmunosupresion mediada por los linfocitos Treg seria intrinseca
de estas células mas que a la resistencia de las células T efectoras a la supresién.

La disminucion de los niveles génicos de FOXP3 en los pacientes con AA reflejaria
anormalidades en el desarrollo y/o funcién del subset de linfocitos Treg. Ademas, el
aumento en las relaciones TBET/FOXP3y GATA3/FOXP3, por defecto en la expresién
de FOXPS3, indicaria una prevalencia de las respuestas efectoras (Th1 y Th2) con
respecto a la respuesta regulatoria ejercida por los Treg en AA. La disminucion
observada para el gen FOXP3 fue mas evidente en el grupo de pacientes bajo TIS.
Este resultado es consistente con el trabajo de Kordasti y col., quienes encontraron
una disminucién en el nimero de células Treg en pacientes tratados con TIS respecto
a los pacientes pre-tratamiento (Kordasti y col., 2012). Aunque el mecanismo de
accién de las TIS sobre los Treg aun no ha sido estudiado, ambos resultados podrian

indicar un efecto de estas terapias sobre este subset de linfocitos.

Ademas, los niveles de expresion génica de GATA3 y FOXP3 mostraron una
asociacién positiva, tanto en los pacientes y como en el grupo control. Esta
observacién apoyaria la hipotesis que postula al factor de transcripcion GATA-3 como
esencial para la funcién de las células Treg (Wang y col., 2011).

La disminucién en los niveles génicos de TGFBT observada en los pacientes, podria
estar relacionadas con la disminucion tanto de FOXP3 como de RORyt, ya que el
desarrollo de ambos linajes (iTreg y Th17) requieren de la sefalizacion via TGF-31
para inducir su diferenciacion. Ademas, TGF-B1 es fundamental para el mantenimiento
del programa funcional del subset de Treg en general, con lo cual su disminucién
podria contribuir a una desregulacién de estas células. Debido a que los linfocitos Treg
ejercen funciones inmunosupresoras que contrarrestan las respuestas efectoras, su
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desregulacion podria favorecer al componente autoinmune evidenciado en la
fisiopatologia de la AA.

Una cuestion importante a tener en cuenta es que, en los Ultimos afos, diversos
trabajos evidenciaron una considerable plasticidad de las células T CD4+ que permite
la conversién a otros fenotipos. Aunque las células Th1 y Th2 son las que muestran
fenotipos mas estables, las células Th17 e iTreg pueden cambiar facilmente a otros
programas de células Th bajo ciertas condiciones de citoquinas (Zhou y col., 2009;
O'Shea y Paul, 2010; Basu y col., 2013; Cosmi y col., 2013; Geginat y col., 2014). Los
linfocitos Th17 que se desplazan hacia un fenotipo Th1 o Th2 en condiciones
inflamatorias, adquiriendo la capacidad de producir IFN-y o IL-4, parecen ser
particularmente los mas agresivos y patogénicos (Nistala y col., 2010; Cosmi y col.,
2011; Zielinski y col., 2012; Cosmi y col., 2013). Si bien no est4d completamente claro
cémo se produce tal desplazamiento entre los fenotipos y cual es su importancia en el
curso de las respuestas fisiolégicas a los agentes patdgenos, esta plasticidad parece

tener implicancias importantes en la patogénesis de las enfermedades autoinmunes.

Los resultados obtenidos en este trabajo, al evaluar la relacion de los diferentes
factores de transcripcion, podrian vincularse con una deficiencia en la diferenciacién
y/o funcién de los linfocitos Treg favoreciendo las respuestas efectoras mediadas por
Th1 y Th2. Los niveles disminuidos de TGFB1 también podrian asociarse con la
disfuncionalidad de las células Treg, contribuyendo a un estado pro-inflamatorio con
altos niveles de TNF e IL6.

La caracterizacién molecular detallada de las vias que podrian estar involucradas en
desarrollo de la AA apunta tanto a la comprensién del mecanismo fisio-patogénico
como también al desarrollo de posibles estrategias para la intervencion terapéutica de
la enfermedad.
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Conclusiones

En base a los resultados obtenidos y discutidos se desglosan las siguientes

conclusiones:
1. Estudio de polimorfismos en genes de citoquinas

1.1. Descripcion de las frecuencias alélicas y genotipicas en AA y SMD, su
relaciéon con susceptibilidad

- Los polimorfismos estudiados no estarian relacionados con susceptibilidad a AA en
nuestra poblacion. Sin embargo, el alelo -308A, asociado a mayor produccion del gen
TNF, podria predisponer a los pacientes con AA a un cuadro mas severo al
diagnostico.

- En la poblacién con SMD l|a sobre-representacion del alelo -308A, asociado a mayor
produccion del gen TNF, y del alelo -174C, asociado a menor produccion del gen /L6,
indicarian una relacién entre la presencia de estas variantes y susceptibilidad a la
enfermedad.

- Al comparar ambas patologias, las variantes alélicas estudiadas difieren en cuanto a

su frecuencia de aparicion.
1.2. Asociacion con caracteristicas clinico-patologicas

La presencia de los polimorfismos estudiados se asocié con diferentes caracteristicas
clinico-patolégicas tanto en los pacientes con AA como en los SMD; sin embargo,
estas asociaciones parecieran ser propias de cada patologia.

En AA:

- Los polimorfismos en los genes TNFy TGFB1 contribuyen al grado de neutropenia y
los de IFNGy TGFBT1 al grado de anemia, al diagnéstico.

- Los polimorfismos en los genes IFNG e IL6 afectarian al grado de respuesta a la TIS,

evaluada a los 6 meses de iniciado el tratamiento.
En SMD:

- Los polimorfismos en los genes TNF e IL6 contribuyen al grado de anemia, en TNF'y
TGFB1 con los recuentos plaquetarios, y en IFNG al grado de neutropenia, al
diagnostico.
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- La variante de alta expresion del gen TNF, asociada con la severidad de las
citopenias, contribuiria con la necesidad de requerir transfusiones y con el incremento

en las causas de muerte no relacionadas a la progresién leucémica.

- El genotipo +915 G/G relacionado a mayor expresién de TGFB1 se asocidé con mayor
sobrevida global. Estos pacientes presentaron mayores recuentos de plaquetas y una
tendencia a menor porcentaje de blastos en MO.

2. Estudios de expresion génica en AA

- El perfil de expresién génica mostr6 un aumento de TNF e IL6 y una disminucion de
TGFB1, favoreciendo un estado pro-inflamatorio en estos pacientes. Aunque no se
determind la contribucién de los polimorfismos a los niveles de expresion génica, los
genotipos relacionados con el perfil de expresién mencionado se asociaron con
caracteristicas clinico-patolégicas mas severas.

- Las relaciones TBET/RORyt y GATA3/RORyt incrementadas, por defecto de la
expresion de RORyt, podrian indicar una prevalencia de las respuestas efectoras Th1

y Th2 sobre la respuesta Th17.

- El aumento de las relaciones TBET/FOXP3 y GATA3/FOXP3, por defecto de la
expresion de FOXP3, indicaria una disminucién en la respuesta reguladora (Treg) en
favor de las respuestas efectoras (Th1 y Th2). La menor expresiéon génica de TGFB1
también podria estar relacionada con una deficiencia de las células Treg.

Conclusion general

Los polimorfismos en los genes de citoquinas estudiados podrian actuar como
modificadores genéticos de la enfermedad tanto en AA como en SMD, profundizando
la severidad de las citopenias observadas al diagnéstico en estos pacientes. Ademas,
un estado pro-inflamatorio con una deficiencia en la diferenciacién y/o funcién de los
linfocitos Treg cooperaria con la susceptibilidad y/o defectos intrinsecos de los
progenitores hematopoyéticos en el desarrollo de los SFM.
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