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Estudios genéticos y citogenéticos en Aplasia Medular 

 

 

Resumen 

La Aplasia Medular o Anemia Aplásica adquirida (AA) es una insuficiencia medular 

global cuantitativa, caracterizada por una médula ósea hipo-celular, pancitopenia y 

riesgo de progresión a Síndromes Mielodisplásicos (SMD). El 80% de los casos de AA 

son de etiología idiopática, vinculados a un desorden autoinmune subyacente. Los 

principales mecanismos relacionados a la supresión hematopoyética en AA involucran 

un incremento de las citoquinas TNF-� e IFN-� producidas por linfocitos T citotóxicos 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 desregulación de otras 

citoquinas como IL-6 y TGF-�1. 

El objetivo fue estudiar polimorfismos asociados con la expresión diferencial de los 

genes TNF, IFNG, IL6 y TGFB1, y establecer su relación con susceptibilidad y/o 

características clínico-patológicas en pacientes con AA y SMD. Además, determinar 

los niveles de expresión de estas citoquinas y de los factores de transcripción Foxp3, 

T-bet, GATA-3 y ROR�t 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 estarían asociados con 

susceptibilidad a AA; mientras que, existiría una relación entre los polimorfismos de los 

genes TNF e IL6 y riesgo a SMD, en nuestra población. Las variantes polimórficas 

estudiadas estarían relacionadas con la severidad de las citopenias tanto en AA como 

en SMD, pudiendo actuar como modificadores genéticos de la enfermedad. Los 

hallazgos del análisis de expresión en AA muestran un incremento de TNF e IL6, y una 

disminución de TGBF1. La relación entre los factores de transcripción reflejaría una 

disminución en la diferenciación y/o función de células Treg favoreciendo un estado 

pro-inflamatorio, principalmente Th1 y Th2, lo cual podría contribuir con los 

mecanismos patogénicos relacionados a la falla medular en los pacientes con AA. 

Palabras claves: Aplasia Medular, Síndromes Mielodisplásicos, polimorfismos, 

citoquinas, expresión 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-� and IFN-� 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-�1 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 ROR�t 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 IL6 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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La Aplasia Medular adquirida 

1. Definición e historia 

La Aplasia Medular o Anemia Aplásica adquirida (AA) es una insuficiencia medular 

global de tipo cuantitativo, caracterizada por una médula ósea (MO) hipo o a-celular, 

debido a que las células troncales (stem cells) y las progenitoras hematopoyéticas 

pierden su capacidad de auto-renovación y/o diferenciación. La consecuencia del 

fracaso de la función hematopoyética o falla medular es una inadecuada producción 

de eritrocitos, leucocitos y plaquetas, generando pancitopenia, lo cual se refiere a la 

disminución de los elementos de sangre periférica (SP): anemia, leucopenia y 

trombocitopenia. 

La descripción inicial de este trastorno fue atribuida a Paul Ehrlich en 1888, quien se 

refirió a una joven embaraza con anemia y leucopenia severas, fiebre, ulceración de 

las encías 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 Aplásica (Aplasia: del griego a(n): ‘no’, ‘sin’ + plas(í�): ‘formación celular’) le 

fue asignado por Anatole Chauffard en 1904 (Chauffard, 1904). En 1934, Thompson y 

col. definieron a la AA como una entidad clínica caracterizada por pancitopenia 

secundaria a depresión 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 patología primaria que infiltre, 

reemplace o anule la hematopoyesis activa (Scott y col., 1959; Wintrobe, 1969). 

Al igual que en otras patologías, las controversias ocasionadas en la identificación 

adecuada de pacientes con AA requirieron de la determinación de criterios estrictos de 

diagnóstico. Además, el desarrollo de herramientas diagnósticas como el 

medulograma y la biopsia medular, así como también el avance de nuevas técnicas de 

imagen, contribuyeron en la caracterización del cuadro clínico 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 práctica médica tanto para el 

diagnóstico de la AA como en la clasificación de los pacientes con respecto a la 

severidad del cuadro clínico (ver Introducción sección 4). 
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2. Etiología 

La AA se clasifica según su etiología como idiopática o secundaria. En aquellos casos 

donde no puede realizarse una presunción etiológica clara, se la designa como 

idiopática, correspondiendo, aproximadamente, al 80% de los pacientes. Si bien el 

término idiopático 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 producción de las células sanguíneas. Por otro lado, la falla 

medular puede ser secundaria relacionada a la exposición a diferentes agentes 

químicos, físicos y/o biológicos, 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: Clasificación etiológica de la AA 

Idiopática 

Secundaria 
Agentes químicos: 

• Medicamentos o quimioterapéuticos: 

- Mostazas azufradas o nitrogenadas y sus congéneres (busulfán, ciclofosfamida, otros) 

- Citostáticos: análogos purínicos o pirimidínicos (6-mercaptopurina, tioguanina, arabinósido de 
citosina) 

- Antimitóticos (colchicina) 

- Otros (sales de oro, cloranfenicol) 
• Benceno, sus derivados y sustancias relacionadas 
• Insecticidas 
• Metales pesados 

Agentes físicos: 
• Radiaciones ionizantes (rayos X, isótopos radiactivos, bombas atómicas, otros) 

Agentes biológicos: 
• Virus (Hepatitis, Epstein-Barr, Parvovirus B19, Citomegalovirus, Virus de la inmunodeficiencia 

humana) 
Otras causas: 

• Enfermedades autoinmunes (Fascitis eosinofílica) 
• Gestación 

3. Incidencia y epidemiología 

La AA es una enfermedad muy poco frecuente en los países desarrollados 

occidentales. La incidencia era sobre-estimada en los primeros estudios 

epidemiológicos debido a la falta de criterios diagnósticos estrictos para la inclusión de 

pacientes (Böttiger 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 diagnóstico, estimó la incidencia de la AA en 2,2/1.000.000 por año sobre 

una población que incluía 7 áreas de Europa e Israel (IAAAS, 1987). Otros estudios 

prospectivos realizados en el Reino Unido (Cartwright y col., 1988), Francia (Mary y 

col., 1990), España (Montané y col., 2008) y Brasil (Maluf y col., 2002) estimaron una 

incidencia inferior a 3/1.000.000 por año. Sin embargo, la incidencia de la AA muestra 

variabilidad geográfica, ya que en países asiáticos se observan valores 2-3 veces más 

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

Algunos estudios describen una distribución 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 año: pediátrico/ adulto 

joven (10-25 años) y ancianos (>60 años) (IAAAS, 1987; Mary y col., 1990; Montané y 

col., 2008, Marsh y col., 2009). Las medianas de edad al momento del diagnóstico 

muestran un amplio rango (10-42 años) en las diferentes series publicadas (Tabla 2). 

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

Edad (años) Relación de 
géneros (M/F) 

Pacientes 
con AA (N) Referencia 

Mediana Media Rango 
      

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 Du y 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. 47,1 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: número de pacientes. 

En cuanto a la influencia del género, la mayoría 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 



���������	
����
���
����� � �������

����

 

5 

 

col., 1991). En la Tabla 2 se muestra la relación de géneros al diagnóstico 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 relación de géneros podrían reflejar diferencias en 

cuanto a la exposición a factores etiológicos (incluyendo virus, drogas y químicos), el 

background genético y el diseño de los estudios epidemiológicos. Los criterios de 

diagnóstico e inclusión/ exclusión en la selección de los pacientes y el tamaño 

muestral, inferior a 80 pacientes en la mayoría de las series publicadas (Tabla 2), son 

factores claves que podrían afectar la descripción epidemiológica de la enfermedad. 

4. Diagnóstico 

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 confirmación del diagnóstico 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/�L y 3) recuento de glóbulos 

blancos �3500/�L o recuento de neutrófilos �1500/�L. En cuanto a los hallazgos en la 

MO debe observarse: a) disminución en la celularidad con ausencia/ depleción de las 

series hematopoyéticas o celularidad normal debido a una hiperplasia eritroide focal 

con depleción de granulocitos y megacariocitos, y b) ausencia de fibrosis significativa o 

infiltración neoplásica (IAAAS, 1987). 

La AA puede clasificarse como moderada, severa o muy severa, de acuerdo a Camitta 

y col. y Bacigalupo y col., según el cuadro clínico presentado al diagnóstico. Los 

pacientes clasificados como AA severa deben cumplir al menos dos de los siguientes 

criterios en SP: 1) recuento de neutrófilos <500/�L, 2) recuento de plaquetas 

<20000/�L, y 3) porcentaje de reticulocitos <1% (corregido por el hematocrito). 

Además, 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). 

Según Bacigalupo y col., la clasificación de AA muy severa se le asigna a los 

pacientes con AA severa que presentan recuentos de neutrófilos <200/�L (Bacigalupo 

y col., 1988). Los pacientes con un cuadro clínico moderado son aquellos que cumplen 
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los criterios diagnósticos de la AA pero no manifiestan los criterios de AA severa. En la 

Tabla 3 se resumen los criterios de diagnóstico y de severidad de la enfermedad. 

Tabla 3: Criterios diagnósticos 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 neutrófilos <1500/µL <500/µL <200/µL 

Recuento de plaquetas <50000/µL <20000/µL <20000/µL 

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 neutrófilos <200/µL. 

La confirmación del diagnóstico 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 Paroxística Nocturna (HPN) (Marsh y col., 2009) (ver Introducción 

sección 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 combinación de globulina anti-timocítica (GAT) y ciclosporina (CsA) – 

y/o el trasplante de células progenitoras hematopoyéticas (TCPH). La elección 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 elección de preferencia el TCPH, ya que es la única opción 

curativa (Scheinberg y col., 2006; Marsh y col., 2009; Scheinberg y col., 2011; 

Scheinberg y Young, 2012). Sin embargo, la mayoría de los pacientes no son 

candidatos adecuados para un TCPH como tratamiento de primera línea. Esto se debe 

a diversos factores, siendo los más 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 más comúnmente utilizado como tratamiento inicial en los pacientes con 

AA. Las principales recomendaciones y el algoritmo para el tratamiento específico de 

la AA se resumen en la Figura 1. 
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Figura 1: Algoritmo de tratamiento de la AA 

 
Adaptado de Marsh y col., 2009 

Para el tratamiento específico 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 elección entre estos dos tratamientos se basa principalmente en la 
severidad del cuadro clínico presentado y en la edad del paciente. El TCPH de donante relacionado está 
indicado como tratamiento de primera línea en los pacientes pediátricos o adultos hasta 50 años, con 
ausencia de comorbilidades, y que cuenten con un donante histo-idéntico compatible. Las TIS se 
recomiendan como tratamiento de primera línea en los pacientes sin indicación 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 hematológica 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 años (Marsh y col., 2009; Scheinberg y col., 2011). Además, 

alrededor de un 30% de los pacientes que no responden a la TIS inicial muestran una 

mejoría hematológica 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 

administración de CsA para mantener recuentos hematológicos adecuados. La 

administración sostenida de CsA puede retrasar las recaídas y, con dosis muy bajas, 

los pacientes alcanzan una condición estable (Scheinberg y Young, 2012). Las TIS se 

recomiendan como tratamiento de primera línea en los pacientes sin indicación de 
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TCPH (ver Introducción sección 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 neutrófilos >1500/µL y recuento de plaquetas 

>100000/µL. En pacientes con AA severa y muy severa, la respuesta parcial (RP) se 

define como: nivel de hemoglobina >8,0 g/dL, recuento de neutrófilos >500/µL, 

recuento de plaquetas >20000/µL e independencia transfusional. Mientras que, en 

pacientes con AA moderada, la RP se define como: nivel de hemoglobina >8,0 g/dL, 

recuento de neutrófilos >1000/µL y recuento de plaquetas >30000/µL (Yoshida y col., 

2011). 

Luego de la utilización de TIS, los pacientes con AA deben ser monitoreados 

cuidadosamente para detectar una potencial recaída; así como también, la posibilidad 

de progresión a otras enfermedades hematológicas clonales como los Síndromes 

Mielodisplásicos (SMD)/ Leucemia Mieloide Aguda (LMA) y/o la HPN (ver Introducción 

sección 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 años, alcanzando valores de 80-90% en pacientes <20 años, 70-75% en pacientes 

entre 20 y 40 años, y alrededor de un 50% para los pacientes >40 años (Scheinberg y 

Young, 2012). El TCPH con donante relacionado es el tratamiento de elección inicial 

para los pacientes recién diagnosticados que presenten: 1) un cuadro clínico de AA 

severa o muy severa, 2) edad pediátrica o adultos <40 años (existen controversias 

sobre el límite máximo de edad para el trasplante y podrían incluirse en este grupo los 

pacientes hasta 50 años con ausencia de comorbilidades), y 3) un donante histo-

idéntico compatible (Figura 1). La correlación entre la mayor edad con el riesgo de la 

enfermedad injerto contra huésped y la significativa morbilidad y mortalidad siguen 

afectando la decisión 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 año 1990, la sobrevida a largo plazo de los pacientes con AA sometidos a un 

TCPH con donante no emparentado se encontraba alrededor de sólo 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 últimos años, la sobrevida ha 

mejorado significativamente debido a diversos factores, principalmente, a la selección 

más estricta de los posibles donantes, facilitado por los estudios moleculares de alta 

resolución en la tipificación Human Leukocyte Antigen (HLA), y la aplicación de 

regímenes 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 años (Marsh y col., 

2009; Scheinberg y Young, 2012). El TCPH con donante no relacionado puede ser 

considerado cuando los pacientes presentan: 1) un cuadro clínico de AA severa o muy 

severa, 2) edad <50 años (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. Fisiopatología 

Los mecanismos patogénicos de la AA involucran a un desorden autoinmune que 

contribuye a la supresión de la hematopoyesis. Las primeras inferencias clínicas se 

realizaron en la década del 70’ cuando Mathé y col. observaron una inesperada 

mejoría en la pancitopenia de pacientes con AA que habían rechazado un TCPH. Esta 

recuperación fue atribuida al régimen de acondicionamiento inmunosupresor que 

habían recibido estos pacientes (Mathé y col., 1970). Sin embargo, la principal 

evidencia clínica de la fisiopatología inmune subyacente en esta enfermedad es la 

capacidad de respuesta de los pacientes con AA, tanto en los casos idiopáticos 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 

podría ser interpretada como la existencia, en estos casos, de una fisiopatología no 

inmune alternativa. Sin embargo, esta refractariedad también podría ser consistente 

con un cuadro de depleción medular muy severo o con la participación de mecanismos 

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

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

6.1. Modelo de destrucción inmune de la hematopoyesis 

Los datos de laboratorio obtenidos durante las últimas dos décadas implican una 

destrucción inmune subyacente de las stem cells y de las células progenitoras 

hematopoyéticas. Los principales mecanismos inmunes efectores de supresión de la 

hematopoyesis en la AA son: los linfocitos T CD4+ colaboradores (Th: T helper) 1, los 

linfocitos T CD8+ citotóxicos (Tc), la producción de citoquinas tales como Factor de 

Necrosis Tumoral-� (TNF-�: Tumor necrosis factor-alpha) e Interferón-� (IFN-�: 

Interferon-gamma), y la apoptosis inducida por el sistema Fas/Fas ligando (Fas/FasL) 

(Young y Maciejewski, 1997; Young, 2000; Young, 2006). Una población de células T 

activadas, actuando localmente en la MO, induciría un aumento de las respuestas 

apoptóticas en los precursores hematopoyéticos. Las citoquinas producidas, y otros 

factores inducidos por ellas, podrían causar la muerte celular mediada por Fas/FasL y 

la activación de vías intracelulares que conducen al arresto del ciclo celular, 

contribuyendo a la falla medular (Figura 2). 

Figura 2: Modelo de destrucción inmune de la hematopoyesis 

 
Adaptado de Young, 2000; 2006 

Los antígenos son presentados a los linfocitos T por las células presentadoras de antígeno (CPA) en el 
contexto del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) desencadenando la activación y proliferación 
de las células T. La promoción de células T CD4+ hacia una respuesta Th1 y la activación de células T 
citotóxicas CD8+ genera una producción incrementada de las citoquinas TNF-� e INF-�. El aumento en la 
producción de Interleuquina (IL)-2 conduce a la expansión clonal de las células T. TNF-� e IFN-� up-
regulan al receptor Fas y su activación por el ligando de Fas (FasL) conduce a la apoptosis de las células 
diana o target. Estos eventos causan la muerte celular por apoptosis que finalmente contribuye a la falla 
medular. 
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6.1.1. Linfocitos Th1 y linfocitos Tc. Producción de IFN-� y TNF-� 

La respuesta inmune celular Th1 es fundamental para la defensa del huésped frente a 

patógenos intracelulares. La citoquina clave necesaria para inducir la diferenciación de 

las células Th1 es la Interleuquina (IL)-12. Además, la presencia de IFN-� también 

desempeña un rol importante. Estas citoquinas promueven la activación del factor de 

transcripción “regulador maestro" T-bet de las células Th1 en un proceso complejo. La 

actividad de T-bet produce una retroalimentación positiva debido a que causa una 

mayor producción de IFN-� que, a su vez, produce mayor expresión de T-bet, 

amplificando la diferenciación Th1. Estas células producen altos niveles de citoquinas 

pro-inflamatorias, principalmente IFN-�, además de TNF-� e IL-2, las cuales coordinan 

la activación de macrófagos (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 crítico en la respuesta inmune frente a patógenos intracelulares, 

principalmente virus. Los linfocitos Tc también ejercen su respuesta efectora 

produciendo las citoquinas pro-inflamatorias IFN-� y TNF-�, y causando citotoxicidad 

de las células infectadas mediante diferentes mecanismos de inducción 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). 

Además de sus funciones de protección frente a la invasión de patógenos 

intracelulares, los linfocitos Th1 también contribuyen al desarrollo de enfermedades 

autoinmunes específicas de órgano y de trastornos inflamatorios crónicos (Peng, 2006; 

Hirahara y col., 2013). En AA, los primeros experimentos de co-cultivo evidenciaron la 

participación de un mecanismo patogénico mediado por células T. La adición de 

linfocitos de pacientes con AA inhibía la hematopoyesis in vitro de MO normales 

(Zoumbos y col., 1985). Mientras que, la remoción de linfocitos de las muestras de MO 

de pacientes mejoraba el número 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 circulación en la SP como en la MO de 

los pacientes con AA, con incrementada producción de citoquinas típicas de la 

respuesta inmune celular Th1, especialmente las citoquinas TNF-� e INF-� 

(Maciejewski y col., 1994; Kook y col., 2001; Young, 2006). Diferentes estudios 

demostraron, mediante análisis por citometría de flujo, una sobre-expresión intra-

citoplasmática de estas citoquinas pro-inflamatorias en linfocitos CD4+ y CD8+, 

circulantes y medulares, de pacientes con AA (Dufour y col., 2001; Sloand y col., 
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2002a; Dubey y col., 2005). Además, el plasma medular (Dubey y col., 2005) y el 

sobrenadante de cultivos de MO sin estimular (Dufour y col., 2001) de pacientes con 

esta patología presentan altos niveles de TNF-� e IFN-�. 

Las citoquinas TNF-� e IFN-� son inhibidores potentes de la hematopoyesis y pueden 

inducir la expresión del receptor Fas y/o activar sus receptores específicos en las 

células hematopoyéticas targets impulsando vías intracelulares inhibitorias del ciclo 

celular (Maciejewski y col., 1995a; Selleri y col., 1996; Nagata, 1997). Los pacientes 

con AA presentan una reducción marcada en el porcentaje de células CD34+ en MO, 

acompañada de una tasa de apoptosis incrementada y una up-regulación del receptor 

Fas (Maciejewski y col., 1995b; Philpott y col., 1995; Callera y Falcão, 1997; Killick y 

col., 2000; Ismail y col., 2001). 

6.1.2. Balance Th1/Th2 

La respuesta inmune Th2 confiere protección contra parásitos helmintos, pero también 

puede promover respuestas inflamatorias crónicas y agudas contra una gran variedad 

de alérgenos. Las células Th2, inducidas por la sobre-expresión de su factor de 

transcripción “regulador maestro" GATA-3, cumplen una función destacada en los 

tejidos periféricos, debido a su capacidad para secretar principalmente la citoquina IL-

4, así como también IL-5 e IL-13. Estas citoquinas son capaces de activar a eosinófilos 

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 diferenciación de las células T CD4+ hacia células Th1 

productoras de citoquinas que inhiben la hematopoyesis, principalmente IFN-�, y 

células Th2 que producen IL-4. La regulación transcripcional en este proceso de 

diferenciación es crítica, existiendo un balance entre los factores de transcripción 

responsables: T-bet y GATA-3, respectivamente (Rengarajan y col., 2000; Szabo y 

col., 2002; Peng, 2006; Pai y col., 2008). La alteración del balance entre las 

respuestas Th1 y Th2 tendría importancia en la patogénesis de la AA. Diversos 

trabajos demostraron una polarización de la respuesta inmune hacia Th1, en los 

pacientes al diagnóstico y refractarios a la TIS, evaluada mediante la relación de las 

citoquinas producidas IFN-�/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 remisión, aunque este efecto es compensado por el aumento de la 

producción de IL-4 (Giannakoulas y col., 2004). Asimismo, en la mayoría 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 expresión génica (Du y col., 2013; Shan y col., 2013; 

Chen H y col., 2014); así como también, una disminución en los niveles de expresión 

génica de GATA-3 (Chen H y col., 2014). Estos resultados indicarían que las células T 

CD4+ estarían polarizadas hacia una respuesta Th1. Sin embargo, también se ha 

documentado una aumento significativo del subset celular Th2 (en adición a Th1) en 

los pacientes con AA, observando una correlación entre esta expansión de linfocitos 

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

6.2. Otras vías vinculadas a la patogénesis 

6.2.1. Linfocitos Th17 

En los últimos años fue identificado un nuevo subset de células T CD4+: los linfocitos 

Th17, que confieren inmunidad frente a infecciones de patógenos extracelulares. Un 

factor determinante en el desarrollo de las células Th17 es el microambiente local de 

citoquinas. La diferenciación de este linaje celular puede ser inducida en presencia del 

Factor de Crecimiento Transformante-� (TGF-�: transforming growth factor-beta) y la 

IL-6; mientras que, la IL-23 contribuye a la expansión de estas células una vez 

diferenciadas. El receptor retinoic acid-related orphan receptor �t (ROR�t) es el factor 

de transcripción clave para la diferenciación del linaje Th17. Estos linfocitos producen 

IL-17 (principalmente IL-17A e IL-17F) e IL-22, coordinando, a su vez, la inflamación 

del tejido al inducir la expresión de otras citoquinas pro-inflamatorias, tales como IL-6 y 

TNF-�, de diversas quemoquinas y de metaloproteasas de la matriz, para permitir la 

infiltración y destrucción tisular (Ivanov 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 múltiple, lupus y asma, entre otras (Tesmer y col., 2008); así como también, 

de algunos desórdenes hematológicos (Kordasti y col., 2009a; Kordasti y col., 2009b; 

Wu y col., 2009). En AA, algunos autores observaron un aumento en la proporción de 

linfocitos Th17, tanto en SP como en MO, en los pacientes al diagnóstico (de Latour y 

col., 2010; Du y col., 2013). Otros trabajos restringen este hallazgo sólo a los casos de 

AA severa (Kordasti y col., 2012). Además, el aumento en el número de células Th17 

se acompaña de un incremento en los niveles de expresión del factor de transcripción 

ROR�t (Du y col., 2013). Aunque las citoquinas miembros de la familia IL-17 (IL-17 A-

F) son en sí mismas inhibidores de la proliferación de células hematopoyéticas 
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(Broxmeyer y col., 2006), el papel potencial en la fisiopatología de la AA aún no está 

completamente elucidado. Algunos trabajos muestran que tanto la expresión génica 

como plasmática de IL-17 estaría elevada en células mononucleares de MO y SP de 

los pacientes, acompañada por una alta producción 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 inmunológica, controlando la autoinmunidad mediante la supresión de las 

células T auto-reactivas. Las células Treg se caracterizan por la expresión del factor 

de transcripción forkhead box protein 3 (Foxp3), siendo crítico en la determinación 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 transcripción 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-� (Chen y 

col., 2003; Fantini y col., 2004; Fu y col., 2004; Zheng y col., 2004). Además, se ha 

demostrado que TGF-� 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 acción inhibitorios que incluyen contacto celular y producción de 

citoquinas inhibidoras como TGF-� 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 disminución relativa de los linfocitos Treg 

contribuyen al desarrollo y progresión de enfermedades autoinmunes (Grant y col., 

2015; Ohl y Tenbrock, 2015). Los estudios realizados en AA evidencian una 

disminución en el número 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). Además, también se observa una disminución en la capacidad del 

potencial migratorio de los linfocitos Treg de SP, lo cual podría contribuir a la 

inmunosupresión debilitada observada en los pacientes con AA a nivel de la MO (Shi y 

col., 2012). 
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Figura 3: Diferenciación de las células T CD4+ hacia los linajes Th1, Th2, Th17 e iTreg 

�
Adaptado de Zhou y col., 2009; O'Shea y Paul, 2010; Cosmi y col., 2013 

Las células T CD4+ vírgenes o naives, al encontrarse con antígenos extraños presentados por 
las células presentadoras de antígenos, pueden diferenciarse hacia los linajes Th1, Th2, Th17 
e iTreg (además de hacia células T foliculares y otras células Th las cuales no se muestran en 
el esquema). Estos programas de diferenciación son controlados por citoquinas que producen 
las células de la inmunidad innata. La IL-12 e IFN-� son importantes para la diferenciación de 
células Th1, e IL-4 es crucial para la diferenciación de células Th2. TGF-� junto con la IL-6 e IL-
23 inducen la diferenciación y expansión de células Th17; mientras que la diferenciación de 
iTreg es inducida por TGF-� en ausencia de IL-6. Los factores de transcripción específicos que 
dirigen el programa de diferenciación de cada subset de células Th son: T-bet para las células 
Th1, GATA-3 para las células Th2, ROR�t para las células Th17 y, para las células iTreg, 
Foxp3. 

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

El desarrollo de las células Th17 e iTreg muestran una superposición debido a que 

ambas requieren de la señalización vía TGF-� para inducir su diferenciación. Los 

factores de transcripción específicos de linaje ROR�t y Foxp3 son co-expresados 

temprana y transitoriamente en estas células. La expresión de estos factores se 

resuelve, hacia uno u otro linaje, como consecuencia de la señalización coordinada de 

factores adicionales que favorecen Th17 frente a iTreg, o viceversa. La modulación 

inducida por TGF-� durante las primeras etapas de la diferenciación celular 

desempeña un papel central en la determinación 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 reducción significativa en los niveles de TGF-�1 

en el suero de los pacientes, tanto in vivo como in vitro (Rizzo y col., 1999). Y, 

además, encontraron una correlación entre la respuesta al tratamiento y el aumento de 

los niveles séricos de TGF-�1 (Rizzo y col., 1999). Este hallazgo podría estar 

relacionado principalmente con una disminución del número y/o función del subset de 

linfocitos Treg. Además, algunos trabajos describen una relación 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 progresión de la AA. 

7. Polimorfismos en genes de citoquinas y susceptibilidad 

Como se explicó anteriormente, la AA es una patología que posee un alto componente 

autoinmune. La capacidad de discriminar entre antígenos propios y no propios es vital 

para el funcionamiento del sistema inmune como una defensa específica contra los 

microorganismos invasores. Una falla del sistema inmune a "tolerar" los tejidos propios 

puede dar lugar a estados patológicos autoinmunes. La inducción de la autoinmunidad 

involucra factores tanto genéticos como ambientales, los cuales pueden estar 

implicados en la iniciación y/o el desarrollo de la enfermedad (Sinha y col., 1990). La 

existencia de una predisposición genética fue reconocida en numerosos desórdenes 

autoinmunes. Los genes altamente polimórficos 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 Síndromes de Falla Medular (SFM) 

adquiridos (ver Introducción sección 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 regulación de la 

hematopoyesis, en donde el balance entre la acción de factores estimulantes/ 

mielosupresores es fundamental para la óptima producción de las diferentes líneas 

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 participación de las citoquinas pro- y anti-inflamatorias en el 

sistema inmune y el proceso hematopoyético, la desregulación en su producción está 

involucrada en diversas enfermedades, incluyendo patologías autoinmunes e 
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inflamatorias, procesos neoplásicos y desórdenes hematológicos. Entre las citoquinas 

principalmente involucradas en los mecanismos fisiopatológicos de la AA y de otros 

SFM adquiridos, se encuentran TNF-�, IFN-�, IL-6 y TGF-�1. Los genes que codifican 

para estas citoquinas poseen polimorfismos asociados con la regulación de su 

expresión, los cuales podrían estar relacionados con susceptibilidad hacia una 

respuesta inmune alterada y una desregulación 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 (ubicación cromosómica: 6p21.33) codifica una citoquina pro-inflamatoria 

multifuncional, TNF-�, que pertenece a la super-familia TNF. Esta citoquina participa 

en la respuesta inmune innata y adaptativa frente a la infección de patógenos, siendo 

un mediador primario de la inflamación. El TNF-� es secretado principalmente por los 

macrófagos activados, aunque puede ser producida por muchos otros tipos celulares, 

como linfocitos T activados, células NK, neutrófilos, eosinófilos, mastocitos, células 

dendríticas y células endoteliales. Esta citoquina está implicada en la regulación de un 

amplio espectro de procesos biológicos, incluyendo la proliferación celular, la 

diferenciación y la apoptosis, cumpliendo sus funciones a través de la unión a sus 

receptores. En los SFM adquiridos, la sobre-expresión de TNF-� está 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). Además, esta citoquina ejerce una 

regulación negativa en la producción de eritropoyetina (EPO) endógena, inhibe in vitro 

la eritropoyesis estimulada por EPO o múltiples combinaciones de citoquinas, y 

suprime la formación 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 Nucleótido Simple (SNP: Single Nucleotide Polymorphism) -308 

G/A (rs1800629) es uno de los más ampliamente estudiados, se encuentra ubicado en 

la zona promotora del gen y está implicado en la expresión diferencial del mismo, 

afectando la unión de ciertos factores y reguladores de la transcripción. La presencia 

del alelo -308A se encuentra asociado a su mayor producción bajo ciertas condiciones 

experimentales. Por lo tanto, los genotipos A/A y G/A son los que se encuentran 

asociados con una alta expresión y el genotipo G/G con una baja expresión 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 (ubicación cromosómica: 12q15) codifica la proteína IFN-�, el único 

miembro conocido de la familia de los interferones de tipo II. Esta citoquina pro-

inflamatoria juega un papel importante en la inmunidad innata y adaptativa contra las 

infecciones microbianas y virales, y exhibe efectos antitumorales. El IFN-� es 

secretado principalmente por los linfocitos Th1 y Tc activados, las células NK 

activadas y las células presentadoras de antígenos, como los macrófagos y las células 

dendríticas. Esta citoquina ejerce su función mediante la transducción de señales por 

unión a su receptor y es un potente activador de los macrófagos y las células NK. 

Además, puede potenciar los efectos antivirales y antitumorales de los interferones de 

tipo I (IFN-�/�). Al igual que TNF-�, IFN-� también ejerce un efecto supresor sobre el 

proceso hematopoyético, inhibiendo la proliferación y diferenciación de las células 

progenitoras mieloides y eritroides mediante la inducción 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 intrón y coincide con un sitio de 

unión del factor de transcripción nuclear factor-�� (NF-��) (Heinemeyer y col., 1998). 

Debido a que el NF-�� induce la expresión del gen IFNG, este SNP podría tener 

consecuencias funcionales en la producción de esta citoquina. La unión del factor NF-

�� es preferencial en presencia del alelo +874T, con lo cual, los genotipos T/T, T/A y 

A/A se asocian con una producción alta, intermedia y baja de IFN-�, respectivamente 

(Pravica y col., 1999; Pravica y col., 2000). Además, el SNP +874 A/T se encuentra 

ubicado contiguo al polimorfismo de repetición +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 repetición +875 CAn los 

distintos alelos difieren en el número de repeticiones presentes del dinucleótido CA. Si 

bien la secuencia de repeticiones CA podría tener en sí misma una función reguladora 

de la transcripción, la variante 12 CA se asocia con una mayor producción de IFN-� 

principalmente como consecuencia de la fuerte asociación 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 patologías, incluyendo condiciones autoinmunes y de 

inflamación crónica (Jahromi y col., 2000; Khani-Hanjani y col., 2000; Lee y col., 2001; 

Fukutani y col., 2004), así 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 (ubicación cromosómica: 7p15.3) codifica la glucoproteína IL-6, una 

citoquina pleiotrópica que regula múltiples procesos biológicos. Esta citoquina 

desempeña un papel importante en respuesta a una lesión o infección, está implicada 

en la respuesta inmune e inflamatoria y es un potente inductor de la respuesta de fase 

aguda. Además, la IL-6 es una citoquina multifuncional que afecta prácticamente a 

todos los sistemas orgánicos (nervioso, hepático y cardiovascular, entre otros) y, en 

particular al sistema inmunológico y la hematopoyesis. Es un factor esencial para la 

diferenciación y activación de los linfocitos T y B, es segregada por numerosos tipos 

celulares, como los macrófagos, las células T y B, las células endoteliales y los 

fibroblastos, y su liberación está inducida por la IL-1 y se incrementa en respuesta a 

TNF-�. Si bien la IL-6 estimula la hematopoyesis (Rodríguez y col., 2004), también ha 

sido implicada en los SFM (Gidvani y col., 2007; Pardanani y col., 2012), aunque su rol 

fisiopatológico aún no está completamente elucidado. 

El gen IL6 es altamente polimórfico en ambas regiones que flanquean a los extremos 

5' y 3'. Uno de los polimorfismos más importantes es el SNP -174 G/C (rs1800795) 

que se encuentra up-stream de la región reguladora del gen IL6 y afecta los niveles de 

expresión de esta citoquina. Este SNP se encuentra cerca de un elemento de 

respuesta a glucocorticoides, influenciando potencialmente la unión de un receptor de 

glucocorticoides y, por lo tanto, su capacidad para reprimir la activación 

transcripcional. El alelo -174C está asociado con una baja producción tanto in vitro 

como in vivo, identificándose los fenotipos: alta (G/G), intermedia (G/C) y baja 

producción 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; Durães 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 (ubicación cromosómica: 19q13.2) codifica a la proteína TGF-�, siendo 

TGF-�1 la isoforma principal expresada en el sistema inmune. Esta citoquina 

pleiotrópica y multifuncional modula la proliferación celular, la diferenciación, la 

apoptosis, la adhesión y la migración de diversos tipos de células, y contribuye a la 

regulación del sistema inmune y la hematopoyesis. La mayoría de los tipos celulares, 

incluyendo las células hematopoyéticas inmaduras, los linfocitos T y B activados, los 

macrófagos, los neutrófilos, las células dendríticas y las plaquetas, producen TGF-� 

y/o 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 

unión de TGF-� a su receptor específico. La liberación de TGF-� maduro de su 

asociación con LAP, mediante la acción de proteasas, es un paso esencial en la 

activación y la función de esta citoquina. TGF-� inhibe la diferenciación Th1, Th2 y Tc, 

y dependiendo del entorno de citoquinas, puede promover la diferenciación de células 

iTreg o de células pro-inflamatorias Th17 (Oh y Li, 2013). Además, esta citoquina se 

ha descripto como un importante regulador negativo de la hematopoyesis, siendo la 

inhibición más 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 exón del gen, los 

principalmente estudiados debido a su potencial rol en la producción diferencial de la 

citoquina. El cambio de C869T (codón 10) genera un cambio del residuo hidrofóbico 

Pro10Leu neutral localizado en el core hidrofóbico del péptido señal, de igual manera 

que el cambio G915C (codón 25): Arg25Pro. Estos cambios podrían alterar la 

estructura �-hélice de la región y, por lo tanto, su transporte a través del retículo 

endoplásmico. En consecuencia, los genotipos +869 codón 10: T/T, T/C y C/C; y +915 

codón 25: G/G, G/C y C/C, se encontrarían asociados con la producción alta, 

intermedia y baja de TGF-�1, respectivamente (Perrey y col., 1999). Las variantes 

polimórficas que determinan un fenotipo de alta producción de esta citoquina fueron 

asociadas con diversas enfermedades autoinmunes y con peor pronóstico luego de un 

TCPH o trasplante de órganos (Girnita y col., 2008; Söderberg y col., 2009). También 

se ha descripto una sobre-representación de estas variantes en algunos SFM 

adquiridos (Fermo y col., 2004; Powers y col., 2007; Serio y col., 2011). 
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8. Superposición clínica de la AA con otros Síndromes de Falla Medular 

La AA forma parte de los Síndromes de Falla Medular (SFM), los cuales constituyen 

un grupo heterogéneo de enfermedades hematológicas que se caracterizan por 

presentar deficiencias en la función hematopoyética. Como se definió anteriormente 

para la AA, en estas patologías las stem cells y las células progenitoras 

hematopoyéticas pierden, por algún mecanismo, su capacidad de auto-renovación y/o 

diferenciación hacia los elementos más maduros. Como consecuencia de la falla en 

esta función aparecen alteraciones cuanti y cualitativas en la MO y citopenias 

periféricas. Dependiendo a qué nivel de la hematopoyesis ocurra la falla pueden verse 

afectadas una o más líneas celulares. Los defectos a nivel de las stem cells pueden 

afectar las tres líneas hematopoyéticas (hematíes, leucocitos y plaquetas), y si éstos 

ocurren en un estadio de desarrollo más tardío de la hematopoyesis pueden verse 

afectadas dos o solo una línea celular en particular (Bagby y col., 2004; Marsh, 2005). 

Los SFM se dividen en adquiridos y congénitos. Dentro de los desórdenes adquiridos, 

la AA, los SMD y la HPN son los que frecuentemente se asocian con falla medular 

multilínea. Los SMD y la HPN son las patologías que presentan las principales zonas 

de intersección clínica con la AA, indicando, no sólo la dificultad para establecer un 

diagnóstico diferencial entre ellas, sino también, que podrían compartir mecanismos 

patogénicos subyacentes (Figura 4). Por otro lado, se encuentran los SFM adquiridos 

que se asocian con falla medular de línea única, como la Aplasia Pura de Glóbulos 

Rojos, la Trombocitopenia Amegacariocítica adquirida y la Agranulocitosis o 

Neutropenia adquirida. Las fallas medulares que afectan una única línea pueden 

progresar hacia una AA tardíamente (Figura 4). La mayoría de estas patologías 

adquiridas son de etiología idiopática, aunque también se desarrollan casos de falla 

medular secundaria a la exposición a agentes tóxicos y/o biológicos (Bagby y col., 

2004; Marsh, 2005). 

Con respecto a los desórdenes congénitos, los que se asocian con falla medular 

multilínea son: la Anemia de Fanconi (AF) y la Disqueratosis Congénita. Mientras que, 

los que se asocian con falla medular de una única línea son: la Anemia de Blackfan-

Diamond, el Síndrome de Shwachman-Diamond, la Neutropenia Congénita Severa 

(Síndrome de Kostmann) y la Neutropenia Cíclica, la Trombocitopenia 

Amegacariocítica Congénita, entre otros (Figura 4). En los últimos años, 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 

biológicas conocidas que se ven afectadas por estas mutaciones y que están 
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implicadas en la etiopatogenia de estas enfermedades son: reparación del ADN (AF), 

biogénesis ribosomal (Anemia de Blackfan-Diamond, Síndrome de Shwachman-

Diamond, Disqueratosis Congénita), mantenimiento telomérico (Disqueratosis 

Congénita), elastasa de neutrófilos (Neutropenia Congénita Severa y Neutropenia 

Cíclica), receptor de Trombopoyetina (Trombocitopenia Amegacariocítica Congénita) 

(Alter, 2007; Dokal y Vulliamy, 2010; Sakaguchi y col., 2013). 

Figura 4: Superposición clínica de la AA con otros Síndromes de Falla Medular 

�
Adaptado de Young, 2000; 2006 

Diagrama que ilustra las relaciones clínicas y fisiopatológicas entre la AA y los demás Síndromes de Falla 
Medular (SFM) adquiridos y congénitos. Los círculos superpuestos muestran las principales zonas de 
intersección clínica de la AA con las otras patologías, indicando que podrían compartir mecanismos 
patogénicos subyacentes, principalmente con los SFM adquiridos. Además, estos solapamientos 
representan las principales dificultades en el diagnóstico diferencial de la AA. 

La AF es uno de los SFM congénito más frecuente con una incidencia de 4-

7/1.000.000 de nacidos vivos (Gulbis y col., 2010; Sakaguchi y col., 2013). El 

diagnóstico de estos pacientes se basa, principalmente, en el examen clínico y, debido 

a que se ven afectados genes vinculados a la reparación 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 cromosómicas espontáneas e inducidas por el 

diepoxibutano (DEB) (2,2’-Bioxirane). El tratamiento de la AF es principalmente de 

soporte y la terapia con andrógenos frecuentemente induce respuestas significativas 
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en los pacientes pancitopénicos. El TCPH es la única opción 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 diagnóstico 

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 más líneas 

hematopoyéticas y/o evolucionar hacia un componente SMD/LMA (Figura 4). En 

particular, la AA, además de presentar zonas de superposición clínica que dificultan el 

diagnóstico diferencial con los SMD y la HPN, podría, clínicamente, coexistir o 

evolucionar hacia estas enfermedades hematológicas clonales. La progresión clonal 

es una de las complicaciones más graves a largo plazo de la AA, la cual incluye la 

adquisición de anomalías cromosómicas y el consecuente desarrollo de SMD/LMA y/o 

la expansión de clones HPN. 

8.1. SMD 

8.1.1. Características generales 

Los SMD comprenden un grupo heterogéneo de patologías hematológicas 

caracterizado por una hematopoyesis inefectiva que afecta, al menos, una de las 

líneas 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 mayoría de los 

pacientes fallecen debido a fallas de la MO más que de las complicaciones surgidas 

por la progresión leucémica (List y col., 2004; Greenberg y col., 2012). 

Los SMD ocurren principalmente en ancianos, con un promedio de edad al momento 

del diagnóstico de 60-75 años, y menos del 10% de los pacientes son <50 años. 

También se observan en jóvenes e incluso en niños, aunque con menor prevalencia. 

La incidencia varía entre 4-13/100.000 por año en la población general. Sin embargo, 

la incidencia estimada se incrementa entre 20-50/100.000 por año en pacientes >60 

años (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 

antineoplásicos, al contacto con químicos o a la progresión clonal de un SFM pre-

existente. 
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El diagnóstico de SMD es complejo y debe incluir una adecuada información clínica a 

fin de descartar otras posibles causas. El proceso incluye la evaluación de la MO y del 

frotis de SP en cuanto a su morfología y a sus valores absolutos y relativos, 

interpretada en el contexto del resultado del estudio citogenético (Greenberg y col., 

2013). Los criterios diagnósticos mínimos se detallan en la Tabla 4. A fin de confirmar 

el diagnóstico 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 clínico es “altamente sugerente” de un SMD. 

Tabla 4: Criterios diagnósticos para SMD 

A. Pre-requisitos esenciales 

 
 
 
 

1. Citopenia constante en al menos una de las líneas celulares: eritroide (Hb <11 g/dL), granulocítica 
(neutrófilos <1500/�L) o megacariocítica (plaquetas <100000/�L). 
2. Exclusión de otras enfermedades, hematológicas 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 líneas celulares 
eritroide, granulocítica y/o megacariocítica o >15% de sideroblastos en anillo. 
2. Porcentaje de blastos en el aspirado medular entre 5-19%. 
3. Anomalías cromosómicas recurrentes características de SMD (por citogenética o por FISH). 

C. Co-criterios (para pacientes que cumplen (A) y no (B) pero presentan características  
clínicas típicas de SMD) 

 
 
 
 
 
 

1. Fenotipo aberrante identificado por citometría de flujo en células precursoras eritroides y/o mieloides 
en MO. 
2. Evidencia molecular de monoclonalidad por ensayo HUMARA, técnicas de “microarrays” o análisis 
de mutaciones puntuales (p. ej.: mutaciones en el gen RAS). 
3. Capacidad de formación de colonias por parte de los progenitores de MO y/o SP marcada y 
persistentemente reducida. 

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

La MO es, generalmente, normo- o hiper-celular con alteraciones displásicas. La 

dispoyesis puede involucrar una o todas las líneas hematopoyéticas mieloides, 

afectando el tamaño, la forma o la organización celular. 

A nivel periférico, el 80-85% de los pacientes presentan anemia al diagnóstico, la cual 

suele ser frecuentemente macrocítica pero refractaria al tratamiento con folato y 

vitamina B12, o normocítica (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, aún en ausencia de anemia, en 
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un cierto porcentaje de pacientes (List, 2002; Steensma y Bennett, 2006). En 

población Argentina, incluyendo el análisis 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/µL, y el 51% recuentos de neutrófilos inferiores a 1800/µL (Enrico 

y col., 2014). Además, las células diferenciadas terminales también poseen defectos 

funcionales: la actividad microbicida y mieloperoxidasa de los neutrófilos se encuentra 

disminuida (Heaney y Golde, 1999). 

Alrededor del 40-50% de los pacientes presentan cariotipo alterado. Si bien el patrón 

de alteraciones citogenéticas es heterogéneo, no asociado a ninguna aberración en 

particular, se observa un predominio de pérdidas totales y parciales. Las alteraciones 

más 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 

alteración citogenética recurrente es un criterio de diagnóstico decisivo para los SMD 

(Valent y col., 2007) (Tabla 4). 

Los mecanismos precisos que determinan la iniciación de los SMD de novo son, en la 

actualidad, desconocidos. La transformación clonal podría ocurrir a nivel de las células 

troncales precursoras. Estos eventos, sin manifestación clínica, podrían incluir tanto 

cambios genéticos como epigenéticos, reparación defectuosa del ADN que puede 

resultar en inestabilidad genómica de las células hematopoyéticas troncales 

(Saunthararajah y col., 2002; Tefferi y Vardiman, 2009). Un segundo paso, aún 

indefinido, podría conferir ventajas de crecimiento al clon neoplásico, el cual se 

expandiría resultando en una hematopoyesis clonal que se refleja en los hallazgos 

morfológicos y clínicos de los SMD. La proliferación celular inefectiva, que afecta tanto 

a la capacidad de auto-renovación como de diferenciación de las células troncales, se 

acompaña de una extensiva muerte celular por apoptosis (Cazzola y Malcovati, 2005; 

Tehranchi y col., 2005). Esta observación, justificaría en parte, la presencia paradójica 

de una MO hipercelular con citopenias periféricas (Kouides y Bennett, 1997). 

Finalmente, daños genéticos y epigenéticos posteriores podrían promover la evolución 

a LMA, modificando el comportamiento biológico, con incremento en la proliferación 

celular y disminución 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 iniciación y progresión de los SMD. 
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Figura 5: Modelo hipotético de inicio y progresión de los SMD 

 
Adaptado de Sanz y col., 1997; Tefferi y Vardiman, 2009 

La transformación clonal podría ocurrir a nivel de las células troncales precursoras, cuyo evento, sin 
manifestación clínica, podría incluir tanto cambios genéticos como epigenéticos, reparación defectuosa 
del ADN que puede resultar en inestabilidad genómica de las células hematopoyéticas. Luego, un 
segundo paso podría conferir ventajas de crecimiento al clon neoplásico, el cual se expandiría resultando 
en una hematopoyesis clonal. La proliferación celular inefectiva, que afecta tanto a la capacidad de auto-
renovación como de diferenciación de las células troncales, se acompaña de una extensiva muerte celular 
por apoptosis. Finalmente, daños genéticos y epigenéticos posteriores podrían promover la evolución a 
Leucemia Mieloide Aguda (LMA) con incremento en la proliferación celular y disminución de los niveles de 
apoptosis. 

La fisiopatología de los SMD incluye múltiples y complejos mecanismos, muchos de 

los cuales aún no son completamente conocidos. Al igual que en AA, las evidencias 

clínicas y experimentales involucran en el desarrollo de los SMD el daño inmune de los 

precursores hematopoyéticos y los cambios en el microambiente medular. La 

activación inmune podría reflejar reacciones autoinmunes no deseadas contra las 

células precursoras hematopoyéticas normales, así como también una inmuno-

vigilancia eficaz contra clones displásicos. Los pacientes con SMD presentan un 

incremento de células T efectoras con un perfil citotóxico y una disminución relativa de 

células Treg asociado con la supresión de la hematopoyesis (Chamuleau y col., 2009). 

Estas células citotóxicas se caracterizan por un aumento en la producción de 

citoquinas típicas de la respuesta inmune celular Th1, incluyendo TNF-� e IFN-�. 

Además, estas citoquinas inducen una molécula inmuno-inhibitoria (B7H1) en los 
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blastos mielodisplásicos, confiriéndoles ventaja proliferativa (Kondo y col., 2010). La 

sobreproducción de TNF-� 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+, supresión 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 evolución clínica es heterogénea variando desde una enfermedad estable por más 

de 10 años hasta una corta sobrevida de pocos meses debido a las complicaciones 

relacionadas a la presencia de citopenias o a la evolución leucémica. Por lo tanto, las 

opciones terapéuticas para los pacientes con SMD varían según los factores de riesgo 

individuales basados, entre otros parámetros, en el resultado del cariotipo. En los 

pacientes de bajo riesgo se prioriza la mejoría 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. Clasificación según el Grupo Cooperativo Franco-Americano-Británico 

La primera clasificación sistemática de los SMD fue definida por el Grupo Cooperativo 

Franco-Americano-Británico (FAB) (Bennett y col., 1982). De acuerdo a las 

características morfológicas, citoquímicas, el recuento de monocitos en SP y el 

porcentaje de blastos en SP y MO, la clasificación FAB define 5 entidades: anemia 

refractaria (AR), AR con sideroblastos en anillo (ARSA), AR con exceso de blastos 

(AREB), AREB en transformación (AREBt) y leucemia mielomonocítica crónica 

(LMMC). En esta clasificación el recuento de blastos en MO mayor a 30% establece el 

diagnóstico diferencial con respecto a la LMA (Bennett y col., 1985). 

8.1.2.2. Clasificación según la Organización Mundial de la Salud 

La Sociedad Europea de Hematopatólogos y la Sociedad de Hematopatología 

desarrollaron la nueva sistematización de la OMS para la clasificación de los SMD en 

1999, la cual fue levemente modificada en 2009. Esta clasificación se basa en la 

combinación de hallazgos morfológicos, inmunofenotipo, anormalidades citogenéticas 



���������	
����
���
����� � �������

����

 

28 

 

y hallazgos clínicos. Los SMD se subdividen en Citopenia Refractaria con Displasia 

unilineal (CRDU), ARSA, CR con displasia multilineal (CRDM), AREB-1 o AREB-2, 

Síndrome 5q- y SMD no clasificables (Lee Harris y col., 1999; Jaffe y col., 2001 

Vardiman y col., 2009) (Tabla 5). Esta clasificación elimina el subtipo AREBt y fija un 

nuevo límite inferior para establecer diagnóstico de LMA en 20% de blastos en MO y/o 

SP. Además, re-localiza a los pacientes con LMMC, debido a sus características 

displásicas sumadas a características mieloproliferativas, en un nuevo grupo 

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

Tabla 5: Clasificación de los SMD según la OMS 

Subtipo  Sangre periférica Médula ósea 

Citopenia refractaria con 
displasia unilinaje (CRDU) 
 
Anemia refractaria (AR) 
Neutropenia refractaria (NT) 
Trombocitopenia refractaria (TR) 

 
 
 
 
 
 
 

Uni o bicitopenia, 
<1% de blastos 

Displasia unilinaje  
(en �10% de las células), 
< 5% de blastos 

Anemia refractaria con 
siderablastos en anillo 
(ARSA) 

 
 
 
 

Anemia, 
<1% de blastos 

Displasia eritroide, 
<5% de blastos, 
�15% de sideroblastos en anillo 

Citopenia refractaria con 
displasia multilinaje 
(CRDM) 

 
 
 
 

Citopenia(s), 
<1% de blastos, 
sin bastones de Aüer, 
<1x109/ Monocitos 

Displasia multilinaje, 
>10% de sideroblastos en anillo, 
<5% de blastos, 
ausencia de bastones de Aüer 

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

 
 
 
 

Citopenia(s), 
<5% de blastos, 
sin bastones de Aüer, 
<1x109/ Monocitos 

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

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

 
 
 
 

Citopenia(s), 
5-19% de blastos, 
± bastones de Aüer, 
<1x109/ Monocitos 

Displasia uni o multilinaje, 
10-19% blastos, 
± bastones de Aüer 

SMD asociada con deleción 
aislada 5q 
(Síndrome 5q-) 

 
 
 
 
 
 

Anemia, 
<1% de blastos, 
plaquetas normales o 
aumentadas 

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

SMD no clasificable  Citopenia(s), 
� 1% de blastos 

No se ajusta claramente a otra 
categoría de displasia con <5% de 
blastos, 
<10% displasia en más de una 
línea mieloide + alteraciones 
citogenéticas 
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8.1.3. AA versus SMD: diagnóstico diferencial y aspectos de la evolución clonal 

Como se mencionó anteriormente, los SMD constituyen una patología que presenta 

una de las zonas de superposición clínica más importante con la AA. Si bien la 

combinación de una MO normo-hipercelular con alteraciones displásicas es 

característica en los SMD, alrededor de un 15% de los pacientes presentan 

hipocelularidad medular (SMDh), definida como <30% de celularidad en pacientes <60 

años, o <20% de celularidad en pacientes �60 años (Vardiman, 2006). Sin embargo, 

los SMDh no representan una categoría de SMD definida según la OMS. Los criterios 

diagnósticos en SMD se basan, principalmente, en la presencia de características 

displásicas en la MO y la detección de anormalidades cromosómicas clonales. Sin 

embargo, debido a la celularidad reducida de los aspirados medulares de los pacientes 

con SMDh y AA resulta complicada la evaluación morfológica y citogenética de la MO, 

lo cual dificulta el diagnóstico diferencial entre ambas patologías. 

La evolución clonal de la AA a SMD es típicamente una complicación tardía 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 varía de 2%-57% en el período de observación de 5-11 años 

(Afable y col., 2011). La amplitud en esta frecuencia puede deberse a diferencias en 

criterios de diagnóstico, poblaciones de pacientes, protocolos de tratamiento y 

frecuencia de estudios citogenéticos en MO durante el seguimiento. Asimismo, estas 

alteraciones podrían estar siendo subestimadas debido a la alta tasa de resultados 

citogenéticos no evaluables. En la actualidad, existen controversias con respecto al 

diagnóstico de un paciente que cumple los criterios de AA pero presenta un cariotipo 

alterado al momento del diagnóstico. 

Los clones que evolucionan a SMD/LMA en el contexto de la AA son caracterizados 

por anormalidades cromosómicas típicas, siendo las más comunes la trisomía del 

cromosoma 8 y la monosomía del 7 (Maciejewski y Selleri, 2004). Estas células tienen 

una ventaja adaptativa sobre las que no portan estos rearreglos. La trisomía 8 está 

presente en pacientes con SMD que comparten características semejantes a la AA: 

respuesta efectiva a TIS y presencia de expansiones oligoclonales de células T. 

Además, el perfil de expresión muestra que los genes relacionados con la respuesta 

inmune e inflamatoria se encontrarían aumentados (Sloand y col., 2002b; Chen y col., 

2004). La monosomía 7 es también una anormalidad citogenética frecuente en AA 
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pero asociada a peor pronóstico, debido a citopenias refractarias y/o mayor riesgo de 

evolución a LMA. Las células CD34+ con monosomía 7 muestran una sobre-expresión 

de genes que inducen transformación leucémica y resistencia a la apoptosis (Sloand y 

col., 2002b; Chen y col., 2004). Otras anomalías 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 características clínicas y patológicas que se superponen, tanto 

los tratamientos como el pronóstico para los pacientes con SMD y AA son 

sustancialmente diferentes. Por lo tanto, un adecuado diagnóstico diferencial entre 

ambos desórdenes hematológicos es de suma importancia para un enfoque 

terapéutico adecuado en cada caso. 

8.2. HPN 

La HPN es un raro trastorno hematológico con manifestaciones clínicas de hemólisis, 

trombosis e insuficiencia medular. Esta enfermedad es causada por la expansión 

clonal no maligna de stem cells hematopoyéticas que adquirieron una mutación 

somática en el gen PIG-A. Como consecuencia, las células HPN tienen una deficiencia 

marcada o la ausencia de todas las proteínas de membrana ligadas a glicosil-fosfatidil-

inositol. Entre las principales proteínas 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 acción del sistema complemento causando su 

destrucción, siendo la causa de la hemólisis intra-vascular que es la principal 

manifestación clínica de la enfermedad �Young, 2005; Bessler y Hiken, 2008). 

Los pacientes se clasifican de acuerdo al tamaño del clon HPN y a las manifestaciones 

clínicas en: 1) HPN clásica: pacientes con evidencia de hemólisis y sin evidencia de 

otro SFM, 2) HPN en el contexto de otros SFM (AA/HPN o SMD/HPN): pacientes con 

evidencia de hemólisis y pruebas diagnósticas de otro SFM, y 3) HPN subclínica: 

pacientes sin evidencia de hemólisis, a pesar de presentar una población pequeña 

pero detectable de células HPN, y con evidencia de otro SFM (Parker y col., 2005). 

Hasta hace unos años, el único tratamiento para la HPN era el TCPH para pacientes 

seleccionados. Sin embargo, con el desarrollo de eculizumab, un anticuerpo 

monoclonal dirigido contra la fracción C5 del complemento, los pacientes con una HPN 

clásica alcanzan una considerable respuesta a este medicamento (DeZern y col., 

2013). La terapia de la HPN en el contexto de la AA no está completamente 

determinada. Los pacientes con HPN clásico no se benefician con las TIS, pero los 



���������	
����
���
����� � �������

����

 

31 

 

pacientes con AA/HPN pueden presentar una respuesta positiva a este tratamiento 

(Sugimori y col., 2006). 

8.2.1. AA versus HPN: diagnóstico diferencial y aspectos de la evolución clonal 

La prueba diagnóstica tradicional, introducida a finales del año 1930, es el test de 

Ham, la cual se basa en la sensibilidad incrementada de los eritrocitos HPN a la lisis 

por el complemento. En la actualidad, el uso de la citometría de flujo permite evaluar la 

presencia de células HPN, por ausencia de las proteínas CD55 y CD59, en los 

pacientes con AA. Y, debido a la alta sensibilidad de esta metodología, permite 

detectar pequeñas poblaciones de estas células. En algunos pacientes con AA, el 

número de células clonales se pueden incrementar sostenidamente durante el 

transcurso de la enfermedad, desarrollando una HPN hemolítica clásica, cuyas tasas 

de evolución se encuentran entre 2%-19% en un periodo de observación de 2-11 años 

(Afable y col., 2011). En contraste, una proporción significativa de pacientes con AA 

presentan clones HPN pequeños y/o estables que no conducen a manifestaciones 

clínicas. En varios estudios, la presencia de un clon HPN ha constituido un factor 

pronóstico 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 

 

Teniendo en cuenta que la AA posee un alto componente autoinmune y riesgo 

potencial de progresión hacia los SMD, existiendo entre ambas patologías zonas de 

intersección clínica, los objetivos de la presente Tesis Doctoral fueron: 

 

- Estudiar las alteraciones citogenéticas clonales y evaluar inestabilidad cromosómica, 

a fin de establecer el diagnóstico diferencial entre la AA y otros SFM en pacientes con 

características clínicas 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 

relación con susceptibilidad y/o características clínico-patológicas en pacientes con AA 

y SMD. 

- Analizar los niveles de expresión génica de las citoquinas TNF, IFNG, IL6, TGFB1 y 

de los factores de transcripción TBET, GATA3, ROR�t y FOXP3, involucrados en la 

fisiopatología de la AA. 
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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 Martín” y Hospital de 

Niños “Sor María Ludovica” de La Plata, Hospital de Niños “Dr. Ricardo Gutiérrez”, 

Hospital Nacional “Prof. Dr. A. Posadas”, Hospital General de Agudos “C. G. Durand”, 

Hospital General de Agudos “J.M. Ramos Mejía”, Instituto de Investigaciones 

Hematológicas/ Academia Nacional de Medicina (ANM), entre otros. El estudio es 

retrospectivo y prospectivo, ya que los pacientes fueron evaluados y diagnosticados 

entre los años 1987 y 2014. Del total de pacientes analizados 44 (64%) fueron 

diagnosticados después de 2005, 16 (23%) entre los años 2000 y 2005, y sólo 9 de 

ellos (13%) antes de 2000. Los profesionales del Servicio de Hematología de las 

diferentes instituciones de salud colaboraron, no solo con el envío de muestras, sino 

también con el aporte de datos clínicos 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) y 

Bacigalupo y col. (Bacigalupo y col., 1988). Los criterios de exclusión de pacientes 

fueron: 1) características displásicas de la hematopoyesis, 2) estudio citogenético 

alterado al diagnóstico, 3) test de inestabilidad cromosómica con DEB positivo, y 4) 

test de Ham positivo y/o presencia de clon HPN >1,5% por citometría de flujo (Marsh y 

col., 2009) (ver Introducción secciones 4 y 8). 

Los pacientes concurrieron a los diferentes Servicios de Hematología regularmente, o, 

en su defecto, fueron contactados los profesionales que continuaron con el tratamiento 

para obtener la información sobre el curso de la enfermedad, el tratamiento recibido y 

la evolución 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 evaluó sólo en aquellos pacientes con AA tratados con la 

combinación de GAT y CsA, según las definiciones de RC y RP (Yoshida y col., 2011) 

(ver Introducción sección 5.1). La respuesta global a la TIS se consideró en pacientes 

que alcanzaron una RC o RP luego de 6 meses de haber iniciado el tratamiento. 

Además, se documentó información acerca de la situación en la cual se encontraba 

cada paciente (al diagnóstico, bajo tratamiento, en remisión, otros) al momento de la 

toma de la muestra, la cual es relevante para el posterior análisis de los estudios de 
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expresión, ya que los niveles de los genes estudiados pueden variar en las diferentes 

situaciones. 

Figura 6: Planilla individual para pacientes con AA 

 

Planilla para la recolección de los datos clínicos, al diagnóstico y durante el seguimiento, de los pacientes 
con AA. Hto: hematocrito; Hb: hemoglobina; VCM: volumen corpuscular medio; Ret: porcentaje de 
reticulocitos; GB: recuento de glóbulos blancos; N: neutrófilos; E: eosinófilos; B: basófilos; L: linfocitos; M: 
monocitos; Pq: recuento de plaquetas; BMO: biopsia de MO; PAMO: punción y aspiración de MO; HPN: 
Hemoglobinuria Paroxística Nocturna; DEB: diepoxibutano; SMD: Síndromes Mielodisplásicos; LMA: 
Leucemia Mieloide Aguda. 

Además, también se analizaron 132 pacientes con SMD de novo, diagnosticados y 

clasificados según la OMS (Lee Harris y col., 1999; Jaffe y col., 2001 Vardiman y col., 

2009), los cuales no presentaban antecedentes documentados de exposición a 

citotóxicos, radio- o quimioterapia (ver Introducción sección 8.1). Y, como población 

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 Hematológica del IMEX-CONICET/ ANM. 

NOMBRE:   Hospital:   
EDAD:  SEXO:  Tel:   Diagnóstico: 

1. a. FECHA DE DIAGNÓSTICO: 
    b. SÍNTOMAS AL DIAGNÓSTICO relacionados con: 
    c. ANTECEDENTES relacionados con la enfermedad: 

2. ANÁLISIS DE SANGRE PERIFÉRICA: 
Hemograma completo al diagnóstico: Hto, Hb, VCM, Ret, GB (N, E, B, L, M), Pq 

3. ESTUDIOS EN MÉDULA ÓSEA: 
    a. BMO. Hallazgos importantes: 
    b. PAMO. Hallazgos importantes: 

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

5. ESTUDIOS CITOGENÉTICOS: 
    a. En sangre periférica: DEB: 
    b. En médula ósea: 

6. ESTUDIOS INMUNOLÓGICOS, SEROLOGÍAS VIRALES, ETC.: 

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

8. TRATAMIENTO, especificar cuál y los resultados: 

9. EVOLUCIÓN: Hto, Hb, VCM, Ret, GB (N, E, B, L, M), Pq 
     a. Vive en condición estable/asintomático  si      no  Última consulta: 
     b. Agravamiento de citopenias con necesidad de soporte: si      no  Fecha: 
     c. Evolución a SMD/LMA:    si      no  Fecha: 
     d. Fallecido:    Causa:  si      no  Fecha: 

10. OBSERVACIONES: Esplenomegalia: si-no, Hepatomegalia: si-no, Adenopatías: si-no 
      Otra información de interés:�
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2. Extracción de ADN y análisis cuali-cuantitativo del mismo 

El ADN genómico es extraído a partir de células nucleadas de MO, obtenidas 

mediante punción y aspiración de MO (PAMO) de cresta ilíaca o esternal, y/o de SP 

obtenida por punción venosa, utilizando ácido etilen-tetra acético (EDTA) 0,342 M al 

5% v/v como anticoagulante. 

2.1. Métodos de extracción de ADN 

2.1.1. Extracción de ADN con fenol-cloroformo 

Las células nucleadas libres del plasma son sometidas a una series de lavados en 

buffer de lisis de glóbulos rojos (Tris/HCl 10 mM pH 8; NaCl 10 mM; MgCl2 5 mM) 

hasta la obtención de un botón de células nucleadas. El pellet de células nucleadas es 

resuspendido en buffer de digestión (Tris/HCl 10 mM pH 8; EDTA 5 mM; dodecil 

sulfato de sodio, SDS 0,5 %) con 2 �g/�L de proteinasa K e incubados over-night a 

37ºC. El ADN es extraído en 1 volumen de fenol (saturado en Tris/HCl 0,1 mM pH 8), 

luego en 1 volumen de fenol:cloroformo-alcohol isoamílico (IAC) 24-1 v/v (1:1), y una 

extracción final en 1 volumen de IAC. El ADN contenido en la fase acuosa es obtenido 

por precipitación en 0,3 mM de NaC2H3O2 con 2 volúmenes de etanol absoluto. El 

ADN es lavado 2 veces en etanol 70% en frío, secado a temperatura ambiente y 

resuspendido en un volumen variable (20-500 �L) de buffer TE (Tris/HCl 10 mM pH 8; 

EDTA 0,1 mM) obteniéndose una concentración de 0,1-2,0 �g/�L (Sambrook y col., 

1989). Las muestras de ADN obtenidas son preservadas a 4ºC. 

2.1.2. Extracción de ADN a partir de muestras en Trizol 

Luego de completar la extracción de ARN con Trizol (ver Materiales y métodos sección 

4.1), se procede a aislar el ADN inmerso en la interfase y en la fase orgánica. Antes de 

comenzar, se remueve con mucho cuidado la fase acuosa remanente, lo cual es crítico 

para obtener un ADN de buena calidad. Para la precipitación del ADN, se agregan 300 

�L de etanol absoluto frío, obteniendo un pellet de ADN luego de 5 min. de 

centrifugación a 4000 rpm a 4ºC. El ADN es lavado dos veces agregando 1 mL de una 

solución 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 4ºC. Se realiza otro lavado agregando 

1 mL de etanol 75%, obteniendo un pellet de ADN luego de 5 min. de centrifugación a 

4000 rpm a 4ºC. Finalmente, el ADN obtenido es resuspendido en un volumen 

adecuado de una solución 8 mM de NaOH, y las muestras son preservadas a 4ºC. 
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2.1.3. Extracción/ purificación de ADN mediante columnas 

Para las muestras de MO y/o SP que contengan heparina, debido a que este 

anticoagulante inhibe la reacción en cadena de la polimerasa (PCR: polymerase chain 

reaction), se utilizan columnas comerciales de extracción/ purificación de ADN. Los kits 

comerciales utilizados son: NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel) y ADN PuriPrep-S 

kit (Highway, Inbio), para aislar ADN doble cadena; y ReadyAmpTM Genomic DNA 

Purification System (Promega) para aislar ADN simple cadena. En todos los casos, se 

procede siguiendo los protocolos de manufactura correspondientes. 

2.2. Análisis cuantitativo: determinación de concentración y pureza del ADN por 

espectrofotometría 

Para evaluar la concentración y pureza del ADN obtenido, una alícuota de las muestras 

es diluida 1/100 en agua destilada y analizada en un espectrofotómetro (GeneQuant 

pro) en la región del ultravioleta (UV) a 260 y 280 nm. La concentración en �g/�L de 

ADN es estimada teniendo en cuenta que el coeficiente de absorbancia a 260 nm para 

el ADN doble cadena es 50 �g/mL por cada unidad de densidad óptica (DO). Para 

determinar la pureza de la muestra, relativa a proteínas, se evalúa la relación DO260/ 

DO280, considerándose óptimo un valor �1,8. 

2.3. Análisis cualitativo: determinación de la integridad del ADN 

La integridad del ADN obtenido se evalúa mediante electroforesis en gel de agarosa. 

Para ello se toma 1 �L de ADN, 2 �L 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 �L. Luego, se 

siembra en un gel de agarosa al 1% p/v y bromuro de etidio (BrEt) a 0,25 �g/mL, y se 

lo somete a electroforesis en buffer TBE 0,5X (TBE 1X: Tris-HCl 89 mM; ácido bórico 

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. Amplificación genómica completa 

En aquellos casos en los cuales la cantidad de muestra es insuficiente para la 

realización de todos los ensayos necesarios, se procede a la amplificación completa 

del genoma utilizando el primer degenerado 5’-CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG-3’. 

Las condiciones estándar de reacción utilizadas son: 1-40 ng de ADN, 2 µM de primer, 
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200 �M de dNTPs, KCl 50 mM, MgCl2 1,5 mM, Tris/HCl 10 mM pH 8,3 y Taq ADN 

polimerasa 0,25 U (Promega), en un volumen final de 25 �L. Las condiciones de 

ciclado comprenden: una desnaturalización 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 continúa 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 

extensión 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 TGFB1 se realiza a partir de ADN genómico mediante la amplificación por 

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

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

Gen Polimorfismo Secuencia de primers (5’ � 3’) 
Posición del 
fragmento 

amplificado 

Tamaño 
del 

producto 
Referencia 

TNF -308 G/A 
Fw: AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT 

Rv: TCCTCCCTGCTCCGATTCCG 

chr6:31543007+
31543113 

107 pb 
Wilson y col., 

1992 

IFNG 

+874 A/T 

Fw A: TTCTTACAACACAAAATCAAATCA 

Fw T: TTCTTACAACACAAAATCAAATCT 

Rv: TCAACAAAGCTGATACTCCA 

chr12:68552282-
68552545 

264 pb 
Pravica y col., 

2000 

+875 CAn 
Fw: GCTGTCATAATAATATTCAGAC 

Rv: CGAGCTTTAAAAGATAGTTCC 

chr12:68552462-
68552584 

123 pb 
(119-

131 pb) 

Dufour y col., 
2004 

IL6 -174 G/C 

Fw G: CCCTAGTTGTGTCTTGCG 

Fw C: CCCTAGTTGTGTCTTGCC 

Rv: GAGCTTCTCTTTCGTTCC 

chr7:22766628+
22766857 

230 pb 
Cavet y col., 

2001 

TGFB1 

+869 C/T 

Fw: TCCGTGGGATACTGAGACAC 

Rv C: GCAGCGGTAGCAGCAGCG 

Rv T: AGCAGCGGTAGCAGCAGCA* 

chr19:41858904-
41859143 

240 pb 

Perrey y col., 
1999 

+915 G/C 

Fw G: GTGCTGACGCCTGGCCG 

Fw C: GTGCTGACGCCTGGCCC 

Rv: GGCTCCGGTTCTGCACTC 

chr19:41858660-
41858892 

233 pb 

HBB –– 
Fw: TACAATGTATCATGCCTCTTTGCACC 

Rv: TATTTTCCCAAGGTTTGAACTAGCTC 

chr11:5246586-
5247217 

632 pb 
Morari y col., 

2002 

B2M –– 
Fw: AAGATGAGTATGCCTGCCGTGTGA 

Rv: ACCTCTAAGTTGCCAGCCCTCCTA 
NM_004048.2 319 pb 

Gonzalez y 
col., 2010 

Fw: forward; Rv: reverse. * El primer Rv T presenta, hacia su extremo 5’, un nucleótido más (A) que el 
primer Rv C, formando un producto específico en este caso de 241 pb. 
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Las condiciones estándar de reacción utilizadas son: 200 ng de ADN, concentración 

de primers adecuada (Tabla 7), 100 �M de dNTPs, KCl 50 mM, MgCl2 1,5 mM, 

Tris/HCl 10 mM pH 8,3 y Taq ADN polimerasa 0,45 U (Promega), en un volumen final 

de 25 �L. Las condiciones estándar de ciclado comprenden: 35 ciclos de 30 seg. a 

95°C, 45 seg. a la temperatura de annealing óptima de los primers correspondientes 

(Tabla 7) y 45 seg. a 72ºC, con una desnaturalización inicial de 3 min. a 95°C y una 

extensión final de 5 min. a 72°C. Para los SNPs del gen TGFB1 el ciclado combina dos 

temperaturas de annealing (Tabla 7), dividiendo la reacción en 10 y 25 ciclos, 

manteniendo igualdad en el resto de las condiciones térmicas. 

Tabla 7: Concentración y temperatura de annealing de los primers utilizados para la 

amplificación por PCR 

Gen Polimorfismo Concentración de primers T de annealing 

TNF -308 G/A 0,4 �M 60ºC 

IFNG 
+874 A/T 

Alelo específica: 

A y T 0,6 �M 

Control interno HBB: 

0,6 �M 
57,5ºC 

+875 CAn 0,4 �M 56ºC 

IL6 -174 G/C 
Alelo específica: 

G 0,45 �M y C 0,35 �M 

Control interno HBB: 

0,2 �M 
57ºC 

TGFB1 

+869 C/T 

muestra ADN 

Alelo específica: 

T 0,4 �M y C 0,5 �M 

Control interno HBB: 

0,7 �M 

65ºC-58ºC 

+869 C/T 

muestra ADNc 

Alelo específica: 

T 0,4 �M y C 0,8 �M 

Control interno B2M: 

0,1 �M 

+915 G/C 

muestra ADN 

Alelo específica: 

G y C 0,6 �M 

Control interno HBB: 

0,6 �M 

+915 G/C 

muestra ADNc 

Alelo específica: 

G 1,2 �M y C 0,6 �M 

Control interno B2M: 

G 0,4 �M y C 0,8 �M 

4.1. Determinación del SNP -308 G/A (TNF) 

4.1.1. PCR-RFLP (PCR-Restriction fragment length polymorphism) 

El SNP -308 G/A (notación legada) del gen TNF (dbSNP ID rs1800629, 

NC_000006.12: g.31575254G>A, NM_000594.3: c.-488G>A), ubicado en su región 

promotora, se determina mediante PCR-RFLP. Los productos de PCR obtenidos son 
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incubados con la enzima de restricción NcoI (Fermentas, Tecnolab) over-night a 37ºC. 

El primer forward (Fw) posee la incorporación de una citosina (C, ver Tabla 6) la cual 

genera el sitio de reconocimiento de la enzima NcoI 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 NcoI pierde su sitio de reconocimiento para 

el clivaje, manteniéndose el tamaño del producto amplificado original de 107 pb. Los 

productos obtenidos en la digestión 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 

tinción con nitrato de plata (Wilson y col., 1992). 

4.1.2. Protocolo de tinción con nitrato de plata 

Los vidrios son desmontados y el gel es incubado durante 10 min. en 200 mL de la 

solución fijadora (etanol 10%; ácido acético 0,5%). Luego de descartar la solución 

inicial, el gel es sumergido en 200 mL de AgNO3 0,2% p/v durante 20 min. Se realizan 

2 lavados cortos con agua bidestilada y se agregan 200 mL de la solución reveladora 

(NaOH 1,5%; formaldehído 0,275%), agitando suavemente hasta visualizar las señales 

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 informático GelPro® Imager Kit 3.1 (Media Cybernetics, Syrex). 

4.2. Determinación 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 específica 

Los SNPs +874 A/T (notación legada) del gen IFNG (dbSNP ID rs2430561, 

NC_000012.12: g.68158742T>A, NM_000619.2: c.115-483A>T), -174 G/C (notación 

legada) del gen IL6 (dbSNP ID rs1800795, NC_000007.14: g.22727026C>G, 

NM_000600.3: c.-237C>G) y, +869 C/T (notación legada) (dbSNP ID rs1800470, 

NC_000019.9: g.41858921G>A, NM_000660.5: c.29C>T) y +915 G/C (notación 

legada) (dbSNP ID rs1800471, NC_000019.10: g.41352971C>G, NM_000660.5: 

c.74G>C) del gen TGFB1, se determinan mediante PCR-alelo específica. La reacción 

de PCR se realiza en multiplex con el gen control interno de amplificación Beta 

Globina (HBB) (Tablas 6 y 7). Para el estudio de los SNPs de TGFB1, dado que se 

localizan en el primer exón del gen, en algunos casos se determinan a partir de 

muestras de ADN copia (ADNc) utilizando como gen control interno de amplificación 

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 �g/mL, y se lo somete a 

electroforesis en buffer TBE 0,5X (TBE 1X: Tris/HCl 89 mM; ácido bórico 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. Determinación del polimorfismo de repetición +875 CAn (IFNG) 

El polimorfismo de repetición +875 CAn (notación legada) del gen IFNG (dbSNP ID 

rs587776821), también conocido como 1349 (CA)n, se determina mediante la 

amplificación por PCR de un fragmento génico que contiene la región 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 �L del 

producto de PCR y 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 tinción argéntica (Dufour y col., 2004) (ver Materiales y métodos sección 

4.1.2). 

4.4. Secuenciación de ADN 

Los diferentes patrones obtenidos en el análisis de cada polimorfismo se confirman por 

secuenciación automática. Los respectivos productos de PCR se purifican a través de 

las columnas GFX PCR DNA y Gel Band Purification Kit (Amersham Biosciences). 

Luego, se evalúa su concentración en un gel de agarosa al 2% p/v y BrEt a 0,25 

�g/mL, sometiéndolo a electroforesis en buffer TBE 0,5X (TBE 1X: Tris/HCl 89 mM; 

ácido bórico 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. El protocolo consiste en la síntesis 

de ADN in vitro por una ADN polimerasa usando el templado simple cadena y el primer 

de interés. La síntesis finaliza por la incorporación de un análogo nucleotídico 

(dideoxinucleótido, ddNTP) que no permite continuar la polimerización (Sanger y col., 

1977). La secuenciación automática se realiza en el Servicio de Secuenciación de 

ADN en la FCEyN (UBA). 
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5. Extracción de ARN y análisis cuali-cuantitativo del mismo 

El ARN total es extraído a partir de células nucleadas de MO, obtenidas mediante 

PAMO de cresta ilíaca o esternal, y/o de SP obtenida por punción venosa, utilizando 

EDTA 0,342 M al 5% v/v como anticoagulante. 

5.1. Método de extracción de ARN con Trizol 

Las células nucleadas libres del plasma son sometidas a una series de lavados en 

buffer de lisis de glóbulos rojos (Tris/HCl 10 mM pH 8; NaCl 10 Mm; MgCl2 5 mM) 

hasta la obtención de un botón de células nucleadas. El pellet de glóbulos blancos 

obtenido es sometido al tratamiento con Trizol (Invitrogen, Life Technologies), 

agregando 1 mL del reactivo, y la muestra es preservada a -20ºC. En el momento de 

la extracción, se agregan 200 �L de cloroformo, se agita vigorosamente y se recupera 

la fase acuosa superior luego de 15 min. de centrifugación a 13000 rpm a 4ºC. Para la 

precipitación del ARN, se agrega 500 �L de isopropanol frío, obteniendo un pellet de 

ARN luego de 10 min. de centrifugación a 13000 rpm a 4ºC. Se realiza un lavado en 

etanol 75%, seguido de 5 min. de centrifugación a 7000 rpm a 4ºC. 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 degradación 

del ARN. Las muestras de ARN obtenidas son preservadas a -20ºC o -70ºC. 

5.2. Análisis cuantitativo: determinación de concentración y pureza del ARN por 

espectrofotometría 

Para evaluar la concentración y pureza del ARN obtenido, una alícuota de las muestras 

es diluida 1/40 en agua con DEPC o libre de nucleasas y analizada en un 

espectrofotómetro (GeneQuant pro) en la región del UV a 230, 260 y 280 nm. La 

concentración en �g/�L de ARN es estimada teniendo en cuenta que el coeficiente de 

absorbancia a 260 nm para el ARN es 40 �g/mL por cada unidad de DO. Para 

determinar la pureza de la muestra se evalúan las relaciones DO260/ DO280 y DO260/ 

DO230, considerándose óptimo un valor �1,9 y 1, respectivamente (DO260/ DO280 <1,9 es 

indicativo de contaminación con proteínas y DO260/ DO230 <1 es indicativo de 

contaminación con solventes orgánicos). 
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5.3. Análisis cualitativo: determinación de la integridad del ARN 

El nivel de degradación del ARN obtenido se evalúa mediante electroforesis en gel de 

agarosa. Para ello se toma 1 �L de ARN, 2 �L de buffer de siembra (glicerol 30% p/v; 

ABF 0,025% p/v) y se los lleva a un volumen final de 5 �L. Luego, se siembra en un 

gel de agarosa al 1% p/v y BrEt a 0,25 �g/mL, y se lo somete a electroforesis en buffer 

TBE 0,5X (TBE 1X: Tris-HCl 89 mM; ácido bórico 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 

íntegro, la relación entre las bandas ribosomales 28S/ 18S, que se observan en el gel 

como bandas discretas, es cercana a 2. 

6. Análisis de expresión génica 

El nivel de expresión de los genes que codifican para las citoquinas TNF, IFNG, IL6 y 

TGFB1, y para los factores de transcripción TBX21 (notación legada: TBET), GATA3, 

RORC (notación legada: ROR�t) y FOXP3 se realiza a partir de muestras de ARN total 

mediante la cuantificación por PCR en tiempo real. La cuantificación es relativa al gen 

control endógeno de amplificación Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). 

Para llevar a cabo los estudios de expresión 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 cuantificación 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 

ácido nucleico formado. 

6.1. Reacción de retro-transcripción (RT-PCR) 

Para la síntesis del ADNc, la reacción incluye una desnaturalización inicial a 65ºC 

durante 5 min., cuya mezcla de reacción contiene: 2 �g de ARN y 25 pmoles de 

random primers (Invitrogen, Life Technologies), en un volumen final de 11 �L. Luego 

de una incubación de 5 min. en frío, se agrega la siguiente mezcla de reacción: enzima 

transcriptasa reversa M-MLV 10 U (Promega), dNTPs 750 �M y el buffer de reacción 

comercial 5X, en un volumen final de 20 �L, incubando 1 hora a 37ºC y 10 min. a 70ºC 

para inactivar la enzima. Las muestras de ADNc obtenidas son preservadas a -20ºC o 

-70ºC. 
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6.2. PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR) 

La expresión de los genes TNF, IFNG, IL6 y TGFB1 se evalúa mediante qPCR 

utilizando el sistema Mezcla Real (Biodynamics). Las condiciones de ciclado 

comprenden: 45 ciclos de 10 seg. a 95ºC y 60 seg. a 60ºC, precedidos por una 

desnaturalización inicial de 5 min. a 95ºC y otra de 2 min. a 50ºC. Las condiciones de 

reacción son: 2,5 �L de ADNc, 2X Mezcla Real (Biodynamics) y 0,175 �M de cada uno 

de los primers correspondientes (Tabla 8), en un volumen final de 20 �L. 

Tabla 8: Secuencia de los primers utilizados para la amplificación por qPCR 

Gen Secuencia de los primers (5’ � 3’) 
Secuencia de ARNm 

de referencia 

Tamaño del 

producto 
Referencia 

TNF 

Fw: TGACCCACGGCTCCACCCTC 

Rv: GATGATCTGACTGCCTGGGCCAG 
NM_000594 280 pb 

Diseñados para 

este trabajo 

IFNG 
Fw: GACCAGAGCATCCAAAAGAGTG 

Rv: TGCAGGCAGGACAACCATTA 
NM_000619 263 pb 

Diseñados para 

este trabajo 

IL6 
Fw: AATCATCACTGGTCTTTTGGAG 

Rv: GCATTTGTGGTTGGGTCA 
NM_000600 177 pb 

Diseñados para 

este trabajo 

TGFB1 
Fw: GGGTGGCCGGGGAGAGTG 

Rv: GCCGGTTGCTGAGGTATCG 
NM_000660 297 pb 

Diseñados para 

este trabajo 

TBET 
Fw: TACCCGGGGCCGCGTGAGGACTA 

Rv: CGGGTGGACGTACAGGCGGTTTC 
NM_013351 318 pb 

Diseñados para 

este trabajo 

GATA3 
Fw: TGTGTGAACTGTGGGGCAACCTCG 

Rv: TTTTCGGTTTCTGGTCTGGATGCC 
NM_002051 315 pb 

Diseñados para 

este trabajo 

ROR�t 
Fw: CACCCTATGCCTCCCTGACA 

Rv: TCTCCCACATGGACTTCCTCT 
NM_005060 162 pb 

Diseñados para 

este trabajo 

FOXP3 
Fw: GTGGCATCATCCGACAAGG 

Rv: TGTGGAGGAACTCTGGGAAT 
NM_014009 166 pb Jia y col., 2010 

GAPDH 
Fw: GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 

Rv: GAAGATGGTGATGGGATTTC  
NM_002046 226 pb Hu y col., 2004 

Fw: forward; Rv: reverse. 

Para el análisis de la expresión génica de TBET, GATA3, ROR�t y FOXP3 mediante 

qPCR se utiliza el sistema SYBR Selected Master Mix (Applied Biosystem). Las 

condiciones de ciclado incluyen: 45 ciclos de 10 seg. a 95ºC y 60 seg. a 60ºC, 

precedidos por una desnaturalización inicial de 2 min. a 50ºC y otra de 2 min. a 95ºC. 
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Las condiciones de reacción son: 2,5 �L de ADNc, 2X SYBR Selected Master Mix 

(Applied Biosystem) y 0,175 �M de cada uno de los primers correspondientes (Tabla 

8), en un volumen final de 20 �L. 

El gen de control endógeno de amplificación o gen housekeeping GAPDH (Tabla 8) 

presenta en todas las muestras del estudio un nivel uniforme de expresión. Con lo 

cual, este gen de expresión 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 reacción de RT-PCR. 

Los primers utilizados, tanto los diseñados para este trabajo como los citados por otros 

autores, amplifican más de un exón y/o su sitio blanco involucra a dos exones 

consecutivos. De esta manera se evita la amplificación de ADN genómico, debido a 

una posible contaminación de la muestra de ARN con este otro ácido nucleico. 

La cuantificación relativa de cada gen en estudio o gen target se calcula mediante el 

método comparativo 2-�Ct, donde �Ct= Ct gen target - Ct gen housekeeping. 

6.2.1. Validación del método comparativo 2-�Ct 

La aplicación del método comparativo 2-�Ct para la cuantificación relativa de la 

expresión génica mediante qPCR requiere el cumplimiento de ciertos supuestos. Para 

que los resultados obtenidos por esta metodología sean válidos es necesario verificar: 

1) que la eficiencia de la reacción de qPCR sea cercana al valor óptimo y 2) que la 

eficiencia de amplificación del gen target y del gen housekeeping sean iguales (Livak y 

Schmittgen, 2001; Schmittgen y Livak, 2008). 

6.2.1.1. Determinación de la eficiencia de la reacción de qPCR 

La realización de una curva estándar permite calcular la eficiencia de la reacción de 

amplificación, la cual resulta específica del par de primers y de las condiciones 

utilizadas. Inicialmente y a fin de lograr curvas que permitan la cuantificación relativa 

en un rango dinámico adecuado, se evaluó la expresión de cada gen target mediante 

qPCR en diferentes condiciones de cultivo de una muestra de SP: a distintos tiempos 

(2, 4, 6 y 8 hs.) de estimulación con el agregado de lipopolisacárido (LPS) (10 �g 

LPS/mL de cultivo) y sin estimulación. Para la construcción de la curva estándar, se 

optó por trabajar con el ADNc del cultivo que presentó 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 Ct versus el logaritmo de la concentración (dilución del ADNc) y se 

determina el valor de la pendiente de la recta resultante. 

La eficiencia de amplificación se calcula a partir de la ecuación E= 10 -1/pendiente. El valor 

de la pendiente teórica debe ser igual a -3,32 si la eficiencia de amplificación 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 

aplicación de esta metodología (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 máxima, en este caso se aceptaron valores 1 ± 10% (0,9-1,1). 

6.2.1.2. Determinación de la igualdad en las eficiencias de amplificación 

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 reacción de qPCR se analiza 

cómo varían los �Ct en cada una de las diluciones de sus curvas estándar. De esta 

manera, se calcula el �Ct para cada punto de dilución y se realiza una regresión lineal, 

donde la pendiente obtenida no debe ser estadísticamente diferente a cero. Este 

resultado indica que las eficiencias de amplificación del gen target y del gen 

housekeeping no difieren significativamente y, por lo tanto, es válido aplicar el método 

comparativo 2-�Ct para la cuantificación relativa del gen de interés (Livak y Schmittgen, 

2001; Schmittgen y Livak, 2008). 

7. Herramientas bioinformáticas 

La notación 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 diseño de primers se efectúa 

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/, o mediante la 

aplicación PrimerSelect (LaserGene, DNA Star). Los resultados de la secuenciación se 

analizan utilizando el programa Mutation Surveyor (SoftGenetics). El análisis 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 sílico. Las propiedades de 

los primers utilizados, principalmente para los estudios de expresión génica, se 

evalúan mediante el software IDT OligoAnalyzer 3.1 disponible en el link 

https://www.idtdna.com/calc/analyzer, verificando la posibilidad de formación de 
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estructuras de hairpin, homodímeros y heterodímeros. La aplicación uMeltSM, 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 qPCR. 

8. Expresión plasmática de citoquinas 

Los niveles plasmáticos de las citoquinas TNF-�, IFN-� 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-titulación recubiertas con 

anticuerpos donde son añadidas las muestras. Luego, se agrega el segundo 

anticuerpo detector, específico para la citoquina a determinar, el cual está marcado 

con biotina. Se añade un polímero de estreptavidina conjugado con una enzima y, 

finalmente, se introduce un substrato cromogénico cuyo producto multicolor se 

determina por espectrofotometría. En colaboración con la Dra. Gabriela Salamone y la 

Lic. Soledad Gori, Laboratorio de Células Presentadoras de Antígenos e Inflamación, 

IMEX-CONICET/ ANM). 

9. Estudios citogenéticos 

Las muestras de MO (0,5-1 mL) se extraen mediante punción de cresta ilíaca 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 

estimulación 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 solución hipotónica KCl 0,075 M, durante 30 

min. a 37ºC. Se centrifuga 10 min. a 150 g, se descarta el sobrenadante y se procede 

a la fijación en alcohol metílico:ácido acético (3:1). Una vez finalizado el procesamiento 

de la muestra, el material se extiende en portaobjetos y se procede con la 

identificación cromosómica, la cual se realiza mediante las técnicas de Bandeo G 

(citogenética convencional) e hibridización in situ con sondas fluorescentes (FISH: 

fluorescent in situ hybridization). El análisis se realiza al microscopio óptico (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 solución de tripsina al 1% 

p/v en NaCl 9% y Na2HPO4 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 solución Giemsa al 8% v/v en buffer fosfato (KH2PO4 0,06 M; Na2HPO4 0,06 M) pH 

6,8-7 y, por último, se procede a la observación al microscopio óptico (Seabright y col., 

1971). Se analizan 20 metafases (como mínimo 11), dependiendo del índice mitótico 

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 cromosómicas numéricas, anomalías estructurales, 

pérdida de genes o zonas específicas, son empleadas sondas: 1) centroméricas, que 

corresponden al ADN �-satélite del centrómero de cada cromosoma, 2) del total del 

cromosoma (WCP: whole chromosome painting o pintado cromosómico completo), que 

contienen secuencias homólogas únicas del ADN de cada cromosoma, y 3) secuencia o 

gen específicas, que permiten detectar una región o gen en particular. La lectura puede 

hacerse en núcleos interfásicos 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 preparación del material a estudiar delimitando 

las áreas a hibridar con lápiz de diamante y se desnaturaliza el extendido durante 4 min. 

a 72-74ºC 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 

concentración creciente (etanol 70%, 85% y 100%) y se deja secar. La sonda a utilizar se 

diluye en el buffer comercial, según 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 hibridación entre ambos a 37°C en cámara húmeda 

durante 12-14 hs. Por último, 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 tiñe con 20 �L del colorante de elección, 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 punción 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 37ºC, se agrega 0,1 µg/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 (KH2PO4 0,06 M; 

Na2HPO4 0,06 M) pH 6,8-7 y, por último, se procede a la observación al microscopio 

óptico (Auerbach y col., 1981). Se analizan 100 metafases por paciente a fin de 

evaluar la sensibilidad al DEB mediante el recuento de aberraciones cromosómicas y 

de tipo cromátide siguiendo la clasificación propuesta por el ISCN (Shaffer y col., 

2013). El punto de corte histórico del Laboratorio de Genética Hematológica, 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. 

        

 

Figura 7: Metafase de un 

paciente que presenta 

sensibilidad al DEB 

Las flechas indican algunas de 
las aberraciones citogenéticas 
más características observadas 
mediante tinción con Giemsa: 
roturas cromosómicas tipo 
cromátide (A) y figuras de 
intercambio: cuadrirradiales (B) y 
complejas (C). 
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9.5. Herramientas informáticas utilizadas para el análisis citogenético 

El análisis microscópico, luego de aplicar la técnica de FISH y de bandeo DAPI, se 

realiza utilizando un microscopio de fluorescencia (Olympus BX-63). Las imágenes 

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 imágenes provenientes luego de aplicar la técnica de 

citogenética convencional de bandeo cromosómico. 

10. Análisis estadístico 

Los datos se analizan utilizando los programas estadísticos InfoStat versión 2008 

(Grupo InfoStat, Universidad Nacional de Córdoba, Argentina) y SPSS versión 17.00 

(SPSS, Chicago, EE.UU.). La estadística descriptiva se presenta como: 1) frecuencias 

absolutas y frecuencias relativas como porcentajes, para los datos cualitativos y 2) 

media ± desvío estándar (DE) y/o mediana y rango, para los datos cuantitativos. 

Los diferentes análisis estadísticos de los datos incluyen: 1) test exacto de Fisher o 

test Chi-cuadrado: para el análisis de frecuencias genotípicas y alélicas, de otras 

variables categóricas 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 

(parámetros clínicos, niveles de expresión, otros), dependiendo de las características 

de la variable a analizar (cumplimiento o no de normalidad y homocedasticidad) y del 

número de grupos a comparar; 3) coeficiente de correlación de Spearman: para el 

análisis de asociación entre variables; 4) método según Kaplan-Meier y test de Log-

Rank: para la comparación de curvas de sobrevida (Kaplan y Meier, 1958); y 5) 

análisis multivariados: análisis de correspondencia simple y múltiple (Greenacre, 

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

El desequilibrio de ligamiento (valor D') entre el SNP +874 A/T (rs2430561) y el 

polimorfismo de repetición +875 CAn (rs587776821) del gen IFNG se calcula de 

acuerdo a Maynard (Maynard, 1998) utilizando la fórmula D’= (pab x pAB - paB x pAb) / 

(pab x pAB + paB x pAb). El parámetro D’ puede variar de -1 a 1 indicando máximo 

desequilibrio en los extremos; mientras que, D’= 0 indica un equilibrio perfecto. 
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1. Poblaciones estudiadas y caracterización citogenética de la AA 

1.1. Pacientes y controles 

Se analizó 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 diagnóstico 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 Introducción sección 4). Las 

características clínicas al diagnóstico de la población de pacientes con AA se detallan 

en la Tabla 9. Además, 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 Introducción sección 5.1). 

Los pacientes con SMD de novo fueron diagnosticados y clasificados según la OMS 

(Lee Harris y col., 1999; Jaffe y col., 2001 Vardiman y col., 2009) (ver Introducción 

sección 8.1). Las características clínicas al diagnóstico de la población de pacientes 

estudiados con SMD; así como también, la sobrevida y progresión a LMA, se detallan 

en la Tabla 10. 

El grupo de individuos controles presentó una edad media de 41 años (± DE: 14) con 

una mediana de 38 años (rango: 10-76). La relación de géneros masculino/femenino 

fue de 75/48:1,6 (8 no determinados). 
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Tabla 9: Características clínicas de la población de pacientes con AA 

Características  

Edad (años) 

   Media ± DE 

   Mediana (rango) 

 

23 ± 18 

16 (2-74) 

Relación de géneros 

   Masculino/femenino 

 

34/35: 1,0 

Nivel de Hb (g/dL) 

   Media ± DE 

   Mediana (rango) 

 

7,2 ± 2,1 

7,3 (3,0-11,5) 

Recuento de Pq (/µL) 

   Media ± DE 

   Mediana (rango) 

 

17314 ± 16567 

11300 (1000-68000) 

Recuento de N (/µL) 

   Media ± DE 

   Mediana (rango) 

 

672 ± 571 

503 (0-2340) 

Reticulocitos (%) 

   Media ± DE 

   Mediana (rango) 

 

0,6 ± 0,6 

0,5 (0,0-2,8) 

Clasificación de acuerdo a la severidad de la enfermedad, n (%) 

   AA muy severa 

   AA severa 

   AA moderada 

   n.d. 

 

14 (20) 

41 (60) 

9 (13) 

5 (7) 

Tratamiento inicial, n (%) 

   TCPH con donante relacionado 

   TIS (5 pacientes recibieron un TCPH al no responder a las TIS) 

   Otros tratamientos (oximetolona, G-CSF) 

   n.d. 

 

8 (12) 

49 (71) 

8 (11) 

4 (6) 

Evaluación de respuesta a la TIS (GAT y CsA) n=38 

Respuesta global (RC o RP), n (%) 

   Si 

   No 

 

 

26 (68) 

12 (32) 

DE: desvío estándar; Hb: hemoglobina; Pq: plaquetas; N: neutrófilos; 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-
timocítica; CsA: Ciclosporina; RC: respuesta completa; RP: respuesta parcial. 
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Tabla 10: Características clínicas de la población de pacientes con SMD 

Características  

Edad (años) 

   Media ± DE 

   Mediana (rango) 

 

62 ± 16 

64 (14-89) 

Relación de Sexos 

   Masculino/femenino 

 

71/61: 1,2 

Nivel de Hb (g/dL) 

   Media ± DE 

   Mediana (rango) 

 

9,4 ± 2,3 

9,4 (4,4-14,8) 

Recuento de Pq (/µL) 

   Media ± DE 

   Mediana (rango) 

 

163587 ± 133730 

130000 (5000-650000) 

Recuento de N (/µL) 

   Media ± DE 

   Mediana (rango) 

 

2095 ± 1655 

1728 (117-10200) 

Blastos en MO (%) 

   Media ± DE 

   Mediana (rango) 

 

3,8 ± 5,2 

1,0 (0,0-17,5) 

Clasificación de acuerdo a la OMS, n (%) 

   CRDU 

   ARSA 

   Síndrome 5q- 

   CRDM/ -AS 

   CR s.d. 

   AREB-1 

   AREB-2 

 

21 (16) 

4 (3) 

5 (4) 

46 (35)/ -9 (7) 

7 (5) 

14 (10) 

26 (20) 

Cariotipo, n (%) 

   Normal 

   Alterado 

   n.e. 

 

66 (50)/ (53)* 

58 (44)/ (47)* 

8 (6) 

Seguimiento (meses) 

   Mediana (rango) 

 

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

Sobrevida 

   Mediana, meses 

   Óbitos, n (%) 

 

55,5 

69 (52) 

Evolución a LMA 

   Sobrevida libre (25%), meses 

   Eventos, n (%) 

 

26,1 

34 (26) 

DE: desvío estándar; Hb: hemoglobina; Pq: plaquetas; N: neutrófilos; 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 1 y 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 diagnóstico diferencial entre AA y SMD, se analizaron 50 muestras de MO de 

pacientes con AA al momento del diagnóstico, mediante técnicas de citogenética 

convencional. Los 19 pacientes restantes no poseen datos de la realización del estudio 

citogenético en MO en su historia clínica al momento del diagnóstico. 

De las 50 muestras cultivadas, 8 (16%) no mostraron células en división. El resultado 

citogenético fue informativo en 42 pacientes, los cuales presentaron cariotipo normal al 

diagnóstico. Sin embargo, 3 pacientes con diagnóstico presuntivo de AA presentaron 

un cariotipo alterado al diagnóstico, 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 deleción del 

brazo largo del cromosoma 13, una monosomía del cromosoma 6 más la presencia de 

un cromosoma marcador y una deleción del brazo largo del cromosoma 6, 

respectivamente. Además, 3 pacientes con AA adquirieron una alteración citogenética 

luego de 5 años de su diagnóstico. 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;?)(q23;q36;?), 

add(7p), del(8)(q21), der(9)add(9)(q34) [c.p.12]; los cuales involucraron una trisomía 

del cromosoma 8, una deleción 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 división, 

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 

aplicó 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 diagnóstico. 

Se realizó la búsqueda de las aneuploidías más frecuentes descriptas en AA, trisomía 

del cromosoma 8 y mosomía del 7, en 6 pacientes cuyo estudio citogenético 

convencional al diagnóstico había 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), analizándose en 

cada caso 300 núcleos interfásicos (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. Además, se analizó un control con cariotipo 46, XY, -

7, +21 [12]/ 46, XY [3], para el cual se obtuvo un 73% de células con monosomía 7; y 

otro control con cariotipo 47, XX, +8 [8]/ 46, XX [12], en donde las células con trisomía 

8 alcanzaron un 34%. 

Ninguno de los 6 pacientes con cariotipo no evaluable analizados presentaron 

aneuploidías para los cromosomas estudiados mediante esta técnica. 

Figura 8: Detección de las aneuploidías más frecuentes descriptas en AA: trisomía del 

cromosoma 8 y mosomía del 7 

Búsqueda de aneuploidías 
más frecuentes mediante la 
técnica de FISH: (A) Núcleos 
en interfase utilizando la sonda 
centromérica del cromosoma 7 
(CEP7; spectrum Green, 
verde) en la cual se la observa 
monosomía del cromosoma 7 
detectada en el caso control. 
(B) Metafase (parcial) disómica 
para el cromosoma 7 
utilizando la sonda CEP7; (C) 
Núcleos en interfase utilizando 
la sonda CEP8 (spectrum 

Orange, rojo) en la cual se la 
observa trisomía del 
cromosoma 8 detectada en el 
caso control, (D) Núcleo en 
interfase co-hibridado con las 
sondas CEP7 y CEP8, en la 
cual se la observa dismomía 
del cromosoma 7 y trisomía 
del cromosoma 8 detectada en 
el caso control. 

 

1.2.3. Test de sensibilidad al DEB 

El ensayo de estrés clastogénico in vitro, en donde se analizan roturas cromosómicas 

inducidas por agentes alquilantes como el DEB, se aplicó para descartar el diagnóstico 

del SFM congénito AF, a partir de muestras de SP de los pacientes (ver Introducción 

secciones 4 y 8; Materiales y métodos sección 9.4). 
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El test fue realizado en 31 pacientes con AA y el número de roturas evaluadas se 

encontró dentro de los valores normales en todos los casos. Por lo tanto, los pacientes 

evaluados no presentaron sensibilidad al DEB. Este grupo de pacientes mostró una 

media de edad de 13 años (± DE: 10) y mediana de 12 años (rango: 2-47), lo cual 

refleja principalmente la edad joven de solicitud del estudio para el establecimiento del 

diagnóstico diferencial. 

2. Estudio de polimorfismos en genes de citoquinas 

2.1. Determinación de los polimorfismos en los TNF, IFNG, IL6 y TGFB1 

2.1.1. SNP -308 G/A (TNF) 

La Figura 9 muestra la determinación del SNP -308 G/A del gen TNF mediante la 

técnica PCR-RFLP utilizando la enzima NcoI. Los patrones de restricción obtenidos 

correspondientes a los diferentes genotipos fueron confirmados por secuenciación 

automática. La presencia del alelo -308A se encuentra asociado a su mayor 

producción y, por lo tanto, los genotipos A/A+G/A y G/G se relacionan con una alta y 

baja producción de TNF, respectivamente (Kroeger y col., 1997). 

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

 

(A) Representación esquemática de la PCR-RFLP utilizando la enzima de restricción NcoI. 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 tinción con nitrato de plata, mostrando los diferentes patrones de digestión 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 determinación 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 realizó mediante la metodología de PCR-alelo 

específica, en multiplex con el gen HBB como control interno de amplificación. Los 

patrones correspondientes a los diferentes genotipos para cada uno de los SNPs, 

fueron confirmados mediante secuenciación automática (Figura 10). 

El SNP +874 A/T se encuentra ubicado en el primer intrón del gen IFNG y coincide con 

un sitio de unión del factor de transcripción NF-��, el cual regula su transcripción. La 

unión del factor NF-�� es preferencial en presencia del alelo +874T, con lo cual, los 

genotipos T/T, T/A y A/A se asocian con una producción alta, intermedia y baja de 

IFNG, respectivamente (Pravica y col., 1999; Pravica y col., 2000). 

Figura 10: Determinación 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 específica 

 

Genotipificación utilizando la metodología PCR-alelo específica. (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 TGFB1. (i) Gel de agarosa teñido con bromuro de 
etidio, mostrando los diferentes patrones obtenidos para los genotipos correspondientes. (ii) 
Electroferogramas confirmando las variantes alélicas, respectivamente. M: marcador de peso molecular; 
HBB: gen control interno de amplificación. 

El SNP -174 G/C se encuentra ubicado en la región promotora del gen IL6 afectando 

un elemento de respuesta a glucocorticoides, influenciando potencialmente la 

capacidad para reprimir la activación transcripcional. El alelo -174C está asociado con 

una baja producción 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 producción 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 exón del gen TGFB1 y generan 

cambios en la hidrofobicidad del péptido señal, afectando el transporte de la proteína 

hacia el exterior celular. En consecuencia, los genotipos +869 codón 10: T/T, T/C y 

C/C; y +915 codón 25: G/G, G/C y C/C, se encuentran asociados con una producción 

alta, intermedia y baja de TGF-�1, respectivamente (Perrey y col., 1999). 

2.1.3. Polimorfismo de repetición +875 CAn (IFNG) 

La determinación del polimorfismo de repetición +875 CAn del gen IFNG se realizó 

mediante la amplificación por PCR de la región microsatélite y posterior resolución de 

los productos obtenidos en un gel de poliacrilamida. Los distintos alelos encontrados 

difieren en el número de repeticiones presentes del dinucleótido CA y los patrones 

correspondientes a los diferentes genotipos fueron confirmados por secuenciación 

automática (Figura 11). La variante correspondiente al número 12 de repeticiones CA 

se asocia con una mayor producción de IFN-�, principalmente como consecuencia de 

la fuerte asociación 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 

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

Figura 11: Determinación del polimorfismo de repetición +875 CAn del gen IFNG 

 

(A) Genotipificación mediante amplificación por PCR y electroforesis en gel de poliacrilamida (20 cm de 
longitud, 10% de poliacrilamida) revelado mediante tinción 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. 
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2.2. Frecuencias genotípicas y alélicas de los polimorfismos en los genes TNF, 

IFNG, IL6 y TGFB1 

2.2.1. SNP -308 G/A (TNF) 

Se analizó el polimorfismo -308 G/A del gen TNF en los pacientes con AA (n=69), 

SMD (n=131) y en la población control (n=131). La distribución de las frecuencias 

genotípicas 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 

producción de TNF, se encuentra duplicada en los pacientes con SMD respecto a la 

población control (p=0,011, OR: 2,420), siendo esta diferencia aún mayor respecto a 

AA (p=0,015, OR: 2,983). No se encontraron diferencias significativas al comparar las 

frecuencias genotípicas y alélicas entre la población de AA versus la población control. 

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

 

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

2.2.2. Polimorfismo de repetición +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 población control (n=128). Para el polimorfismo 

de repetición +875 CAn, pudieron describirse 7 alelos diferentes: 11 CA, 12 CA, 13 

CA, 14 CA, 15 CA, 16 CA y 17 CA, y la distribución 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 población de pacientes versus la población control. En la Figura 14 puede 

observarse la distribución de frecuencias genotípicas 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 genotípicas y alélicas de cada 

población de pacientes versus la población control. Sin embargo, los resultados 

arrojaron que la población de pacientes con SMD presentó una mayor frecuencia del 

alelo 12 CA respecto a la población de AA (p=0,029; OR: 1,639). 

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

 

Estudio del polimorfismo de repetición +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) Gráfico 
de barras mostrando la distribución de las frecuencias alélicas relativas. * Los alelos con frecuencias muy 
bajas fueron agrupados para aplicar el test Chi-cuadrado. † Test Chi-cuadrado. 

Figura 14: Frecuencias genotípicas y alélicas del polimorfismo de repetición +875 CAn, 

agrupado de acuerdo a la presencia del alelo 12 CA, del gen IFNG 

 

Estudio del polimorfismo de repetición +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 genotípicas y alélicas absolutas. (B) Gráficos de barras indicando las frecuencias genotípicas 
y alélicas relativas. † Test Chi-cuadrado, ‡ test exacto de Fisher, OR: Odds ratio. 



���������	
����
���
����� � �
�������������������� �

 

63 

 

2.2.2.1. Desequilibrio de ligamiento 

Como ya se mencionó anteriormente, el SNP +874 A/T se encuentra ubicado contiguo 

al polimorfismo de repetición +875 CAn hacia su extremo 5’, en el primer intrón del gen 

IFNG (Figura 15 A). Si bien existe una fuerte asociación entre los alelos +874T y 12 

CA, se encontraron 15 casos donde esta correlación no fue absoluta. Estos casos 

mostraron un patrón de heterodúplex 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 secuenciación automática como por la PCR-alelo específica correspondiente. 

La estimación del desequilibrio de ligamiento se realizó utilizando la fórmula D’= (p 

+874T y 12 CA x p +874A y no-12 CA - p +874T y no-12 CA x p +874A y 12 CA) / (p +874T y 12 CA x p +874A y no-12 CA 

+ p +874T y no-12 CA x p +874A y 12 CA), donde p es la frecuencia absoluta correspondiente en 

cada caso (Maynard, 1997). Este parámetro D’ no depende de las frecuencias alélicas 

y es un número que indica el alejamiento del equilibrio de ligamiento que puede variar 

desde -1 a 1, donde el desequilibrio es máximo, existiendo un equilibrio perfecto 

cuando D’=0. Como resultado de la determinación de ambos polimorfismos, se 

encontró un fuerte desequilibrio de ligamiento entre el alelo +874T y el alelo 12 CA 

obteniéndose un D’= 0,99. Debido a la fuerte asociación 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 repetición +875 CAn agrupado de acuerdo a la 

presencia del alelo 12 CA. 

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

 

(A) Electroferograma indicando la ubicación del SNP +874 A/T ubicado contiguo al polimorfismo de 
repetición +875 CAn hacia su extremo 5’, en el primer intrón del gen IFNG. (B) Ejemplo de un patrón de 
heterodúplex diferente del resto de las muestras que presentaron el mismo genotipo en el análisis del 
polimorfismo de repetición +875 CAn, luego de la electroforesis en el gel de poliacrilamida (20 cm de 
longitud, 10% de poliacrilamida) revelado mediante tinción 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 analizó el SNP -174 G/C del gen IL6 en los pacientes con AA (n=65), SMD (n=86) y 

en la población control (n=121). La distribución de las frecuencias genotípicas 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 producción de IL6, se 

encuentra disminuida en la población de pacientes con SMD tanto respecto a los 

controles (p=0,002, OR: 0,390) como a la población de AA (p=0,007, OR: 0,397). No 

se encontraron diferencias significativas al comparar las frecuencias genotípicas y 

alélicas entre la población de AA versus la población control. 

Figura 16: Frecuencias genotípicas y alélicas del SNP -174 G/C del gen IL6 

 

Estudio del SNP -174 G/C del gen IL6 en los pacientes con AA, SMD y en los controles normales (CN). 
(A) Frecuencias genotípicas y alélicas absolutas; (B) Gráfico de barras indicando las frecuencias 
genotípicas 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/T y +915 G/C 

El análisis del SNP +869 C/T se realizó en una población de 64 pacientes con AA, 74 

pacientes con SMD y 130 individuos controles. Las frecuencias genotípicas 

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 genotípicas 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 análisis de ambos SNPs permitió determinar la combinatoria de genotipos SNP 

+869 C/T - SNP +915 G/C, la cual se asocia a una producción diferencial de TGF-�1, 

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 población de pacientes 

versus la población control. Sin embargo, la población de pacientes con SMD presentó 

una tendencia a una mayor frecuencia de genotipos asociado a alta producción de 

TGF-�1 respecto a la población 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 

 

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) Gráfico de barras 
indicando las frecuencias relativas. † Test exacto de Fisher. 

2.3. Asociación de los polimorfismos en los genes TNF, IFNG, IL6 y TGFB1 con 

características clínicas en AA y SMD 

2.3.1. Asociación con parámetros clínicos en AA 

Se analizaron diferentes características clínicas al diagnóstico de los pacientes con AA 

en relación a la presencia de los polimorfismos estudiados (Tablas 11 y 12). Los 

parámetros evaluados fueron: edad, relación de géneros, nivel de hemoglobina, 

recuento de plaquetas, recuento de neutrófilos, porcentaje de reticulocitos y 

clasificación 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 neutrófilos, las definiciones de los criterios de severidad y, para el nivel de 

hemoglobina, la media poblacional. Además, fue evaluada la respuesta a la TIS en 

relación a la presencia de los polimorfismos estudiados, solo en aquellos pacientes 

con AA tratados con la combinación de GAT y CsA, según las definiciones de RC y RP 

(ver Introducción sección 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. Asociación con características clínicas al diagnóstico 

El análisis del SNP -308 G/A del gen TNF mostró que la presencia del alelo -308A se 

asoció con una edad menor (12 vs. 17 años; p=0,030), una neutropenia más severa 
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(200 vs. 520/µL; p=0,025) y con un mayor riesgo de presentar recuentos de neutrófilos 

�200/�L (4/7, 57% vs. 10/57, 17%; p=0,036, OR: 6,267), al diagnóstico. El genotipo 

A/A+G/A, asociado a una alta producción de TNF, mostró 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 asociación encontrada entre el alelo -308A y una 

neutropenia más profunda (Tabla 11). 

Con respecto al gen IFNG, el análisis del polimorfismo de repetición +875 CAn, 

agrupado de acuerdo al alelo 12 CA, reveló que la presencia de este alelo en el 

genotipo (12/12 CA + 12/no-12 CA) se asoció con un grado de anemia más 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 diagnóstico (Tabla 11). En 

el análisis del SNP +874 A/T del gen IFNG fue encontrada la misma asociación 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 arrojó diferencias significativas en relación 

a las características clínicas analizadas (Tabla 11). 

En cuanto a los polimorfismos del gen TGFB1, los SNPs +869 C/T y +915 G/C no 

mostraron asociación con los parámetros clínicos (Tabla 12). Sin embargo, la 

combinatoria de genotipos relacionada con menor producción de esta citoquina 

(intermedia + baja) se asoció con un recuento de neutrófilos inferior (480 vs. 543/�L; 

p=0,047), al diagnóstico (Tabla 12). 

Asimismo, se evaluaron diferentes combinaciones de genotipos, a fin de establecer si 

alguna en particular contribuye a las asociaciones descriptas en el análisis 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 asociación con 

el recuento de neutrófilos al diagnóstico. Este análisis no mostró ninguna combinación 

de genotipos que contribuya al nivel de neutropenia. Sin embargo, debe considerarse 

una limitación en el análisis debido al número 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 aún más la frecuencia absoluta por combinatoria 

analizada. 

Por otro lado, se analizó la combinación que incluye al polimorfismo +875 CAn del gen 

IFNG y la combinatoria de los SNPs del gen TGFB1, debido a la asociación 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 reveló que aquellos pacientes con 

genotipos asociados a una mayor producción de IFNG (12/12 CA + 12/no-12 CA) y 

una menor producción de TGF-�1 (intermedia + baja) presentaron niveles de 

hemoglobina más bajos respecto a aquellos pacientes con la combinación contraria, 

genotipo de baja producción de IFNG (no-12/no-12 CA) y alta de TGF-�1 (Figura 18 

A). Además, esta combinación fue más frecuente entre los pacientes que presentaron 

un nivel de hemoglobina <7 g/dL, al diagnóstico (Figura 18 B). El análisis de 

correspondencia simple también representa gráficamente la relación 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 categorías principalmente asociadas en 

forma positiva debido a su alejamiento del origen y la cercanía entre ellas. 

Figura 18: Combinación de genotipos correspondiente a los polimorfismos en los 

genes IFNG y TGFB1 y su relación con el nivel de hemoglobina 

 

Análisis de la combinación de genotipos correspondiente al polimorfismo +875 CAn del gen IFNG y a la 
combinatoria de los SNPs del gen TGFB1 (IFNG_TGFB1) y su relación con el nivel de hemoglobina al 
diagnóstico en los pacientes con AA. (A) Gráfico y tabla mostrando las medias ± DE para cada grupo de 
pacientes. † ANOVA, método de comparación test de Tukey-Cramer. (B) Gráfico 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) Análisis de correspondencia simple representando las 
relaciones entre las diferentes categorías de las dos variables estudiadas. a: alta; i: intermedia; b: baja 
respecto de la combinación IFNG_TGFB1. 



���������	
����
���
����� � �
�������������������� �

 

69 

 

Cuando se incluyó en este análisis de relación con los niveles de hemoglobina al SNP 

-174 G/C del gen IL6, se mantuvo la misma asociación descripta, independientemente 

de la presencia del genotipo de alta producción de IL6 (Figura 19). Con lo cual, la 

combinación de los genotipos de IFNG y TGFB1 son los que principalmente 

contribuyen a las diferencias observadas en el nivel de hemoglobina al diagnóstico en 

los pacientes con AA. 

Figura 19: Combinación de genotipos correspondiente a los polimorfismos en los 

genes IFNG, TGFB1 e IL6 y su relación con el nivel de hemoglobina 

 

Análisis de la combinación de genotipos correspondiente al polimorfismo +875 CAn del gen IFNG, a la 
combinatoria de los SNPs del gen TGFB1 y al SNP -174 G/C del gen IL6 (IFNG_TGFB1_IL6) y su relación 
con el nivel de hemoglobina al diagnóstico en los pacientes con AA. Gráfico y tabla mostrando las medias 
± DE para cada grupo de pacientes. † ANOVA, método de comparación test de Tukey-Cramer. a: alta; i: 
intermedia; b: baja respecto de la combinación IFNG_TGFB1_IL6. 

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

asociación con las características clínicas evaluadas. 
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Tabla 11: Características clínicas al diagnóstico de los pacientes con AA en relación 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) 

a: alta; i: intermedia; b: baja; DE: desvío estándar; Hb: hemoglobina; Pq: plaquetas; N: neutrófilos. * Debido al n=6, la categoría alta se agrupó con la intermedia para el 
análisis. † Test de Mann-Whitney, ‡ test Exacto de Fisher, § test de t, # test Chi-cuadrado; OR: Odds ratio. 

 SNP -308 G/A (TNF) Polimorfismo +875 CAn (IFNG)* SNP -174 G/C (IL6) 

A/A+G/A (a) G/G (b) Valor p 
12/12 CA+12/no-

12 CA (a+i) 
no-12/no-12 CA 

(b) Valor p G/G (a) G/C+C/C (i+b) Valor p 

Edad (años) 
   Media ± DE 
   Mediana (rango) 

 
11 ± 7 

12 (2-22) 

 
25 ± 18 

17 (2-74) 

 
 

0,030
† 

 
25 ± 18 

17 (2-70) 

 
21 ± 17 

15 (2-74) 

 
 

0,363
† 

 
22 ± 19 

15 (2-74) 

 
25 ±15 

19 (4-61) 

 
 

0,218
†
 

Relación de géneros 
   Masculino/femenino 

 
2/5 

 
32/30 

 
0,428

‡ 
 

21/20 
 

13/15 
 

0,801
‡ 

 
18/20 

 
15/11 

 
0,623

‡
 

Nivel de Hb (g/dL) 
   Media ± DE 
   Mediana (rango) 

 
7,8 ± 1,6 

7,5 (5,9-10,0) 

 
7,1 ± 2,2 

7,2 (3-11,5) 

 

0,428
§ 

 

 
6,8 ± 2,1 

6,6 (3,5-10,6) 

 
7,9 ± 2,1 

7,8 (3,0-11,5) 

 
0,035

§ 

 

 
7,1 ± 2,0 

7,0 (3,0-11,5) 

 
7,2 ± 2,2 

7,5 (3,8-10,6) 

 
0,827

§
 

 

 
<7 
�7 

3 (43%) 
4 (57%) 

26 (46%) 
31 (54%) 1,000

‡
 

21 (57%) 
16 (43%) 

8 (30%) 
19 (70%) 

0,043
‡
 

OR: 3,117 
15 (48%) 
16 (52%) 

13 (45%) 
16 (55%) 0,802

‡
 

Recuento de Pq (/µL) 
   Media ± DE 
   Mediana 
    (rango) 

 
18071 ± 18263 

11500 
(3000-54000) 

 
17220 ± 16521 

11150 
(1000-68000) 

 

 

0,974
† 

 

 
16111 ±1 5806 

11000 
(1000-65000) 

 
19027 ± 17769 

11650 
(2300-68000) 

 

0,442
† 

 
19445 ± 16975 

12000 
(3000-68000) 

 
14661 ± 15579 

10000 
(1000-65000) 

 

 

0,167
†
 

 

 
�20000 
>20000 

5 (71%) 
2 (29%) 

42 (75%) 
14 (25%) 

1,000
‡
 

30 (81%) 
7 (19%) 

17 (65%) 
9 (35%) 

0,240
‡
 

21 (68%) 
10 (32%) 

23 (82%) 
5 (18%) 

0,243
‡
 

Recuento de N (/µL) 
   Media ± DE 
   Mediana (rango) 

 
296 ± 260 

200 (45-770) 

 
714 ± 589 

520 (0-2340) 

 
 

0,025
† 

 
641 ± 578 

420 (0-2080) 

 
706 ± 584 

520 (48-2340) 

 
 

0,514
† 

 
685 ± 528 

520 (0-1980) 

 
652 ± 654 

420 (48-2340) 

 

 

0,164
† 

 

�500 
>500 

6 (86%) 
1 (14%) 

25 (44%) 
32 (56%) 

0,050
‡ 

20 (54%) 
17 (46%) 

11 (41%) 
16 (59%) 

0,322
‡ 

13 (42%) 
18 (58%) 

16 (55%) 
13 (45%) 

0,438
‡
 

�200 
>200 

4 (57%) 
3 (44%) 

10 (17%) 
47 (83%) 

0,036
‡
 

OR:6,267 

8 (22%) 
29 (78%) 

6 (22%) 
21 (78%) 

1,000
‡
 

7 (23%) 
24 (77%) 

7 (24%) 
22 (76%) 

1,000
‡
 

Reticulocitos (%) 
   Media ± DE 
   Mediana (rango) 

 
0,4 ± 0,4 

0,5 (0,0-0,9) 

 
0,7 ± 0,7 

0,5 (0,0-2,8) 

 
 

0,619
† 

 
0,6 ± 0,8 

0,5 (0-2,8) 

 
0,6 ±0,5 

0,6 (0-2,2) 

 
 

0,379
† 

 
0,6 ± 0,5 

0,6 (0-1,8) 

 
0,7 ± 0,8 

0,4 (0-2,8) 

 
 

0,486
†
 

Severidad, n (%) 
   AA muy severa  
   AA severa 
   AA moderada 

 
4 (57%) 
3 (43%) 
0 (0%) 

 
10 (17%) 
38 (67%) 
9 (16%) 

0,047
# 

 
8 (21%) 
25 (68%) 
4 (11%) 

 
6 (22%) 
16 (59%) 
5 (19%) 

0,660
# 

 
7 (22%) 

21 (68%) 
3 (10%) 

 
7 (24%) 

17 (59%) 
5 (17%) 

0,652
#
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Tabla 12: Características clínicas al diagnóstico de los pacientes con AA en relación a la presencia de los polimorfismos del gen TGFB1, 

+869 C/T, +915 G/C y la combinatoria de ambos SNPs 

a: alta; i: intermedia; b: baja; DE: desvío estándar; Hb: hemoglobina; Pq: plaquetas; N: neutrófilos. † Test de Mann-Whitney, ‡ test Exacto de Fisher, § test de t, # test 
Chi-cuadrado; OR: Odds ratio. 

 SNP +869 C/T (TGFB1) SNP +915 G/C (TGFB1) Combinatoria de ambos SNPs (TGFB1) 

T/T (a) T/C+C/C (i+b) Valor p G/G (a) G/C+C/C (i+b) Valor p Alta Intermedia + 
baja 

Valor p 

Edad (años) 
   Media ± DE 
   Mediana (rango) 

 
21 ± 14 

16 (5-50) 

 
23 ± 18 

17 (2-74) 

 
 

0,872
† 

 
23 ± 17 

17 (2-74) 

 
20 ± 18 

15 (2-70) 

 
 

0,409
† 

 
22 ± 15 

16 (3-61) 

 
23 ± 20 

15 (2-74) 

 
 

0,218
†
 

Relación 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 
   Mediana (rango) 

 
7,2 ± 1,5 

7,4 (3,8-9,6) 

 
7,4 ± 2,2 

7,3 (3,0-11,5) 

 

0,729
§ 

 

 
7,3 ± 2,0 

7,3 (3,6-11,5) 

 
7,3 ± 2,4 

6,9 (3,0-10,6) 

 
0,927

§ 
 

 
7,6 ± 1,9 

7,8 (3,8-11,5) 

 
6,8 ± 2,3 

6,4 (3,0-10,6) 

 
0,143

§
 

 

 
<7 
�7 

6 (38%) 
10 (62%) 

20 (47%) 
23 (53%) 0,571

‡ 
21 (42%) 
29 (58%) 

6 (55%) 
5 (45%) 0,515

‡
 

13 (36%) 
23 (64%) 

13 (57%) 
10 (43%) 0,179

‡
 

Recuento de Pq (/µL) 
   Media ± DE 
   Mediana 
    (rango) 

 
10807 ± 6015 

10000 
(2300-22000) 

 
18993 ± 18474 

11000 
(1000-68000) 

 

 

0,409
† 

 

 
17110 ± 16616 

11300 
(1000-68000) 

 
16036 ±15353 

8000 
(3000-54000) 

 

0,774
† 

 
14440 ± 13782 

11000 
(1000-60000) 

 
20583 ± 19775 

11000 
(3000-68000) 

 

 

0,316
†
 

 

 
�20000 
>20000 

14 (93%) 
1 (7%) 

30 (70%) 
13 (30%) 0,087

‡
 

38 (78%) 
11 (22%) 

7 (64%) 
4 (36%) 0,442

‡
 

29 (83%) 
6 (17%) 

15 (65%) 
8 (35%) 0,209

‡
 

Recuento de N (/µL) 
   Media ± DE 
   Mediana (rango) 

 
724 ± 634 

543 (77-2080) 

 
654 ± 573 

500 (0-2340) 

 
 

0,319
† 

 
690 ± 595 

518 (0-2340) 

 
595 ± 518 

500 (48-1980) 

 
 

0,171
† 

 
754 ± 649 

543 (0-2340) 

 
545 ± 453 

480 (48-1980) 

 
 

0,047
† 

 

�500 
>500 

6 (38%) 
10 (62%) 

22 (51%) 
21 (49%) 

0,393
‡ 

23 (46%) 
27 (54%) 

6 (55%) 
5 (45%) 

0,743
‡ 

15 (42%) 
21 (58%) 

13 (57%) 
10 (43%) 

0,297
‡
 

�200 
>200 

4 (25%) 
12 (75%) 

9 (21%) 
34 (79%) 1,000

‡
 

11 (22%) 
39 (78%) 

2 (18%) 
9 (82%) 1,000

‡
 

9 (25%) 
27 (75%) 

4 (17%) 
19 (83%) 0,540

‡
 

Reticulocitos (%) 
   Media ± DE 
   Mediana (rango) 

 
0,8 ± 0,8 

0,6 (0,0-2,8) 

 
0,6 ± 0,6 

0,5 (0,0-2,3) 

 
 

0,214
† 

 
0,6 ± 0,6 

0,6 (0,0-2,8) 

 
0,6 ± 0,8 

0,5 (0,1-2,2) 

 
 

0,642
† 

 
0,7 ± 0,7 

0,5 (0,0-2,8) 

 
0,6 ± 0,6 

0,5 (0,1-2,2) 

 
 

0,947
†
 

Severidad, n (%) 
   AA muy severa  
   AA severa 
   AA moderada 

 
4 (25%) 

11 (69%) 
4 (6%) 

 
9 (21%) 

27 (63%) 
7 (16%) 

0,601
# 

 
11 (22%) 
32 (64%) 
7 (14%) 

 
2 (18%) 
8 (73%) 
1 (9%) 

0,847
# 

 
9 (25%) 
21 (58%) 
6 (17%) 

 
4 (17%) 

17 (74%) 
2 (9%) 

0,460
#
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2.3.1.2. Asociación con respuesta al tratamiento 

Se evaluó la respuesta a la TIS en relación a la presencia de los polimorfismos 

estudiados en pacientes con AA que recibieron como tratamiento inicial una 

combinación de GAT y CsA (n=38). El análisis mostró que los genotipos 12/12 CA + 

12/no-12 CA, asociados a mayor producción de IFNG, fueron más 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 estadísticamente significativas 

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

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

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

radio. 

Debido a la asociación encontrada entre una respuesta global a la TIS y los genotipos 

de mayor producción de IFNG, se evaluó si la presencia de algún otro genotipo (TNF, 

IL6 y TGFB1) en combinación podría contribuir a esta asociación. El análisis mostró 

que los genotipos de mayor y menor producción 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 producción de IL6 (Figura 20 

A). Este resultado también puede observarse en el análisis de correspondencia simple 

(Figura 20 B), el cual grafica cada combinación de genotipos y la respuesta a la TIS, 

mostrando las categorías principalmente asociadas en forma positiva debido a su 

alejamiento del origen y la cercanía entre ellas. 

 

 SNP -308 G/A (TNF) Polimorfismo +875 CAn (IFNG) SNP -174 G/C (IL6) 

A/A+A/G 
(a) G/G (b) Valor p 

12/12 CA 
+12/no-12 
CA (a+i) 

no-12/no-
12 CA (b) Valor p G/G (a) 

G/C+C/C 
(i+b) 

Valor 
p 

 
RG 
s/R 
 

2 (50%) 
2 (50%) 

24 (71%) 
10 (29%) 

0,577
† 21 (81%) 

5 (19%) 
5 (42%) 
7 (58%) 

0,026
† 

OR:0,170 
16 (67%) 
8 (33%) 

8 (67%) 
4 (33%) 

1,000
†
 

 
SNP +869 C/T (TGFB1) SNP +915 G/C (TGFB1) Combinatoria de ambos 

SNPs (TGFB1) 

T/T (a) 
T/C+C/C 

(i+b) Valor p G/G (a) 
G/C+C/C 

(i+b) Valor p Alta 
Intermedia 

+ baja 
Valor 

p 

 
RG 
s/R 
 

7 (70%) 
3 (30%) 

17 (68%) 
8 (32%) 1,000

† 19 (63%) 
11 (37%) 

5 (83%) 
1 (17%) 0,411

†
 

14 (67%) 
7 (33%) 

10 (71%) 
4 (29%) 1,000

†
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Figura 20: Combinación de genotipos correspondiente a los polimorfismos en los 

genes IFNG e IL6 y su relación con respuesta a la TIS 

 

Análisis de la combinación de genotipos correspondientes al polimorfismos +875 CAn del gen IFNG y al 
SNP -174 G/C del gen IL6 (IFNG_IL6) y su relación con respuesta a la TIS en pacientes con AA. (A) 
Gráfico de barras indicando las frecuencias absolutas (n) y las frecuencias relativas (%) de cada grupo de 
pacientes. † Test Chi-cuadrado. (B) Análisis de correspondencia simple representando las relaciones 
entre las diferentes categorías 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 
combinación IFNG_IL6. 

Sin embargo, al evaluar la respuesta global desglosada en RC y RP, un análisis de 

correspondencia múltiple muestra que ambos polimorfismos contribuyen al grado de 

respuesta alcanzada. El resultado puede observarse gráficamente en la Figura 21 A 

en donde sobre el eje 1 se representa la asociación de IFNG con el grado de 

respuesta y sobre el eje 2 la influencia de IL6. Por ende, los genotipos asociados a 

mayor producción de IFNG se relacionan principalmente con una RP. Mientras que, el 

genotipo de alta producción de IL6 se asocia negativamente con alcanzar una RC. El 

análisis de correspondencia simple (Figura 21 B) describe gráficamente la 

combinación de los genotipos y el grado de respuesta, mostrando que los pacientes 

que no responden a la TIS poseen el genotipo asociado con baja producción de IFNG 

y alta producción de IL6. 

La combinación de genotipos de IFNG y TNF no pudo realizarse debido al escaso 

número 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 contribución 

y/o asociación con la respuesta a la TIS. 
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Figura 21: Análisis de los polimorfismos en los genes IFNG e IL6 y su relación con el 

grado de respuesta alcanzada 

 

(A) Análisis de correspondencia múltiple 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) Análisis de correspondencia simple representando las relaciones entre la 
combinación de genotipos correspondiente al polimorfismo +875 CAn del gen IFNG y al SNP -174 G/C del 
gen IL6 (IFNG_IL6) y su relación 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 combinación IFNG_IL6. 

2.3.2 Asociación con parámetros clínicos en SMD 

Para la población de pacientes con SMD se analizaron diferentes características 

clínicas al diagnóstico en relación a la presencia de los polimorfismos estudiados 

(Tabla 14 y 15). Los parámetros evaluados fueron: edad, relación de géneros, nivel de 

hemoglobina, recuento de plaquetas, recuento de neutrófilos, porcentaje de blastos en 

MO y 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 pronóstico para los SMD (IPSS-R: revised International Prognostic Scoring 

System) (Greenberg y col., 2012). Además, fue evaluada la necesidad de requerir 

transfusiones durante el seguimiento de la enfermedad, así como también la 

sobrevida, la evolución de los pacientes a LMA y las causas de muerte (Tabla16). 

2.3.2.1. Asociación con características clínicas al diagnóstico 

El análisis del SNP -308 G/A del gen TNF mostró que la presencia del alelo -308A se 

asoció 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/µL; p=0,004). Además, 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/µL (11/31, 35,5% vs. 14/94, 15%; p=0,019, OR: 3,143), al diagnóstico (Tabla 

14). 
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Con respecto al gen IFNG, el análisis del polimorfismo de repetición +875 CAn mostró 

que los pacientes con SMD homocigotas para el alelo 12 CA presentaron una edad 

menor (61 vs. 66 años; p=0,050) y un recuento de neutrófilos inferior (1164 vs. 

1791/µL; p=0,019), al diagnóstico (Tabla 14). En el análisis 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 producción de IL6, mostraron un grado de anemia más 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 diagnóstico (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 neutrófilos y 

plaquetas, respectivamente (Tabla 15). El análisis de la combinatoria de los SNPs 

+869 C/T - +915 G/C mostró que las relacionadas a menor producción de esta 

citoquina (intermedia + baja) se asoció con un recuento de plaquetas inferior (100500 

vs. 142500/�L; p=0,011), al diagnóstico, potenciando el resultado obtenido para el 

SNP +915 G/C en forma individual (Tabla 15). 

Dentro de la población de SMD, 5 pacientes fueron clasificados como Síndrome 5q-, y 

debido a que este síndrome se caracteriza por el elevado recuento de plaquetas 

(mediana de plaquetas de los 5 pacientes con Síndrome 5q-: 400000/�L), estos 

pacientes fueron excluidos al analizar este parámetro clínico. 

De igual manera que en el análisis de la AA, se evaluaron diferentes combinaciones 

de genotipos, a fin de establecer si alguna en particular contribuye a las asociaciones 

descriptas en el análisis individual de cada polimorfismo. 

Una de las combinaciones de interés involucra a los SNPs -308 G/A del gen TNF y -

174 G/C del gen IL6, debido a que ambos presentaron una importante asociación con 

el nivel de hemoglobina al diagnóstico. Este análisis mostró que los pacientes con los 

genotipos que combinan mayor producción de TNF (A/A+G/A) e IL6 (G/G) presentaron 

niveles de hemoglobina más bajos respecto a aquellos pacientes que no portan el 

genotipo asociado a mayor producción de IL6 (Figura 22 A). Además, esta 

combinación fue más frecuente principalmente entre pacientes que presentaron un 

nivel de hemoglobina �8 g/dL. Mientras que, la combinación contraria, genotipo de 

baja producción de TNF e IL6, mostró una frecuencia mayor en pacientes con niveles 

de hemoglobina >8 g/dL, al diagnóstico (Figura 22 B). El gráfico de correspondencia 

simple muestra que la presencia de ambos genotipos de alta producción se asocia con 
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hemoglobinas �8g/dL (Figura 22 C). Con lo cual, la combinación de los genotipos de 

TNF e IL6 son los que principalmente contribuyen a las diferencias observadas en el 

nivel de hemoglobina al diagnóstico en los pacientes con SMD. 

Figura 22: Combinación de genotipos correspondiente a los polimorfismos en los 

genes TNF e IL6 y su relación con el nivel de hemoglobina 

 

Análisis de la combinación de genotipos correspondiente a los SNPs -308 G/A del gen TNF y -174 G/C del 
gen IL6 (TNF_IL6) y su relación con el nivel de hemoglobina al diagnóstico en los pacientes con SMD. (A) 
Gráfico y tabla mostrando las medias ± DE para cada grupo de pacientes. † ANOVA, método de 
comparación test de Tukey-Cramer. (B) Gráfico de barras indicando las frecuencias absolutas (n) y las 
frecuencias relativas (%) para cada grupo de pacientes. ‡ Test Chi-cuadrado. (C) Análisis de 
correspondencia simple representando las relaciones entre las diferentes categorías de las dos variables 
estudiadas. a: alta; i: intermedia; b: baja, respecto de la combinación TNF_IL6. 

Por otro lado, se analizó la combinación que incluye también al SNP -308 G/A del gen 

TNF y la combinatoria de los SNPs asociados a una expresión diferencial de TGFB1, 

debido a la asociación con el recuento de plaquetas. En este caso, las combinaciones 

de genotipos no mostraron diferencias significativas con respecto al recuento de 

plaquetas al diagnóstico. Una cuestión importante a tener en cuenta es la limitación en 

el número de pacientes incluidos en el análisis, debido a que los polimorfismos en los 

genes IL6 y TGFB1 fueron estudiados en una casuística menor. 
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El resto de las combinaciones posibles no mostraron ninguna contribución y/o 

asociación con las características clínicas evaluadas. 

2.3.2.2. Asociación con características clínicas relacionadas con seguimiento y 

evolución de la enfermedad 

Se evaluaron parámetros clínicos que caracterizan el curso de la enfermedad en los 

pacientes con SMD, incluyendo la necesidad de requerir transfusiones, la evolución a 

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

El análisis mostró que los pacientes con genotipo A/A+G/A, asociado a mayor 

expresión 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 asociación encontrada entre el alelo -308A y un grado de 

anemia y plaquetopenia más severa (Tabla 15). Además, estos pacientes mostraron 

una tendencia de mayor sobrevida libre de evolución a LMA (p=0,076) (Figura 23 A) y 

un riesgo menor de muerte relacionada a la progresión leucémica (3/15, 20% vs. 

30/52, 58%; p=0,017, OR: 0,183) (Tabla 16). 

Por otro lado, el análisis del SNP +915 G/C mostró una asociación entre los genotipos 

G/C+C/C de menor producción de TGF-�1 y una menor sobrevida (18,6 vs. 39,6 

meses; p=0,036) (Tabla 16; Figura 23 B). Esta asociación se pierde al analizar este 

polimorfismo combinado con el SNP +869 C/T. 

Figura 23: Análisis de los polimorfismos en los genes TNF y TGFB1 y su relación con 

la sobrevida libre de evolución a LMA y la sobrevida global 

 

Curvas según Kaplan-Meier: (A) Sobrevida libre de evolución 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 estadísticamente 

significativas con respecto a estos parámetros analizados (Tabla 16). 
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Tabla 14: Características clínicas al diagnóstico de los pacientes con SMD en relación 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) 

a: alta; i: intermedia; b: baja; DE: desvío estándar; Hb: hemoglobina; Pq: plaquetas; N: neutrófilos; MO: médula ósea. *5 pacientes clasificados como Síndrome 5q- 
fueron excluidos del análisis debido a su elevado recuento de plaquetas. † Test de Mann-Whitney, ‡ test Exacto de Fisher, § test de t; OR: Odds ratio. 

 SNP -308 G/A (TNF) Polimorfismo +875 CAn (IFNG) SNP -174 G/C (IL6) 

A/A+G/A (a) G/G (b) Valor p 12/12 CA (a) 
12/no-12CA + no-
12/no-12 CA (i+b) 

Valor 
p G/G (a) G/C+C/C (i+b) Valor p 

Edad (años) 
   Media ± DE 
   Mediana (rango) 

 
57 ± 20 

63 (14-87) 

 
64 ± 14 

66 (21-89) 

 
 

0,101
† 

 
57 ± 16 

61 (21-84) 

 
63 ± 16 

66 (14-89) 

 
 

0,050
† 

 
60 ± 17 

62 (21-82) 

 
64 ± 15 

67 (21-86) 

 
 

0,325
†
 

Relación 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 
   Mediana (rango) 

 
8,5 ± 2,3 

8,7 (4,4-13,4) 

 
9,7 ± 2,2 

9,7 (4,6-14,8) 

 

0,009
§ 

 

 
9,7 ± 2,8 

9,7 (4,4-14,8) 

 
9,3 ± 2,2 

9,4 (4,5-14,2) 

 
0,492

§ 

 

 
8,7 ± 2,5 

8,9 (5,0-13,8) 

 
10,0 ± 1,8 

9,8 (5,0-13,8) 

 
0,007

§
 

 

 
�8 
>8 

15 (45%) 
18 (55%) 

23 (24%) 
74 (76%) 

0,026
‡ 

OR:2,681 

6 (27%) 
16 (73%) 

32 (27%) 
77 (73%) 1,000

‡
 

12 (48%) 
13 (52%) 

9 (15%) 
52 (85%) 

0,002
‡ 

OR:5,333 

Recuento de Pq (/µL)* 
   Media ± DE 
   Mediana 
    (rango) 

 
122581 ± 122582 

90000 
(8500-482000) 

 
166564 ± 123583 

138000 
(10000-600000) 

 

 

0,004
† 

 

 
111925 ± 58381 

116500 
(10000-650000) 

 
162024 ± 132600 

132500 
(5000-600000) 

 

0,388
† 

 
148460 ± 135749 

123000 
(8500-587000) 

 
160850 ± 122420 

130000 
(10000-600000) 

 

 

0,273
†
 

 

 
<50000 
�50000 

11 (35%) 
20 (65%) 

14 (15%) 
80 (85%) 

0,019
‡ 

OR:3,143 

4 (20%) 
16 (80%) 

22 (21%) 
84 (79%) 

1,000
‡
 

7 (28%) 
18 (72%) 

9 (15%) 
51 (85%) 

0,223
‡
 

Recuento de N (/µL) 
   Media ± DE 
   Mediana (rango) 

 
2205 ± 1939 

1763 (372-10200) 

 
2067 ± 1563 

1710 (117-9044) 

 
 

0,966
† 

 
1422 ± 957 

1164 (372-4510) 

 
2247 ± 1734 

1791 (117-10200) 

 
 

0,019
† 

 
2251 ± 2135 

1849 (418-9044) 

 
2047 ± 1602 

1575 (117-10200) 

 

 

0,875
† 

 
<800 
�800 

17 (51%) 
16 (49%) 

18 (19%) 
79 (81%) 0,795

‡ 
7 (32%) 

15 (68%) 
15 (14%) 
93 (86%) 0,059

‡ 
7 (28%) 

18 (72%) 
9 (15%) 

52 (85%) 0,221
‡
 

Blastos en MO (%) 
   Media ± DE 
   Mediana (rango) 

 
4,1 ± 5,6 

2,0 (0,0-17,0) 

 
3,7 ± 5,1 

1,0 (0,0-17,5) 

 
 

0,803
† 

 
4,2 ± 6,2 

1,0 (0,0-17,0) 

 
3,7 ± 5,0 

1,5 (0,0-17,5) 

 
 

0,831
† 

 
3,8 ± 5,1 

1,0 (0,0-17,0) 

 
4,8 ± 5,8 

2,0 (0,0-17,0) 

 
 

0,601
†
 

 
<5 
�5 

24 (73%) 
9 (27%) 

69 (69%) 
30 (31%) 0,827

‡
 

15 (68%) 
7 (32%) 

60 (57%) 
45 (43%) 0,803

‡
 

17 (68%) 
8 (32%) 

38 (62%) 
23 (38%) 0,805

‡
 

Cariotipo, n (%) 
   Normal 
   Anormal 

 
14 (44%) 
18 (56%) 

 
52 (57%) 
39 (43%) 

0,220
‡ 

 
10 (50%) 
10 (50%) 

 
55 (54%) 
47 (46%) 

0,810
‡ 

 
14 (58%) 
10 (42%) 

 
34 (59%) 
24 (41%) 

1,000
‡
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Tabla 15: Características clínicas al diagnóstico de los pacientes con SMD en relación a la presencia de los polimorfismos del gen 

TGFB1, +869 C/T, +915 G/C y la combinatoria de ambos SNPs 

a: alta; i: intermedia; b: baja; d.e.: desvío estándar; Hb: hemoglobina; Pq: plaquetas; N: neutrófilos; MO: médula ósea. *5 pacientes clasificados como Síndrome 5q- 
fueron excluidos del análisis debido a su elevado recuento de plaquetas. † Test de Mann-Whitney, ‡ test Exacto de Fisher, § test de t; OR: Odds ratio. 

 SNP +869 C/T (TGFB1) SNP +915 G/C (TGFB1) Combinatoria de ambos SNPs (TGFB1) 

T/T (a) T/C+C/C (i+b) 
Valor 

p G/G (a) G/C+C/C (i+b) 
Valor 

p Alta 
Intermedia + 

baja Valor p 

Edad (años) 
   Media ± DE 
   Mediana (rango) 

 
64 ± 17 

69 (21-87) 

 
63 ± 16 

65 (21-86) 

 
 

0,542
† 

 
64 ± 16 

68 (21-87) 

 
61 ± 18 

68 (21-79) 

 
 

0,753
† 

 
65 ± 17 

68 (21-87) 

 
58 ± 17 

57 (21-79) 

 
 

0,085
†
 

Relación de géneros 
   Masculino/femenino 

 
10/12 

 
31/21 

 
0,798

‡ 
 

34/28 
 

9/4 
 

0,377
‡ 

 
28/21 

 
11/5 

 
0,559

‡
 

Nivel de Hb (g/dL) 
   Media ± DE 
   Mediana (rango) 

 
9,5 ± 2,1 

9,8 (5,0-13,4) 

 
9,5 ± 2,1 

9,5 (5,0-13,8) 

 

0,965
§ 

 

 
9,5 ± 2,2 

9,7 (5,0-13,8) 

 
9,0 ± 2,4 

8,1 (4,4-13,4) 

 
0,412

§ 

 

 
9,6 ± 2,1 

9,7 (5,0-13,8) 

 
9,6 ± 2,2 

9,1 (5,0-13,4) 

 
0,965

§
 

 

 
�8 
>8 

6 (27%) 
16 (73%) 

14 (27%) 
38 (73%) 1,000

‡
 

16 (26%) 
66 (74%) 

6 (46%) 
7 (54%) 0,183

‡
 

13 (27%) 
36 (73%) 

3 (19%) 
13 (81%) 0,741

‡
 

Recuento de Pq (/µL)* 
   Media ± DE 
   Mediana 
    (rango) 

 
160762 ± 100283 

152000 
(10000-350000) 

 
153049 ± 123715 

127500 
(8500-587000) 

 

 

0,599
† 

 

 
171336 ± 124349 

138000 
(8500-587000) 

 
102461 ± 94804 

77000 
(15000-369000) 

 

0,048
† 

 
179896 ± 125535 

142500 
(10000-587000) 

 
96844 ± 64928 

100500 
(8500-243000) 

 

 

0,011
†
 

 

 
<50000 
�50000 

2 (9%) 
19 (91%) 

12 (24%) 
39 (76%) 

0,204
‡
 

9 (15%) 
52 (85%) 

5 (38%) 
8 (62%) 

0,062
‡
 

5 (11%) 
43 (87%) 

6 (38%) 
10 (62%) 

0,022
‡ 

OR:0,194 

Recuento de N (/µL) 
   Media ± DE 
   Mediana (rango) 

 
1553 ± 1284 

1140 (180-5220) 

 
2311 ± 2037 

1637 (117-10200) 

 
 

0,048
† 

 
2173 ± 2003 

1500 (117-10200) 

 
1891 ± 1423 

1443 (380-5150) 

 
 

0,828
† 

 
2206 ± 2135 

1505 (117-10200) 

 
1996 ± 1331 

1366 (754-5150) 

 

 

0,873
† 

 
<800 
�800 

8 (36%) 
14 (64%) 

7 (13%) 
45 (84%) 

0,054
‡ 

13 (21%) 
49 (79%) 

3 (23%) 
10 (77%) 

1,000
‡ 

11 (22%) 
38 (78%) 

2 (12%) 
14 (88%) 

0,388
‡
 

Blastos en MO (%) 
   Media ± DE 
   Mediana (rango) 

 
6,0 ± 6,0 

4,5 (0,0-17,0) 

 
4,2 ± 5,5 

1,0 0,(0-17,0) 

 
 

0,138
† 

 
4,7 ± 5,6 

2,5 (0,0-17,0) 

 
7,5 ± 6,1 

6,0 (0,0-17,0) 

 
 

0,111
† 

 
4,8 ± 5,8 

3,0 (0,0-17,0) 

 
6,0 ± 6,0 

5,0 (0,0-17,0) 

 
 

0,427
†
 

 
<5 
�5 

11 (50%) 
11 (50%) 

35 (67%) 
17 (33%) 0,195

‡
 

39 (63%) 
23 (32%) 

4 (31%) 
9 (69%) 0,061

‡
 

31 (63%) 
18 (37%) 

7 (44%) 
9 (56%) 0,243

‡
 

Cariotipo, n (%) 
   Normal  
   Anormal 

 
13 (62%) 
8 (38%) 

 
28 (55%) 
23 (45%) 

0,613
‡ 

 
32 (53%) 
28 (47%) 

 
7 (70%) 
3 (30%) 

0,495
‡ 

 
28 (58%) 
20 (42%) 

 
8 (53%) 
7 (47%) 

0,772
‡
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Tabla 16: Características clínicas de los pacientes con SMD relacionadas con el seguimiento y la evolución de la enfermedad en relación 
a la presencia de los polimorfismos en genes de citoquinas 

a: alta; i: intermedia; b: baja; LMA: Leucemia Mieloide Aguda; n.a.: no alcanzan. † Test Exacto de Fisher, ‡ Test según Kaplan-Meier y test de log-Rank, OR: Odds ratio. 

 

 

 SNP -308 G/A (TNF) Polimorfismo +875 CAn (IFNG) SNP -174 G/C (IL6) 

A/A+A/G 
(a) G/G (b) Valor p 12/12 CA (a) 

12/no-12CA + no-
12/no-12 CA (i+b) Valor p G/G (a) G/C+C/C (i+b) Valor p 

Requerimiento transfusional, n (%) 
   Si 
   No 

 
25 (78%) 
7 (22%) 

 
46 (51%) 
45 (49%) 

 
0,007

† 

OR:3,494 

 
11 (61%) 
7 (39%) 

 
60 (57%) 
45 (43%) 

 
0,802

†
 

 
15 (60%) 
10 (40%) 

 
27 (49%) 
28 (51%) 

 
0,470

†
 

Evolución a LMA 
   25% (meses) 

 
n.a. 

 
23,2 

 

0,076
‡ 

 
13,6 

 
46,5 

 

0,420
‡ 

 
22,2 

 
26,0 

 

0,841
‡ 

Causas de muerte, n (%) 
   Relacionadas a LMA 
   Otras causas 

 
3 (20%) 

12 (80%) 

 
30 (58%) 
22 (42%) 

 

0,017
† 

OR:0,183 

 
7 (50%) 
7 (50%) 

 
25 (47%) 
28 (53%) 

 

1,000
†
 

 
6 (60%) 
4 (40%) 

 
18 (47%) 
20 (53%) 

 

0,724
†
 

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) 

T/T (a) 
T/C+C/C 

(i+b) 
Valor p G/G (a) G/C+C/C (i+b) Valor p Alta 

Intermedia + 
baja 

Valor p 

Requerimiento transfusional, n (%) 
   Si 
   No 

 
8 (42%) 

11 (58%) 

 
31 (62%) 
19 (38%) 

 
0,177

†
 

 
31 (54%) 
26 (46%) 

 
9 (69%) 
4 (31%) 

 
0,371

†
 

 
22 (50%) 
22 (50%) 

 
11 (69%) 
5 (31%) 

 
0,248

†
 

Evolución a LMA 
   25% (meses) 

 
22,2 

 
23,2 

 

0,418
‡ 

 
23,2 

 
14,2 

 

0,317
‡ 

 
23,2 

 
12,8 

 

0,610
‡ 

Causas de muerte, n (%) 
   Relacionadas a LMA 
   Otras causas 

 
8 (57%) 
6 (43%) 

 
13 (48%) 
14 (52%) 

 

0,744
†
 

 
17 (49%) 
18 (51%) 

 
5 (56%) 
4 (44%) 

 

1,000
†
 

 
14 (48%) 
15 (52%) 

 
6 (60%) 
4 (40%) 

 

0,716
†
 

Sobrevida 
   Mediana (meses) 

 
30,4 

 
55,5 

 
0,433

‡ 
 

39,6 
 

18,6 
 

0,036
‡ 

 
38,8 

 
25,4 

 
0,543

‡ 
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Análisis de expresión génica 

1. Optimización de los parámetros de la PCR cuantitativa en tiempo real 

La determinación de los niveles de expresión de un ARN mensajero (ARNm) de 

interés requiere la puesta a punto de las condiciones óptimas de la PCR cuantitativa 

en tiempo real (qPCR), las cuales incluyen la utilización de primers específicos 

adecuados y el ajuste de las condiciones tanto de reacción como de ciclado. La 

optimización consiste en hacer que las variaciones normales de la prueba no causen 

efectos importantes sobre las determinaciones realizadas. Los criterios más 

importantes para la optimización son la eficiencia, la sensibilidad, la reproducibilidad y 

la especificidad de la qPCR. 

1.1. Eficiencia de amplificación y sensibilidad de la qPCR 

Las eficiencias de amplificación de las qPCRs de los genes target y del gen 

housekeeping, la cual resulta específica del par de primers y de las condiciones 

utilizadas, se determinaron a partir de la realización de una curva estándar para cada 

uno de ellos. 

A fin de lograr curvas que permitan la cuantificación relativa en un rango dinámico 

adecuado, inicialmente se evaluó la expresión de cada gen target mediante qPCR en 

diferentes condiciones de cultivo: a distintos tiempos de estimulación (2, 4, 6 y 8 hs.) 

con el agregado de LPS y sin estimulación (ver Materiales y métodos sección 5.2). 

Para la construcción de la curva estándar, se optó por trabajar con el ADNc del cultivo 

que presentó 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 amplificó cada punto de 

la curva por duplicado (Figura 24 B). El valor de la pendiente de la recta resultante se 

determinó graficando los valores de Ct versus el logaritmo de la concentración 

(dilución del ADNc) (Figura 24 C). La eficiencia de amplificación se calculó a partir de 

la ecuación E = 10 -1/pendiente. 

En la Tabla 17 se muestran los valores de eficiencia obtenidos a partir de las curvas 

estándar realizadas para cada gen target y el gen housekeeping. Además, la 

realización de las curvas estándar también permitió determinar la sensibilidad límite o 

límite de detección (cantidad mínima de ADNc detectable) para cada uno de los genes 

estudiados. 
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Figura 24: Curva estándar para el cálculo de la eficiencia de la reacción de qPCR 

 

Determinación de la eficiencia de amplificación de la qPCR a partir de la realización de una curva 
estándar. (A) Evaluación de la expresión génica de cada gen target mediante qPCR en diferentes 
condiciones de cultivo (ejemplo: gen IFNG). (B) Diluciones seriadas 1/5 del ADNc y amplificación de cada 
punto de la curva por duplicado. (C) Gráfico de los valores de Ct versus el logaritmo de la concentración 
(dilución del ADNc). 

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

Los pasos realizados para el análisis mediante qPCR, desde el procesamiento de la 

muestra hasta la detección final de los productos, influyen en la reproducibilidad del 

ensayo. Este parámetro evalúa 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 variación intra-ensayo se determinó a partir de los 

valores de Ct obtenidos por duplicado de una dilución correspondiente a la curva 

estándar para cada gen. Mientras que, la variación inter-ensayo se investigó 

evaluando los valores Ct promedios de una dilución, a partir de tres curvas estándar 

independientes realizadas para cada gen. La variabilidad intra- e inter-ensayo se 

estimó mediante el coeficiente de variación (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 

metodología 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 ácidos nucleicos en la reacción de qPCR, emiten una señal luminosa tanto 

para productos específicos como para aquellos que no lo son, incluyendo los dímeros 

de primers. Para comprobar que el producto amplificado que prevalece es el producto 

PCR específico para cada gen estudiado, se analizaron cualitativamente las curvas de 

desnaturalización o curvas de melting (Melting curves). Este análisis permite que los 

productos no específicos puedan ser discriminados de los amplicones específicos. Las 

curvas de melting son características de cada producto PCR específico y depende de 

su longitud, de su secuencia de bases y de su contenido de GC. Todas las reacciones 

de qPCR presentaron un pico único en la curva de melting (Figura 25 A), lo cual 

garantizó la especificidad de la amplificación. Además, para complementar el análisis, 

los productos de cada reacción de qPCR fueron sometidos a una electroforesis en gel 

de agarosa al 2% p/v y BrEt a 0,25 �g/mL, el cual se reveló observando la 

fluorescencia producida en un transiluminador UV, obteniéndose para todos los genes 

bandas únicas de amplificación (Figura 25 B). 

Figura 25: Especificidad de la qPCR 

 

Determinación de la especificidad de la reacción de qPCR. (A) Análisis cualitativo de las curvas de 
desnaturalización o curvas de melting, donde la presencia de un pico único garantiza la especificidad de 
la amplificación. (B) Electroforesis en gel de agarosa de los productos obtenidos en cada reacción de 
qPCR. M: marcador de peso molecular. 

2. Validación del modelo de cuantificación: el método comparativo 2-�Ct  

Para validar la cuantificación relativa de la expresión génica obtenida mediante el 

método comparativo 2-�Ct, se verificó que la eficiencia de la reacción de qPCR sea 

óptima y que la eficiencia de amplificación de cada gen target y del gen housekeeping 

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

La eficiencia de amplificación de la qPCR para cada gen target y el gen housekeeping 

se determinó a partir de la realización de una curva estándar (ver Materiales y 

métodos sección 5.2). Se establecieron como óptimos aquellos valores de eficiencia 

dentro de un rango considerando un 10% de variabilidad a partir del valor máximo 

(valor máximo: 1,0; rango de eficiencias óptimas: 0,90-1,10) (Tabla 17). Además, se 

evaluó que los criterios de sensibilidad, reproducibilidad y especificidad de la reacción 

de qPCR sean los adecuados para la aplicación de esta metodología, como se 

especificó anteriormente. 

Tabla 17: Valores de eficiencias y reproducibilidad de las qPCRs 

Gen Eficiencia* Reproducibilidad 
intra-ensayo (CV) 

Reproducibilidad 
inter-ensayo (CV) 

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% 

ROR�t 0,98 0,28% 0,36% 

FOXP3 0,98 0,41% 0,62% 

CV: coeficiente de variación expresado como porcentaje.* Corresponde al valor de eficiencia promedio 
obtenido a partir de tres curvas estándar independientes para cada gen. † Sistema Mezcla Real 

(Biodynamics), ‡ sistema SYBR Selected Master Mix (Applied Biosystem). 

2.2. Igualdad en las eficiencias de amplificación 

Para verificar que las eficiencias de amplificación del gen target y del gen 

housekeeping sean iguales, se testeó cómo varían los �Ct en cada una de las 

diluciones de las curvas estándar realizadas para cada uno de ellos. Se calculó el �Ct 

para cada punto de la curva, se realizó una regresión lineal verificando que la 

pendiente de la recta resultante no sea estadísticamente diferente a cero (Figura 26). 

Este resultado garantizó la igualdad en las eficiencias de las qPCR del gen target y 

housekeeping, y la validación de los resultados obtenidos mediante la aplicación del 

método de cuantificación relativa 2-�Ct. 
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3. Estudios de expresión génica en AA 

La expresión de los genes que codifican citoquinas (TNF, IL6, IFNG y TGFB1) y 

factores de transcripción críticos en la diferenciación de las células T (TBET, GATA3, 

ROR�t 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 población de AA presentó una media de edad de 21 años (± DE: 18) con una 

mediana de 14 años (rango: 2-74), y una relación de género masculino/femenino (M/F) 

de 19/15: 1,3. La población control presentó una media de edad de 35 años (± DE: 9) 

con una mediana de 32 años (rango: 25-56), y una relación de género M/F de 10/13: 

0,8. Se evaluaron los niveles de expresión génica en la población total de AA y, 

también, se consideró la situación de los pacientes al momento de la toma de la 

muestra. Con respecto a esta situación, 12 pacientes se encontraban bajo TIS, 13 sin 

tratamiento (al diagnóstico y/o citopénicos) y 6 en remisión (3 pacientes no 

determinados). Dado que la TIS podría afectar los niveles de expresión de los genes 

estudiados, principalmente disminuyendo el nivel de aquellos involucrados con un 

perfil pro-inflamatorio, también fue realizado el mismo análisis excluyendo los 

pacientes que se encontraban bajo este tratamiento. 

3.1. Niveles de expresión de los genes de citoquinas (TNF, IL6, IFNG y TGFB1) 

3.1.1. Expresión génica de TNF e IL6 

En la determinación de la cuantificación 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) amplificación sólo de producto específico, (2) amplificación de producto específico 

+ inespecífico y (3) ausencia de producto específico [Figura 27 A y B, (i)]. Las 

Figura 26: Verificación de la 

igualdad en las eficiencia de 

las qPCR 

Regresión lineal para verificar la 
igualdad en las eficiencias de las 
qPCRs de cada gen target y el 
housekeeping. 
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muestras con presencia de producto específico + inespecífico no pudieron ser 

cuantificadas mediante esta metodología debido a que su resultado se encuentra 

sobre-estimado como consecuencia de la amplificación del producto inespecífico. 

Tampoco pudieron cuantificarse aquellas muestras con producto específico no 

detectable. Debido a esta dificultad en la cuantificación, a partir de la curva estándar 

de cada gen se logró determinar en qué dilución la cantidad de transcripto disminuyó 

en tal medida que el producto inespecífico comienza a interferir con la amplificación 

del producto de interés. Para el gen TNF el punto de corte fue definido en un valor de 

cuantificación relativa de 0,000080, y para el gen IL6 en un valor de 0,000028. Por lo 

tanto, el análisis fue realizado considerando 2 grupos de cuantificación relativa 

respecto al punto de corte definido para cada uno de los genes: superior [muestras (1)] 

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

Figura 27: Expresión génica de TNF e IL6 

 

Resultados de la cuantificación relativa de los genes TNF (A) e IL6 (B) en los pacientes con AA y en los 
controles normales (CN). (i) Determinación del tipo de muestra de acuerdo a las curvas de melting 
obtenidas en cada caso: (1) amplificación sólo de producto específico, (2) amplificación de producto 
específico + inespecífico y (3) ausencia de producto específico. (ii) Comparación entre la población total 
de pacientes con AA y los CN. (iii) Comparación considerando la situación de los pacientes al momento 
de la toma de la muestra. Los gráficos indican las frecuencias absolutas (n) y las frecuencias relativas 
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como porcentajes para cada grupo analizado. † Test exacto de Fisher, ‡ test Chi-cuadrado, OR: Odds 

radio. 

Como resultado del análisis del gen TNF se observó que la población total de AA 

presentó un porcentaje mayor de muestras con nivel de cuantificación 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 

expresión génica de TNF al considerar la situación de los pacientes al momento de la 

toma de la muestra [Figura 27 A, (iii)]. Al excluir los pacientes bajo TIS, la población de 

AA también mostró un porcentaje mayor de muestras con nivel de cuantificación 

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 población total de pacientes. 

En cuanto al gen IL6, la población total de AA no mostró diferencias significativas 

respecto a los controles [Figura 27 B, (ii)], así como tampoco al considerar la situación 

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 cuantificación 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 podría disminuir los niveles del gen IL6 en los pacientes tratados. 

Finalmente, considerando en el análisis la expresión de ambos genes (Figura 28), los 

pacientes con AA son los que presentaron un porcentaje mayor de muestras que 

involucran un nivel de cuantificación 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: Expresión génica de TNF 

e IL6, considerando los niveles de 

ambos genes 

Resultados de la cuantificación relativa de los 
genes TNF e IL6, considerando los niveles de 
ambos genes (TNF_IL6). Comparación entre 
la población total de pacientes con AA y los 
controles normales (CN). El gráfico indica las 
frecuencias absolutas (n) y las frecuencias 
relativas como porcentajes para cada grupo 
analizado. † Test Chi-cuadrado. 



���������	
����
���
����� � �
��������������������!�

 

89 

 

Estos resultados reflejarían un estado pro-inflamatorio que predomina en la población 

de AA, con niveles de expresión génica de TNF e IL6 incrementados, lo cual podría 

contribuir a la supresión hematopoyética. 

3.1.2. Expresión génica de IFNG y TGFB1 

Los resultados obtenidos para el gen IFNG no mostraron diferencias significativas en 

cuanto a los niveles de expresión entre los pacientes con AA versus los controles; así 

como tampoco al considerar la situación 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: Expresión génica de IFNG y TGFB1 

 

Resultados de la cuantificación relativa del gen IFNG (A) y TGFB1 (B) en los pacientes con AA y en los 
controles normales (CN). (i) Comparación entre la población total de pacientes con AA y los CN. (ii) 
Comparación considerando la situación de los pacientes al momento de la toma de la muestra. Los 
gráficos indican el valor correspondiente a la mediana (raya) y la media (punto) ± DE para cada grupo. † 

Test de Mann-Whitney, ‡ test de Kruskal-Wallis (valores de medianas con una letra común no son 
significativamente diferentes: p>0,05). 
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El análisis de la cuantificación relativa del gen TGFB1 mostró una disminución 

significativa en los niveles de expresión de esta citoquina en la población total de AA 

versus el grupo control (p<0,001) [Figura 29 B, (i)]. Esta diferencia se mantuvo al 

considerar la situación de los pacientes al momento de la toma de la muestra 

(p=0,005) [Figura 29 B, (ii)]. La población de AA también mostró niveles de 

cuantificación 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 típica citoquina pro-inflamatoria Th1, no mostraron 

un aumento en la población de AA. Sin embargo, la disminución de TGFB1 podría 

reflejar anormalidades en el subset de linfocitos Treg, principalmente de los iTreg, por 

su necesidad de requerir TGF-�1 para su diferenciación a nivel periférico. 

3.1.3. Expresión plasmática de las citoquinas TNF-�, IL-6 e IFN-� 

Para complementar los resultados de expresión a nivel de ARNm de los genes TNF, 

IL6 e IFNG se determinaron los niveles plasmáticos 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 plasmáticos de 

IL-6 incrementados respecto a la población control (6,59 pg/mL vs. niveles no 

detectables; test de Mann-Whitney: p=0,006), observándose para TNF-� la misma 

tendencia (31,35 vs. 28,71 pg/mL; test de Mann-Whitney: p=0,086). Con respecto a los 

niveles plasmáticos de IFN-�, las diferencias encontradas entre la población de AA y 

los controles no fueron estadísticamente significativas (18,34 vs. 13,33 pg/mL; test de 

Mann-Whitney: p=0,890).  

Si bien la determinación 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 expresión génica. 

3.2. Niveles de expresión génica de los factores de transcripción (TBET, GATA3, 

ROR�t y FOXP3) 

3.2.1. Expresión génica de TBET, GATA3, ROR�t y FOXP3 

Los genes TBET y GATA3, los cuales codifican los factores de transcripción 

“reguladores maestros” de los linajes Th1 y Th2, respectivamente, no mostraron 

diferencias significativas en cuanto a sus niveles de expresión entre la población de 

AA versus los controles [Figura 30 A y B, (i)]; así como tampoco al considerar la 
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situación 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=0,374 y p=0,880, respectivamente). 

Figura 30: Expresión génica de TBET y GATA3 

 

Resultados de la cuantificación relativa de los genes TBET (A) y GATA3 (B) en los pacientes con AA y en 
los controles normales (CN). (i) Comparación entre la población total de pacientes con AA y los CN. (ii) 
Comparación considerando la situación de los pacientes al momento de la toma de la muestra. Los 
gráficos indican el valor correspondiente a la mediana (raya) y la media (punto) ± DE para cada grupo. † 
Test de Mann-Whitney, ‡ test de Kruskal-Wallis (valores de medianas con una letra común no son 
significativamente diferentes: p>0,05). 

Como resultado de la cuantificación relativa del gen ROR�t, factor de transcripción 

responsable de la diferenciación del linaje Th17, se encontró una disminución 

significativa en sus niveles de expresión al comparar la población total de AA versus el 

grupo control (p<0,001) [Figura 31 A, (i)]. Esta diferencia también fue observada al 

considerar la situación de los pacientes al momento de la toma de la muestra, donde el 

grupo de pacientes bajo TIS y el grupo en remisión fueron los que presentaron los 

niveles menores de este gen (p<0,001) [Figura 31 A, (ii)]. Al excluir los pacientes bajo 
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TIS, la población de AA también mostró niveles de cuantificación relativa inferiores 

respecto a los controles (0,00261 vs. 0,00891; test de Mann-Whitney: p<0,001). 

Asimismo, la población total de AA presentó niveles de expresión génica disminuidos 

de FOXP3, el factor de transcripción crítico en la diferenciación de las células Treg, 

respecto al grupo control (p=0,005) [Figura 31 B, (ii)]; siendo los pacientes bajo TIS los 

que mostraron el menor nivel de expresión de este gen (p=0,008) [Figura 31 B, (ii)]. 

Debido a esto, al excluir los pacientes bajo TIS, sólo 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: Expresión génica de ROR�t y FOXP3 

 

Resultados de la cuantificación relativa de los genes ROR�t (A) y FOXP3 (B) en los pacientes con AA y en 
los controles normales (CN). (i) Comparación entre la población total de pacientes con AA y los CN. (ii) 
Comparación considerando la situación de los pacientes al momento de la toma de la muestra. Los 
gráficos indican el valor correspondiente a la mediana (raya) y la media (punto) ± DE para cada grupo. † 
Test de Mann-Whitney, ‡ test de Kruskal-Wallis (valores de medianas con una letra común no son 
significativamente diferentes: p>0,05). 

La evaluación de los niveles de expresión génica de los factores de transcripción 

TBET y GATA3 involucrados en la diferenciación de las respuestas efectoras Th1 y 
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Th2, respectivamente, no mostraron un aumento en la población de AA. Sin embargo, 

la disminución de FOXP3 reflejaría una desregulación en el desarrollo y/o función del 

subset de linfocitos Treg. Asimismo, tanto la disminución de FOXP3 como ROR�t, 

podrían estar relacionadas con la disminución de TGFB1, ya que el desarrollo de 

ambos linajes (iTreg y Th17) requieren de la señalización vía TGF-�1 para inducir su 

diferenciación. Debido a que los linfocitos Treg ejercen funciones inmunosupresoras 

que contrarrestan las respuestas efectoras, su desregulación podría contribuir al 

componente autoinmune evidenciado en la fisiopatología de la AA. 

3.2.2. Relación entre la expresión génica de TBET, GATA3, ROR�t y FOXP3 

Al evaluar la relación del nivel de expresión génica entre los factores de transcripción 

TBET, GATA3 y ROR�t, podemos describir el balance entre las diferentes respuestas 

efectoras (Th1, Th2 y Th17, respectivamente) (Figura 32 A). 

La relación TBET/GATA3 no mostró diferencias significativas al comparar la población 

total de AA versus el grupo control (Figura 32 A); así como tampoco al considerar la 

situación 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/ROR�t y GATA3/ROR�t 

mostraron un aumento significativo en la población de AA (p=0,004 y p=0,003, 

respectivamente) (Figura 32 A). Esta diferencia no fue observada al considerar la 

situación 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 

población de AA también mostró un aumento significativo en estas relaciones respecto 

a los controles (TBET/ROR�t: 2,57 vs. 1,21, y GATA3/ROR�t: 7,39 vs. 3,18; test de 

Mann-Whitney: p=0,012 y 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 expresión entre 

cada factor de transcripción (TBET, GATA3 y ROR�t, respectivamente) y FOXP3 

(Figura 32 B). 

La población total de AA presentó 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 relación ROR�t/FOXP3 (Figura 32 B). Al 

considerar la situación de los pacientes al momento de la toma de la muestra, las 

relaciones TBET/FOXP3, GATA3/FOXP3 y ROR�t/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 

población de AA y los controles no fueron estadísticamente significativas 

(TBET/FOXP3: 0,71 vs. 0,56, GATA3/FOXP3: 1,90 vs. 1,11, y ROR�t/FOXP3: 0,23 vs. 

0,48; test de Mann-Whitney: p=0,277, p=0,234 y p=0,067, respectivamente). 

Figura 32: Relación entre la expresión génica de TBET, GATA3, ROR�t y FOXP3 

 

Relación entre los niveles génicos de TBET, GATA3, ROR�t y FOXP3. (A) Evaluación del balance entre 
las diferentes respuestas efectoras. Comparación de las relaciones TBET/GATA3, TBET/ROR�t y 
GATA3/ROR�t entre los pacientes con AA y los controles normales (CN). (B) Evaluación del balance entre 
las respuestas efectoras y la respuesta regulatoria. Comparación de las relaciones TBET/FOXP3, 
GATA3/FOXP3 y ROR�t/FOXP3 entre los pacientes con AA y los CN. Los gráficos indican el valor 
correspondiente a la mediana (raya) y la media (punto) ± DE para cada grupo. † Test Mann-Whitney. 

Los niveles génicos de TBET y GATA3 presentaron una correlación positiva 

significativa tanto en la población de pacientes con AA como en los controles normales 

(Figura 33 A). También fue observada una correlación positiva significativa entre los 

niveles de expresión génica de GATA3 y FOXP3 en los pacientes y el grupo control 

(Figura 33 B). El resto de los factores de transcripción no mostraron asociaciones o 

covariaciones significativas entre sus niveles de expresión génica. 
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Figura 33: Correlaciones significativas entre la expresión génica de TBET, GATA3 y 

FOXP3 

 

Relación entre los niveles génicos de TBET, GATA3 y FOXP3. (A) Correlación entre TBET y GATA3. (B) 
Correlación entre GATA3 y FOXP3. Los gráficos de dispersión muestran la asociación entre los niveles de 
expresión de los genes analizados en la población de AA y en los controles normales (CN), indicando el 
correspondiente ajuste de los datos a una recta. rs: coeficiente de correlación, † Correlación de Spearman. 

La descripción del balance entre los diferentes factores de transcripción muestra una 

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

respuesta Th17, por defecto de la expresión génica de ROR�t. Además, se describe 

una relación inversa entre las respuestas efectoras (Th1 y Th2) y Treg en la población 

de AA, como consecuencia de la disminución significativa de los niveles de expresión 

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

la diferenciación y/o función de los linfocitos Treg, asociada con las respuestas 

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

progresión de la AA. 
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Discusión 

La AA es una insuficiencia medular global de tipo cuantitativo, caracterizada por una 

médula ósea hipo o a-celular y pancitopenia periférica. Si bien la mayoría de los casos 

diagnosticados son de etiología idiopática, existe evidencia que involucra a un 

desorden autoinmune subyacente como posible mecanismo patogénico. La AA posee 

un riesgo potencial de progresión a enfermedades hematológicas clonales, entre las 

que se encuentran los SMD. La AA y los SMD presentan zonas de intersección clínica, 

lo cual genera controversias en el diagnóstico diferencial entre ambos desórdenes y, 

además, estos solapamientos podrían reflejar mecanismos patogénicos compartidos. 

Los mecanismos involucrados en la patogénesis de la AA incluyen alteraciones en la 

inmunidad celular, la destrucción progresiva de las células hematopoyéticas y un 

microambiente medular anormal (Zeng y col., 2004; Young y Maciejewski, 2007; 

Shipounova y col., 2009). La desregulación y la disfunción de diferentes subsets de 

células T y la anormal producción 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 clínica que involucra a un mecanismo autoinmune mediado por células T en 

la fisiopatología 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 más recientes confirman la importancia de las 

células T CD4+ en la inducción de la autoinmunidad y que, incluso, pueden ser más 

importantes que las células Tc CD8+ (Perez-Diez y col., 2007). Estos linfocitos T CD4+ 

incluyen: células productoras de IFN-� (linfocitos Th1), células productoras de IL-4 

(linfocitos Th2), células productoras de IL-17 (linfocitos Th17), y células Treg. La 

adecuada función de los subsets celulares Th1, Th2, Th17 y Treg requiere de un 

equilibrio entre los factores de transcripción responsables de su diferenciación: T-bet, 

GATA-3, RoR�t 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 expansión oligoclonal 

aberrante de células Tc CD8+, como un evento aislado, sea el mecanismo principal en 

la inducción de la insuficiencia medular en AA. Al igual que en otras enfermedades 

autoinmunes, las células T CD4+ serían importantes impulsoras de la respuesta 

inmune a antígeno(s) no identificados. El rol de estos linajes T CD4+ en la patogénesis 

de la AA aún 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 participación de 
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antígenos que impulsen esta respuesta inmune celular, y mucho menos del antígeno 

causal que provoca la agresión de las células T al tejido hematopoyético. Si existiera 

un reconocimiento específico de las células hematopoyéticas por los linfocitos T, 

debería encontrarse en pacientes con AA una expansión clonal de un número limitado 

de linfocitos T. Además, si un antígeno común fuera el responsable de desencadenar 

esta respuesta, las expansiones clonales de linfocitos T en diferentes pacientes 

deberían compartir un clonotipo. 

Diversos estudios analizaron la región determinante de complementariedad 3 (CDR3: 

complementarity-determining region 3) de la cadena variable � (V�) del receptor de los 

linfocitos T a fin de caracterizar el repertorio de la población de células T en los 

pacientes con AA. En la mayoría de los pacientes se encontró una sobre-

representación de diferentes familias Vβ, tanto en linfocitos T efectores CD4+ como 

CD8+, y se determinó que las poblaciones eran oligoclonales de acuerdo al patrón de 

distribución de tamaños del CDR3 en ciertas familias Vβ (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 específicos de Vβ comunes a todos los 

pacientes, lo cual puede deberse a la heterogeneidad que presenta el CMH o el 

sistema HLA. Esta expansión oligoclonal de unas pocas familias Vβ 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 antígeno-específica de las células T, 

donde la expansión de múltiples clones media el proceso inmunológico 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 liberación de citoquinas pro-

inflamatorias, especialmente IFN-� y TNF-�, 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 participación de células Th17, aunque su rol potencial en la 

fisiopatología de la AA aún se encuentra discutido. La diferenciación de este linaje 

celular puede ser inducida en presencia de TGF-�1 e IL-6, y ejerce su función 

mediante la secreción de citoquinas pro-inflamatorias (IL-17, TNF-� e IL-6). Además, 

existiría una deficiencia en el subset de células Treg, claves en la supresión de las 

células T auto-reactivas, en los pacientes con AA. La citoquina TGF-�1 es importante 

para la funcionalidad del subset Treg en general y para la diferenciación de células 
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iTreg en particular, cuyos mecanismos efectores incluyen la producción de citoquinas 

inhibidoras, como TGF-�1 e IL-10. 

Por lo tanto, el presente trabajo incluye el estudio de polimorfismos asociados con la 

expresión 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 relación con 

susceptibilidad y/o características clínico-patológicas en pacientes con AA y SMD. 

Además, con el objetivo de caracterizar una posible desregulación en la producción de 

citoquinas, se estudiaron los niveles de expresión 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 expresión génica de los 

factores de transcripción claves en las respuestas Th1, Th2, Th17 y Treg: TBET, 

GATA3, ROR�t y FOXP3, respectivamente, en pacientes con AA. 

1. Estudio de los polimorfismos en genes de citoquinas en AA y SMD 

1.1. Relación con susceptibilidad 

La existencia de una predisposición genética a desarrollar estados patológicos 

autoinmunes es reconocida en numerosas enfermedades. La inducción de la 

autoinmunidad involucra factores inmuno-genéticos que pueden desempeñar una 

predisposición importante hacia un aumento/ reducción de la respuesta inmune. En 

diversos genes de citoquinas, existen polimorfismos que se encuentran ubicados en 

regiones promotoras o reguladoras y están asociados con su expresión diferencial. 

Los polimorfismos funcionales en genes que codifican para citoquinas representan un 

grupo de factores inmuno-genéticos de gran interés para evaluar la susceptibilidad/ 

protección a desórdenes 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). Además, su estudio en varios SFM 

adquiridos ha permitido definir su asociación con susceptibilidad y/o con 

manifestaciones clínicas específicas (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 polimórficas 

relacionadas a un incremento en la producción de las citoquinas TNF, IFNG, IL6 y 

TGFB1 podría estar asociada con susceptibilidad hacia una respuesta inmune alterada 

y una desregulación hematopoyética en los SFM adquiridos, incluyendo a la AA y 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 producción del gen, no se encuentran 

sobre-representados en la población de AA respecto a la población control. Este 

resultado es concordante con otros estudios, donde describen que no habría una 

asociación 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 sí se observó una 

frecuencia significativamente mayor, indicando que la presencia del alelo -308A en el 

genotipo podría conferir susceptibilidad a la enfermedad. La misma relación con 

predisposición 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 encontró 

una relación entre la presencia de los alelos +874T y 12 CA, asociados a mayor 

producción del gen, y susceptibilidad a AA. Sin embargo, otros trabajos sí describen la 

existencia de esta relación (Dufour y col., 2004; Fermo y col., 2004; Gidvani y col., 

2007). Los criterios de inclusión/ exclusión pueden afectar, entre otras variables, los 

resultados discordantes: Serio y col. relacionan al genotipo asociado a mayor 

producción de IFNG (T/T) en los pacientes con AA que presentaban un clon HPN. Al 

respecto, la detección de un clon HPN >1,5% fue criterio de exclusión en la presente 

serie de AA. Tampoco se observó asociación con predisposición en los pacientes con 

SMD, coincidiendo con el resultado del único trabajo realizado por los mismos autores, 

quienes estudiaron sólo el SNP +874 A/T (Serio y col., 2011). 

En el análisis del SNP -174 G/C del gen IL6 los hallazgos mostraron que no habría una 

asociación con susceptibilidad en relación a la AA, siendo este resultado consistente 

con otros trabajos (Fermo y col., 2004; Serio y col., 2011). Sin embargo, la población 

de SMD presentó una frecuencia significativamente mayor de los genotipos G/C+C/C y 

del alelo -174C, asociados a menor producción de IL6, respecto a los controles. Los 

resultados de este trabajo indicarían un efecto protector del alelo -174G en la 

población normal. Estos resultados no fueron observados por Aladzsity y col., único 

trabajo que evalúa 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 

predisposición a AA, así como tampoco a SMD. De igual manera la combinatoria de 

ambos SNPs no arrojó diferencias en cuanto a las frecuencias de los genotipos 

asociados a alta, intermedia y baja producción de esta citoquina respecto al grupo 

control. Sin embargo, otros trabajos relacionaron genotipos asociados a alta 

producción de TGFB1 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 comparación de las frecuencias alélicas de estos polimorfismos entre 

ambas patologías se observó, en los pacientes con SMD, una mayor frecuencia de 

variantes polimórficas asociadas a alta producción de TNF (-308A) e IFNG,(+874T y 

12 CA), y una tendencia a respecto a la combinación de SNPs (+869 C/T - +915 G/C) 

de TGFB1. Mientras que, en la población de AA, se observó una mayor frecuencia del 

alelo asociado a alta producción de IL6  (-174G) respecto a la población con SMD. Lo 

cuál podría indicar una presión selectiva diferente en las células dañadas 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 podrían 

relacionarse a diversos factores. Entre las principales causas que pueden afectar los 

estudios de asociación de una determinada variante polimórfica con susceptibilidad o 

protección a la enfermedad se encuentran: 1) los criterios de inclusión/ exclusión de 

los pacientes al estudio, 2) el tamaño de la serie, y 3) el origen étnico de las 

poblaciones analizadas. 

La selección de los pacientes con AA varía de acuerdo a los criterios de inclusión/ 

exclusión 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 diagnóstico, incluir o no casos de AA secundarios, incluir sólo 

pacientes pediátricos o adultos, o ambos. La serie analizada en este trabajo no incluyó 

pacientes con AA que presentaron un clon HPN >1,5% determinado por citometría de 

flujo, así como tampoco incluyó pacientes con cariotipo alterado al diagnóstico, ni 

casos de AA secundarios (hepatitis, intoxicación con metales pesados, entre otros). 

Una revisión de la literatura mostró que la distribución de edades de las series de AA 

muestra un amplio espectro de valores de mediana, media y rango (ver Introducción 

Tabla 2). En relación a la edad, en este trabajo no se aplicó ningún criterio de 

exclusión, por lo tanto, fueron incluidos tanto pacientes pediátricos como adultos. 

Además, resultó muy difícil encontrar estudios que incluyan grandes poblaciones de 

pacientes con AA, principalmente en aquellos que involucran análisis experimentales, 

siendo la mayoría de las series inferiores a 80 pacientes (ver Introducción Tabla 2). 

Igualmente, los criterios de selección de los pacientes con SMD pueden variar por la 

utilización de diferentes criterios de diagnóstico/ clasificación e inclusión de casos en 

estadios más avanzados o con SMD secundarios a la exposición a quimioterapia. Los 

pacientes de la serie analizada fueron clasificados según la OMS y, por lo tanto, se 

excluyeron pacientes con LMA/ AREBt y con LMMC. Al menos uno de ellos o ambos 

subtipos morfológicos pertenecientes a la clasificación FAB fueron incluidos en los 
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trabajos de Kádár y col., 2005; Parnes y col., 2010; Serio y col., 2011; ó, como en el 

caso de Balog y col., 2005, quienes sólo analizaron pacientes con el subtipo AR. 

Además, otro parámetro importante es el porcentaje de cariotipos alterados, el cual 

varia en las diferentes series entre 80% (Serio y col., 2011) a sólo 1 (13%) de los 8 

pacientes evaluables del trabajo de Powers y col, 2007. La distribución de los 

diferentes subtipos morfológicos, la presencia de cariotipos alterados (47%), la 

relación de sexo (1,2), entre otros parámetros, de la presente serie es similar a lo 

descripto previamente para la población Argentina (Belli y col, 2014). 

Las frecuencias alélicas pueden variar en los diferentes grupos étnicos. Por lo tanto, 

se realizaron búsquedas 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 (actualización 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 mostró grandes 

variaciones entre las diferentes poblaciones controles (en comparación con los 

restantes polimorfismos estudiados), oscilando entre aproximadamente 2% a 17%. En 

los extremos se encuentran las frecuencias encontradas en la población de Taipei, 

Taiwán (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 población 

(0,069) es similar a la observada en la población 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 específicas de la población estudiada, 

oscilando entre 9% a 50%. La población de origen asiático (Japón y China) presenta la 

frecuencia alélica más baja (0,093); mientras que, las poblaciones de Europa (Italia, 

Reino Unido y España, entre otros) son las que alcanzan los valores superiores 

(0,497). La frecuencia alélica de nuestra población 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 población analizada. La frecuencia del alelo -174C oscila entre 

0% a 50%. Los valores más bajos (0%) se observan en la población asiática y en los 

africanos provenientes de Kenia y Nigeria. Mientras que, este alelo es más frecuente 

entre los pobladores del condado de Utah con ancestros de Europa del Norte y del 

Oeste (0,500), finlandeses (0,441) y británicos (0,399). La frecuencia alélica observada 

en nuestra población (0,252) es similar a la observada en los colombianos de Medellín 
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(0,283) y los puertorriqueños (0,209), e inferior a los italianos de la Toscana (0,352) y a 

los europeos de la península Ibérica (0,321). 

Los polimorfismos del gen TGFB1 también presentan un grado de variación en sus 

frecuencias alélicas de acuerdo a las poblaciones analizadas. Para el SNP +869 C/T, 

la frecuencia del alelo +869C varía entre 32% a 61%, correspondiendo estas 

frecuencias extremas a la población finlandesa (0,317) y a la población del sur de 

China (0,605). En nuestra población, la frecuencia de este alelo (0,488) es similar a la 

encontrada en la población americana y en los europeos de la península 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 población (0,068) es intermedia a la frecuencia observada en la 

población americana (0,041) y la europea (0,078). 

El análisis de asociación de variantes polimórficas y susceptibilidad a enfermedad se 

evalúa con respecto a su población control. Las frecuencias alélicas encontradas en 

población 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 población argentina es un crisol de razas altamente 

influenciada por corrientes migratorias mayoritariamente provenientes de España e 

Italia (INDEC, 2012). Sin embargo, el análisis de variaciones de secuencia de ADN 

mitocondrial muestra una alta frecuencia de haplogrupos de origen amerindio (Bobillo 

y col., 2010). 

La revisión de las frecuencias alélicas de los polimorfismos estudiados muestra que 

existe variabilidad étnica y geográfica. Los polimorfismos de los genes IFNG e IL6 son 

los que presentan las diferencias más 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, podrían existir discrepancias entre poblaciones de 

distinta etnia respecto al análisis de estas variantes polimórficas. La búsqueda de 

trabajos en PubMed que analicen estos polimorfismos en los diferentes SFM arroja 

muy pocos estudios como para poder realizar un meta-análisis mediante el cual se 

podría evaluar la influencia de los polimorfismos, el origen étnico y la patología. 

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que los polimorfismos estudiados en 

los genes TNF, IFNG, IL6 y TGFB1 no estarían asociados con susceptibilidad a AA, en 

la población analizada. Mientras que, existiría una relación 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 producción de TNF, estaría relacionado con un mayor riesgo 

de desarrollar un SMD, en la población estudiada; y, por otro lado, la presencia del 

alelo -174G, asociado a menor producción de IL6, presentaría un efecto protector, 

confiriendo menor predisposición a la enfermedad. 

1.2. Relación con características clínico-patológicas 

En la mayoría de los trabajos que estudian polimorfismos relacionados con la 

expresión diferencial de los genes TNF, IFNG, IL6 y TGFB1, analizan si las variantes 

polimórficas asociadas a un incremento en la producción de estas citoquinas podrían 

predisponer a quienes las hereden a desarrollar AA o SMD. Sin embargo, 

independientemente de la asociación encontrada o no con susceptibilidad/ protección 

a la enfermedad, son escasos o ausentes los estudios que evalúen una posible 

asociación con las características clínicas de los pacientes con AA y/o SMD. Poco se 

sabe en qué medida la presencia de estas variantes polimórficas podrían afectar la 

severidad del cuadro clínico presentado al diagnóstico y/o modificar el curso natural de 

estas enfermedades. 

El análisis de las características clínico-patológicas de los pacientes con AA y SMD en 

relación a los polimorfismos de los genes TNF, IFNG, IL6 y TGFB1, además incluyó la 

evaluación de diferentes combinaciones de genotipos, a fin de establecer si alguna en 

particular contribuye y/o potencia las asociaciones descriptas en el análisis individual 

de cada polimorfismo. 

Los resultados obtenidos en AA mostraron que la presencia del alelo -308A, 

relacionado a mayor producción de TNF, se asoció con una edad menor y una 

neutropenia más severa, al diagnóstico. Además, el genotipo A/A+G/A mostró una 

frecuencia mayor en los pacientes clasificados como AA muy severa. Este resultado 

es consistente con la asociación encontrada entre el alelo -308A y una mayor 

severidad de la neutropenia, debido a que el criterio de clasificación de enfermedad 

muy severa se define en aquellos pacientes con recuentos de neutrófilos �200/�L, al 

diagnóstico (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 producción de 

IFNG, son los que presentaron los niveles de hemoglobina más bajos, al diagnóstico 

(Bestach y col., 2015). La combinación de genotipos mostró que aquellos pacientes 

con AA que porta los genotipos asociados a mayor producción de IFNG (12/12 CA + 

12/no-12 CA) y menor producción de TGFB1 (intermedia + baja) son los que 

presentaron los menores niveles de hemoglobina, al diagnóstico. Hasta el momento, 
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éste es el primer estudio que relaciona estos polimorfismos con características clínicas 

al diagnóstico en AA. 

Además, la caracterización de las variantes polimórficas en los genes de citoquinas 

también podría proporcionar información en la toma de decisión terapéutica. El 

algoritmo de tratamiento (ver Introducción Figura 1) plantea la posibilidad de proceder 

con la TIS basada en la combinación 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 

indicación del TCPH con donante no relacionado se presenta como una posibilidad 

curativa, aunque asociada con una alta morbi-mortalidad. 

En el presente trabajo se evaluó el grado de respuesta a las TIS (combinación de GAT 

y CsA como tratamiento inicial) a los 6 meses en pacientes con AA. Se observó que 

los polimorfismos del gen IFNG e IL6 contribuyeron al grado de respuesta alcanzada. 

Los genotipos asociados a mayor producción de IFNG (12/12 CA + 12/no-12 CA) se 

relacionaron principalmente con RP. Mientras que, el genotipo asociado con alta 

producción de IL6 (G/G) se relacionó con refractariedad. Además, se observa una 

asociación entre los pacientes que no respondieron a la TIS y el genotipo relacionado 

a baja producción de IFNG (no-12/no-12 CA) en combinación con el de alta producción 

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 Introducción Tabla 9). Aunque el TCPH con donante relacionado es la 

indicación de tratamiento de primera línea en pacientes jóvenes, pudimos observar 

que en nuestro medio el TIS es ampliamente utilizado. Frente a la indicación de un 

TCPH se debe tener en cuenta que la tipificación HLA y la realización de otros 

estudios, incluyendo la exclusión del diagnóstico de Anemia de Fanconi (test de 

sensibilidad al DEB), consumen un tiempo considerable para los pacientes. Luego de 

la confirmación diagnóstica, el tiempo promedio para lograr un TCPH con donante 

histo-idéntico es de 3,5 meses, según los datos del Grupo Argentino de Trasplante de 

Médula Ósea (GATMO). 

Además, sólo alrededor del 15-30% de los pacientes disponen de un donante 

relacionado HLA compatible. La probabilidad de encontrar un donante óptimo no 

relacionado varía entre los grupos raciales y étnicos, debido a que los genes HLA son 

altamente polimórficos. Según los datos analizados del National Marrow Donor 



���������	
����
���
����� � "��
������

 

106 

 

Program (NMDP), que incluyen a más de 10,5 millones de adultos voluntarios y cerca 

de 200.000 unidades de cordón 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 cordón adecuada 

(6/6 HLA match) es del 5% y 17% para los pacientes mayores y menores de 20 años, 

respectivamente (Gragert y col., 2014). En nuestro país, la mediana de tiempo para 

lograr un TCPH no relacionado es de 6,5 meses, según 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 IL6 y la 

respuesta a las TIS, sólo dos trabajos describen una relación 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 caracterización del perfil de polimorfismos de los 

genes TNF, IFNG, IL6 y TGFB1, podría contribuir en la identificación de pacientes 

candidatos que se beneficiarían con la TIS. Y, por el contrario, acelerar la búsqueda 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 asociación entre el SNP -308 

G/A del TNF y las características clínicas de los pacientes. La presencia del alelo -308 

A se asoció con mayor severidad de la anemia y trombocitopenia al diagnóstico. 

Además, su hallazgo incrementaría más de tres veces la necesidad de requerir 

soporte transfusional durante el transcurso de la enfermedad, predeciría una mayor 

probabilidad de muerte asociada a la presencia de citopenias (sangrados, sepsis y 

exacerbación de enfermedades cardíacas 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 producción de TNF, habían 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-� es una citoquina pro-inflamatoria que posee un rol pleiotrópico en la 

patogénesis de varias enfermedades autoinmunes y neoplasias hematológicas, 

incluyendo los SMD. La secreción de esta citoquina mielosupresora a partir de células 

de la MO, es estimulada por interacciones parácrinas entre el estroma medular y 

células mononucleares. Procesos inflamatorios simulados in vitro del microambiente 

medular demuestran que el aumento en los niveles de TNF-� correlaciona con la 
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apoptosis de las células troncales CD34+ (Navas y col., 2008). Además, esta citoquina 

suprime la formación de colonias hematopoyéticas, inhibe la eritropoyesis in vitro 

estimulada por EPO o por combinaciones de diversas citoquinas; asimismo, ejerce una 

regulación negativa sobre la producción endógena de EPO (Musto y col., 1994; Rusten 

y col., 1995). La sobreproducción de TNF-� 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-� han sido inversamente 

correlacionados con los valores de hemoglobina, la respuesta al tratamiento con EPO 

y la evolución clínica 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 pronóstico 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 asociación con la desregulación 

en la producción 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-� en pacientes con SMD disminuye la 

proporción de células apoptóticas e incrementa la formación de colonias 

hematopoyéticas y el potencial clonogénico de las células progenitoras 

megacariocíticas y mieloides (Gersuk y col., 1998; Boula y col., 2006). La 

neutralización de la actividad de esta citoquina utilizando un receptor recombinante 

soluble (Etanercept: Enbrel®) o un anticuerpo monoclonal quimérico anti-TNF-� (cA2) 

muestra grados variables en la mejoría del nivel de citopenias de los pacientes con 

SMD. Estos resultados reflejarían heterogeneidad en la población 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 II mostraron una respuesta global en el 70% de los pacientes (Scott y 

col., 2010a; 2010b). La detección del SNP -308 G/A del gen TNF podría ser útil para 

futuros ensayos clínicos, 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 producción de IFNG, 

presentaron menores recuentos de neutrófilos, al diagnóstico. IFN-�, al igual que TNF-

�, también ejerce un efecto supresor sobre el proceso hematopoyético, inhibiendo la 

proliferación y diferenciación de las células progenitoras mieloides y eritroides 

mediante la inducción de la apoptosis al incrementar la expresión 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 estaría mediado por diferentes vías. Particularmente, el IFN 

regulatory factor-l (IRF1) estaría involucrado en la activación de genes responsables 

de los efectos supresores mediados por IFN-� (Sato y col., 1995) y también en la 

regulación de la apoptosis. El perfil de transcripción, tanto de células CD34+ como de 

células provenientes del estroma, cambia luego de la exposición in vitro a IFN-�. 

Algunos de estos cambios son concordantes entre ambos tipos celulares y otros 

específicos de las células CD34+ (Zheng y col., 2006). Entre los genes involucrados 

en una respuesta anti-proliferativa y la regulación de la apoptosis se encuentran 

STAT1, CASP1 y la Ciclina A1. La sobre-expresión de la Ciclina A1 en ratones 

transgénicos deriva en una mielopoyesis anormal (Liao y col., 2001). Además, IFN-� 

reduce la diferenciación de los neutrófilos inducida por el factor estimulante de 

colonias granulocíticas (G-CSF), vía SOCS3, al inhibir la fosforilación de STAT3 (de 

Bruin y col., 2012). El perfil de expresión de células CD34+ provenientes de pacientes 

con SMD muestra una marcada sobre-expresión 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 expresión de IL6 (G/G) se 

asoció con menores niveles de hemoglobina, al diagnóstico. 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 evolución a LMA (Pardanani y col., 

2012), aunque no predeciría el comportamiento clínico de los pacientes con SMD de 

alto riesgo o con LMA (Tsimberidou y col., 2008). La liberación de IL-6 está inducida 

por la IL-1 y se incrementa en respuesta a TNF-� (Stirewalt y col., 2008). Lo cual es 

coherente con que los pacientes que presentan la combinación de los genotipos 

asociados a alta producción de ambas citoquinas presenten niveles de hemoglobina 

más bajos. 

Si bien el genotipo G/G en la posición -174 de IL6 poseería un efecto protector en el 

desarrollo de los SMD, la presencia del alelo -174G conferiría una mayor sensibilidad a 

la estimulación con IL-1 o con LPS mostrando un franco incremento en su expresión 

(Fishman y col., 1998). IL-6 es el mediador más importante del incremento de la 

hepcidina en el proceso inflamatorio. La hepcidina es un regulador de la homeostasis 

del hierro, controlando su absorción en el duodeno, su liberación por los macrófagos y, 

potencialmente, está involucrada en la distribución del hierro en los diferentes órganos. 
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Aunque los pacientes con SMD de bajo riesgo poseen menores niveles de hepcidina, 

su desregulación es complicada y heterogénea (Santini y col., 2011). Por un lado, los 

depósitos de hierro incrementados por el requerimiento transfusional tienden a inhibir 

la absorción duodenal. Por el otro lado, hay fuerzas opuestas como la eritropoyesis 

inefectiva, la cual demanda un mayor transporte de hierro a la MO y, por lo tanto 

down-regula la producción de hepcidina. Por lo tanto, la expresión incrementada de IL-

6, asociada a la presencia del genotipo G/G podría contribuir en la desregulación de la 

expresión de hepcidina observada en los pacientes con SMD. 

Debido al importante rol de la IL-6 en la anemia por inflamación asociada a los SMD, el 

siltuximab, un anticuerpo monoclonal quimérico anti-IL-6 ha sido probado en un 

estudio de fase II en pacientes con bajo riesgo y requerimiento transfusional. Sin 

embargo, el estudio no prosiguió ya que no pudo demostrarse la eficacia de la droga 

en disminuir el requerimiento transfusional de los pacientes (García Manero y col., 

2014). La detección del SNP -174 G/C de IL6 podría ser útil para futuros ensayos 

clínicos. 

La combinatoria de los genotipos de TGFB1 asociados con su mayor expresión se 

asoció con un menor recuento de plaquetas en los pacientes con SMD. En las células 

estromales productoras de trombopoyetina (TPO), TGF-�1 induce fuertemente la 

expresión del ARNm de esta molécula. La TPO, por su parte, induce la expresión de 

los receptores 1 y 2 de TGF-�1 en los megacarioblastos en el estadio intermedio. En 

éste estadio, TGF-�1 es capaz de arrestar la maduración de las unidades formadoras 

de colonias megacariocíticas (CFU-Meg). En los pacientes con Púrpura 

Trombocitopénica Idiopática se observa que los valores de TGF-�1 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-�1 como uno de los principales reguladores de la megacariopoyesis (Sakamayi y 

col., 1999). 

Los resultados obtenidos en el análisis de los polimorfismos en los genes TNF, IFNG, 

IL6 y TGFB1 sugieren que la presencia de las variantes polimórficas estaría 

relacionada con diferentes características clínico-patológicas, tanto en los pacientes 

con AA como en los SMD. Los polimorfismos en genes de citoquinas inmuno-

reguladoras podrían actuar como modificadores genéticos de la enfermedad en ambas 

patologías. Con lo cual, un estado pro-inflamatorio basal cooperaría con defectos 

intrínsecos de los progenitores hematopoyéticos incrementando la severidad de las 

citopenias observadas al diagnóstico en estos pacientes. Sin embargo, estas 

asociaciones parecieran ser dependientes de cada patología en particular. 
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Si bien tanto la AA y los SMD son SFM adquiridos y que, en ciertos casos, presentan 

características clínicas y patológicas que se superponen, son enfermedades 

diferentes. Los cuadros clínicos que presentan los pacientes con AA al diagnóstico son 

más homogéneos, los cuales solo varían en cuanto a la severidad de las citopenias, y 

dentro de ellas, lo más relevante es la severidad de la neutropenia (Camitta y col., 

1975; Bacigalupo y col., 1988). En cambio, los SMD pueden presentarse al diagnóstico 

con cuadros clínicos mucho más heterogéneos, cuya variabilidad se observa tanto en 

los distintos subtipos morfológicos (Bennet y col., 1982; Vardiman y col., 2009) como 

el comportamiento clínico. La gran heterogeneidad de la patología 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). 

Además, de acuerdo a los criterios estrictos, la AA no sería una enfermedad clonal, 

aunque con riesgo de progresión a SMD o HPN, y aquellos pacientes con cariotipos 

alterados deberían ser clasificados como SMD. Mediante las nuevas técnicas de 

secuenciación, Kulasekararaj y col., 2014, observaron casi un 20% de los pacientes 

con AA con mutaciones en genes asociados a neoplasias mieloides y su presencia 

incrementaría en un 40% el riesgo a progresar a SMD. Sin embargo, el 10% de la 

serie de pacientes presentaban cariotipo alterado al diagnóstico, ya sea por técnica 

citogenética convencional o por FISH, reflejando la disparidad en los criterios de 

selección de los pacientes estudiados, aún en la actualidad (Kulasekararaj y col., 

2014).  

2. Análisis de los niveles de expresión génica en AA 

2.1. Expresión génica de las citoquinas TNF, IL6, IFNG y TGFB1 

Los resultados del análisis de expresión génica en pacientes con AA mostraron un 

incremento de TNF, IL6, disminución de TGFB1; mientras que no se observaron 

diferencias en los niveles del gen IFNG al compararlos con los valores obtenidos de la 

población control. 

Una de las principales vías 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 TNF-�, las cuales son inhibidores potentes de la 

hematopoyesis. Estas citoquinas pueden inducir la expresión del receptor Fas y/o 

activar sus receptores específicos en las células hematopoyéticas targets impulsando 

vías intracelulares inhibitorias del ciclo celular (Maciejewski y col., 1995a; Selleri y col., 

1996; Nagata, 1997). La sobre-expresión de estas citoquinas en pacientes con AA ha 
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sido demostrada en diversos estudios, tanto a nivel de expresión proteíca como génica 

(Dufour y col., 2001; Sloand y col., 2002a; Dubey y col., 2005). Además, las células 

mononucleares de estos pacientes exhiben hipersensibilidad a la estimulación con 

fitohemaglutinina mostrando niveles incrementados para ambas citoquinas en los 

sobrenadantes de los cultivos (Hsu y col., 1996). Si bien la mayoría 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 indicaría sobre-expresión de TNF-� pero 

no de IFN-� 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 expresión de IL6, se observaron niveles génicos 

aumentados en los pacientes con AA respecto al grupo control, sólo al excluir del 

análisis a los pacientes que se encontraban bajo TIS.  

La IL-6 es una citoquina con una amplia variedad de funciones biológicas, dentro de 

las cuales puede estimular la hematopoyesis (Rodríguez y col., 2004), además de ser 

un componente muy importante en el proceso inflamatorio. La sobre-expresión 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 

aún no esta claramente definido. Un aumento en los niveles de IL-6 podría representar 

sólo una respuesta reactiva o implicar una contribución al desarrollo de la enfermedad. 

La capacidad de las células estromales para producir factores de crecimiento 

hematopoyéticos es normal o elevada en la mayoría 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-macrófagos (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 irradiación y quimioterapéuticos, sugiere que el nivel de secreción de 

IL-6 se incrementa a medida que se profundiza el cuadro. Este nivel anormal de IL-6 

probablemente podría interferir con la estabilidad del microambiente hematopoyético 

en la MO (Chen y 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 producción in vitro de IL-6, IL-8 y TNF-� por los macrófagos de 

pacientes con AA (Gu y col., 2008). Además, la producción de IL-6, entre otras 

citoquinas pro-inflamatorias, se incrementa en respuesta a TNF-� 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 aún 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 

reducción efectiva en la persistencia de citoquinas inflamatorias, incluyendo a la IL-6 

(Hamada y col., 2012); mientras que otros autores no describen esta asociación 

(Djalilian y col., 2006). La CsA es un inhibidor de la calcineurina, la cual media la 

activación de los linfocitos; sin embargo, su mecanismo inmunosupresor no está 

claramente caracterizado. El agregado de CsA a cultivos de células periféricas 

mononucleadas estimuladas con diferentes ligandos específicos para los receptores 

Toll like (TLRs) disminuye la expresión de citoquinas, incluida IL6 (Howell y col., 2013). 

TGF-�1 se ha descripto como un importante regulador negativo de la hematopoyesis, 

siendo su inhibición más 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 diferenciación de la célula diana y de la presencia 

de otras citoquinas que interactúan con ella. Un efecto biológico importante de TGF-�1 

sobre el crecimiento de las células hematopoyéticas es la capacidad de inducir un 

estado quiescente, o G0, reversible (Keller y col., 1992), dependiendo del contexto de 

otras citoquinas como el factor inhibidor de macrófagos 1� (MIP1�), entre otros 

(Graham y col., 1990; Keller y col., 1992). 

Por otro lado, TGF-�1 es una citoquina importante para el mantenimiento del programa 

funcional de la respuesta Treg. Dependiendo del entorno de citoquinas, TGF-�1 puede 

promover la diferenciación de células iTreg a nivel periférico (Oh y Li, 2013) y también 

es importante para la función de las nTreg que emigran del timo (Marie y col., 2005).  

Son escasos los trabajos que evalúen la contribución de TGF-�1 en la patogénesis de 

la AA. Rizzo y col., describieron una reducción significativa en los niveles de TGF-�1 

en el suero de los pacientes con AA y, además, encontraron una correlación 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 disminución encontrada de los niveles génicos de TGFB1 en los 

pacientes con AA podría afectar tanto al proceso hematopoyético como al subset de 

linfocitos Treg. 

Los resultados de la cuantificación génica indican un incremento en la expresión de 

citoquinas pro-inflamatorias TNF e IL6, una disminución de TGFB1. Aunque no se 

determinó la contribución de los polimorfismos a los niveles de expresión génica, los 

genotipos asociados con los niveles de expresión descriptos mostraron asociación con  

características clínico-patológicas más severas. 
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2.2. Expresión génica de los factores de transcripción TBET, GATA3, ROR�t y 

FOXP3 

Las células T CD4+ pueden subdividirse, desde el punto de vista funcional en dos 

subgrupos principales: células efectoras, que proporcionan protección contra agentes 

patógenos ofensivos, y células Treg, cuyas funciones involucran evitar reacciones 

autoinmunes y detener la respuesta efectora desencadenada frente a patógenos. Las 

células T CD4+ efectoras, a su vez, se clasifican en diferentes linajes Th, dependiendo 

de sus funciones inmunológicas, que involucran principalmente la expresión de 

factores de transcripción, distintos perfiles de citoquinas y receptores de expresión de 

homing (Zhou y col., 2009; O'Shea y Paul, 2010; Cosmi y col., 2013). Los factores de 

transcripción específicos de linaje, sustentan tanto la divergencia como la 

estabilización del fenotipo de las células T CD4+, actuando sobre la expresión o 

represión de grandes conjuntos de genes, lo que determina el programa funcional de 

la célula T diferenciada. La especificación de los linajes Th1, Th2, Th17 y Treg 

requiere de los factores de transcripción “reguladores maestros” T-bet, GATA-3, RoR�t 

y Foxp3, respectivamente (Zhou y col., 2009; O'Shea y Paul, 2010; Basu y col., 2013; 

Cosmi y col., 2013). La anormal expresión de estos factores de transcripción 

contribuye al desbalance y la alteración de los diferentes linajes de células T CD4+. 

Una desregulación 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 expresión, los genes TBET y GATA3, los cuales 

codifican los factores de transcripción “reguladores maestros” de los linajes Th1 y Th2, 

respectivamente, no mostraron diferencias significativas en sus niveles de expresión 

entre la población de AA y los controles. Mientras que, el gen ROR�t, factor de 

transcripción responsable de la diferenciación del linaje Th17, mostró una disminución 

significativa en sus niveles de expresión en la población de AA respecto al grupo 

control. Asimismo, los pacientes con AA también presentaron niveles de expresión 

génica significativamente disminuidos de FOXP3, el factor de transcripción crítico en la 

diferenciación de las células Treg, respecto al grupo control. Tanto la disminución 

observada para el gen ROR�t como FOXP3 fue importante en el grupo de pacientes 

bajo TIS. 

La relación del nivel de expresión génica entre los factores de transcripción TBET, 

GATA3 y ROR�t, permite describir el balance entre las diferentes respuestas efectoras 

(Th1, Th2 y Th17, respectivamente). Si bien la relación TBET/GATA3 no mostró 
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diferencias al comparar la población de AA y el grupo control, las relaciones 

TBET/ROR�t y GATA3/ROR�t mostraron un aumento significativo en la población de 

AA. 

Por otro lado, la descripción del balance entre cada respuesta efectora (Th1, Th2 y 

Th17) y la respuesta reguladora (Treg) puede evaluarse mediante las relaciones de los 

niveles de expresión entre cada factor de transcripción (TBET, GATA3 y ROR�t, 

respectivamente) y FOXP3. Este análisis mostró que la población de AA presentó 

relaciones TBET/FOXP3 y GATA3/FOXP3 aumentadas con respecto a los controles; 

mientras que, la relación ROR�t/FOXP3 no presentó diferencias. 

Si bien son escasos los trabajos que evalúen una posible desregulación entre los 

diferentes linajes de linfocitos Th en AA, la mayoría describen una polarización de la 

respuesta inmune hacia Th1 frente a Th2, evaluada mediante la relación de las 

citoquinas producidas IFN-�/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 adición a Th1) en los pacientes con 

AA, observando una correlación entre esta expansión de linfocitos Th2 y la severidad 

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

También ha sido sugerido una participación de la respuesta Th17 al observarse un 

aumento en la proporción de linfocitos Th17 acompañado de un incremento en los 

niveles de expresión de ROR�t, en los pacientes con AA al diagnóstico (de Latour y 

col., 2010; Du y col., 2013). Kordasti y col., 2012, restringen este hallazgo sólo a los 

casos de AA severa. De Latour y col., proponen que las poblaciones de células Th17 

favorecerían 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 fisiopatología de la AA permanece en 

discusión. 

Si bien los niveles génicos de TBET y GATA3 no mostraron un aumento en la 

población de AA, el incremento en las relaciones TBET/ROR�t y GATA3/ROR�t, por 

defecto de la expresión de ROR�t, podría 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 evaluación de IFNG, dado que tampoco mostró diferencias 

significativas en su nivel de expresión génica. Además, debido a que no se observó un 

aumento de la respuesta efectora Th17, el incremento de IL6 observado en AA podría 

estar relacionado principalmente con una respuesta reactiva y/o en respuesta a la 

presencia de otros mediadores inflamatorios. 
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La alteración en el subset de linfocitos Treg también ha sido sugerida como un posible 

mecanismo que contribuye al desorden autoinmune en AA, que finalmente, conduciría 

a la falla medular. Los mecanismos de regulación de los linfocitos Treg pueden incluir 

alteraciones a nivel de tres categorías: la insuficiencia en el número de las células 

Treg, defectos en la función de estas células y/o la resistencia de las células T 

efectoras a la supresión mediada por las células Treg. Los estudios realizados 

evidencian una disminución en el número 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). Además, también se observa una disminución en la 

capacidad del potencial migratorio de los linfocitos Treg de SP, lo cual podría contribuir 

con un deterioro en su función 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 

desregulación en la inmunosupresión mediada por los linfocitos Treg sería intrínseca 

de estas células más que a la resistencia de las células T efectoras a la supresión. 

La disminución de los niveles génicos de FOXP3 en los pacientes con AA reflejaría 

anormalidades en el desarrollo y/o función del subset de linfocitos Treg. Además, el 

aumento en las relaciones TBET/FOXP3 y GATA3/FOXP3, por defecto en la expresión 

de FOXP3, indicaría una prevalencia de las respuestas efectoras (Th1 y Th2) con 

respecto a la respuesta regulatoria ejercida por los Treg en AA. La disminución 

observada para el gen FOXP3 fue más evidente en el grupo de pacientes bajo TIS. 

Este resultado es consistente con el trabajo de Kordasti y col., quienes encontraron 

una disminución en el número de células Treg en pacientes tratados con TIS respecto 

a los pacientes pre-tratamiento (Kordasti y col., 2012). Aunque el mecanismo de 

acción de las TIS sobre los Treg aún no ha sido estudiado, ambos resultados podrían 

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

Además, los niveles de expresión génica de GATA3 y FOXP3 mostraron una 

asociación positiva, tanto en los pacientes y como en el grupo control. Esta 

observación apoyaría la hipótesis que postula al factor de transcripción GATA-3 como 

esencial para la función de las células Treg (Wang y col., 2011).  

La disminución en los niveles génicos de TGFB1 observada en los pacientes, podría 

estar relacionadas con la disminución tanto de FOXP3 como de ROR�t, ya que el 

desarrollo de ambos linajes (iTreg y Th17) requieren de la señalización vía TGF-�1 

para inducir su diferenciación. Además, TGF-�1 es fundamental para el mantenimiento 

del programa funcional del subset de Treg en general, con lo cual su disminución 

podría contribuir a una desregulación de estas células. Debido a que los linfocitos Treg 

ejercen funciones inmunosupresoras que contrarrestan las respuestas efectoras, su 
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desregulación podría favorecer al componente autoinmune evidenciado en la 

fisiopatología de la AA.  

Una cuestión importante a tener en cuenta es que, en los últimos años, diversos 

trabajos evidenciaron una considerable plasticidad de las células T CD4+ que permite 

la conversión a otros fenotipos. Aunque las células Th1 y Th2 son las que muestran 

fenotipos más estables, las células Th17 e iTreg pueden cambiar fácilmente 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-� o IL-4, parecen ser 

particularmente los más agresivos y patogénicos (Nistala y col., 2010; Cosmi y col., 

2011; Zielinski y col., 2012; Cosmi y col., 2013). Si bien no está completamente claro 

cómo se produce tal desplazamiento entre los fenotipos y cuál es su importancia en el 

curso de las respuestas fisiológicas a los agentes patógenos, esta plasticidad parece 

tener implicancias importantes en la patogénesis de las enfermedades autoinmunes. 

Los resultados obtenidos en este trabajo, al evaluar la relación de los diferentes 

factores de transcripción, podrían vincularse con una deficiencia en la diferenciación 

y/o función de los linfocitos Treg favoreciendo las respuestas efectoras mediadas por 

Th1 y Th2. Los niveles disminuidos de TGFB1 también podrían asociarse con la 

disfuncionalidad de las células Treg, contribuyendo a un estado pro-inflamatorio con 

altos niveles de TNF e IL6.  

La caracterización molecular detallada de las vías que podrían estar involucradas en 

desarrollo de la AA apunta tanto a la comprensión del mecanismo fisio-patogénico 

como también al desarrollo de posibles estrategias para la intervención 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. Descripción de las frecuencias alélicas y genotípicas en AA y SMD, su 

relación con susceptibilidad 

- Los polimorfismos estudiados no estarían relacionados con susceptibilidad a AA en 

nuestra población. Sin embargo, el alelo -308A, asociado a mayor producción del gen 

TNF, podría predisponer a los pacientes con AA a un cuadro más severo al 

diagnóstico. 

- En la población con SMD la sobre-representación del alelo -308A, asociado a mayor 

producción del gen TNF, y del alelo -174C, asociado a menor producción del gen IL6, 

indicarían una relación entre la presencia de estas variantes y susceptibilidad a la 

enfermedad. 

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

su frecuencia de aparición. 

1.2. Asociación con características clínico-patológicas 

La presencia de los polimorfismos estudiados se asoció con diferentes características 

clínico-patológicas tanto en los pacientes con AA como en los SMD; sin embargo, 

estas asociaciones parecieran ser propias de cada patología. 

En AA: 

- Los polimorfismos en los genes TNF y TGFB1 contribuyen al grado de neutropenia y 

los de IFNG y TGFB1 al grado de anemia, al diagnóstico. 

- Los polimorfismos en los genes IFNG e IL6 afectarían 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 

diagnóstico. 
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- La variante de alta expresión del gen TNF, asociada con la severidad de las 

citopenias, contribuiría con la necesidad de requerir transfusiones y con el incremento 

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

- El genotipo +915 G/G relacionado a mayor expresión de TGFB1 se asoció con mayor 

sobrevida global. Estos pacientes presentaron mayores recuentos de plaquetas y una 

tendencia a menor porcentaje de blastos en MO. 

2. Estudios de expresión génica en AA 

- El perfil de expresión génica mostró un aumento de TNF e IL6 y una disminución de 

TGFB1, favoreciendo un estado pro-inflamatorio en estos pacientes. Aunque no se 

determinó la contribución de los polimorfismos a los niveles de expresión génica, los 

genotipos relacionados con el perfil de expresión mencionado se asociaron con 

características clínico-patológicas más severas.  

- Las relaciones TBET/ROR�t y GATA3/ROR�t incrementadas, por defecto de la 

expresión de ROR�t, podrían 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 

expresión de FOXP3, indicaría una disminución en la respuesta reguladora (Treg) en 

favor de las respuestas efectoras (Th1 y Th2). La menor expresión génica de TGFB1 

también podría estar relacionada con una deficiencia de las células Treg. 

Conclusión general 

Los polimorfismos en los genes de citoquinas estudiados podrían actuar como 

modificadores genéticos de la enfermedad tanto en AA como en SMD, profundizando 

la severidad de las citopenias observadas al diagnóstico en estos pacientes. Además, 

un estado pro-inflamatorio con una deficiencia en la diferenciación y/o función de los 

linfocitos Treg cooperaría con la susceptibilidad y/o defectos intrínsecos de los 

progenitores hematopoyéticos en el desarrollo de los SFM. 
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