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Resumen
Los Síndromes Mielodisplásicos (SMD) son un grupo 

heterogéneo de alteraciones hematológicas caracterizados, 
en parte, por la presencia de citopenias periféricas. El Fac-
tor de Necrosis Tumoral α (TNFα) es una citoquina proin-
flamatoria con un rol predominante en la patofisiología de 
los SMD: niveles circulantes en plasma incrementados y 
una mayor expresión en células de médula ósea asociada 
con aumento en la tasa de apoptosis. El bloqueo del TNFα 
estimula la formación de colonias hematopoyéticas in 
vitro y mejora las citopenias periféricas in vivo. Objetivo: 
Analizar la presencia del polimorfismo de nucleótido 
simple (SNP) -308G/A del TNFα en pacientes con SMD 
de novo debido a que la presencia del alelo A se asocia 
con su mayor producción.

Se estudiaron 107 pacientes (53 AR, 11 AS, 27 AREB, 
2 AREBt y 14 LMMC), con una mediana de edad: 66 (14-
86) años, relación de sexos M/F=1,2 (59/48), mediana de 
sobrevida: 39,5 (1-170) meses. El SNP se analizó mediante 
amplificación por PCR y digestión con la enzima NcoI. Las 
frecuencias genotípicas halladas fueron: 0,74 G/G y 0,26 
A/A+A/G en los pacientes vs 0,86 y 0,14 en los controles 
(n=94), respectivamente (p=0,0356; odds ratio-OR: 2,208). 
Los pacientes que portaban el alelo A presentaron un me-
nor nivel de hemoglobina (8,7 vs 9,9 g/dL, p=0,0240), me-
nor recuento de plaquetas (95000 vs 135000 /µL, p=0,0359) 
y menor edad (61 vs 68 años, p=0,0131) al diagnóstico. 
Además, se observó que estos pacientes presentaron un 
riesgo 4 veces aumentado de requerir transfusiones (78% 

vs 47%, p=0,0070, OR: 3,912). No se observaron diferencias 
estadísticas con otros parámetros clínicos analizados. Es-
tos resultados fueron similares a los observados al excluir 
los pacientes con LMMC. 

El genotipo constitutivo asociado con alta expresión se 
encuentra 2 veces aumentado en los pacientes con SMD. 
La presencia del alelo -308 A se asoció con menor edad, 
mayor grado de anemia y trombocitopenia al diagnóstico. 
Estos resultados avalarían la hipótesis de que el TNFα 
podría actuar como un modificador de la severidad de la 
enfermedad. Estos pacientes se verían favorecidos, poten-
cialmente, con terapias que bloqueen o modulen el TNFα.

Palabras claves: Síndromes Mielodisplásicos, TNFα, 
anemia, trombocitopenia.

AbstRAct
Myelodysplastic Syndromes (MDS) constitute a he-

terogeneous group of clonal hematological diseases cha-
racterized by refractory cytopenia(s) as a result of an 
ineffective hematopoiesis. MDS patients show increased 
levels of Tumor Necrosis Factor alpha (TNFα) which is 
a multifunctional proinflammatory cytokine. The aim of 
this work is to examine the presence of -308G/A TNFα 
variants and to analyze whether it is associated with cli-
nical parameters in a cohort of 107 Argentinean de novo 
MDS patients. The A/A+A/G genotype at TNFα -308 
was overrepresented 2-fold in our population (p=0.0356, 
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odds ratio-OR: 2.208). The presence of the high expres-
sing -308A allele was associated with lower hemoglobin 
level (8.7 vs 9.9 g/dL; p=0.0240), reduced platelet counts 
(95000 vs 135000 /µL; p=0.0359) and younger age (61 vs 68 
years; p=0.0131) at diagnosis. Also, these patients showed 
4-fold higher risk of transfusion requirement (78% vs 
47%, p=0.0070) during the follow up. In conclusion, the 
presence of an inherited -308A TNFα, which increases 
its transcription level, was associated with MDS phe-
notype in our cohort of Argentine MDS patients. And, 
an overexpression of TNFα may promote an underlying 
proinflammatory state that cooperates with intrinsic de-
fects within MDS progenitors to increase the severity of 
certain phenotypic features of the disease.

Key words: Myelodysplastic Syndromes, TNFα, ane-
mia, thrombocytopenia

INTRODUCCIóN

Los Síndromes Mielodisplásicos (SMD) constitu-
yen un grupo heterogéneo de enfermedades hema-
tológicas clonales, caracterizado por la presencia de 
citopenias refractarias en el contexto de una médula 
ósea (MO) normo o hipercelular y un riesgo variable 
de progresión a Leucemia Mieloide Aguda (LMA)1-3. 
Los SMD se caracterizan por la expansión clonal de cé-
lulas troncales hematopoyéticas anormales dentro de 
un microambiente medular asociado con la sobrepro-
ducción de múltiples citoquinas proinflamatorias4-6.

Las citoquinas juegan un rol importante en la regu-
lación de la hematopoyesis, en donde el balance entre 
la acción de factores estimulantes y mielosupresores es 
fundamental para la óptima producción de los diferen-
tes linajes hematopoyéticos4,  6-7. Los pacientes con SMD 
presentan un incremento en el porcentaje de células T-
efectoras con un perfil citotóxico y una disminución de 
las células T-regulatorias asociadas con la supresión de 
la hematopoyesis8. Las células T citotóxicas activadas 
CD8+ se caracterizan por un aumento en la producción 
de citoquinas típicas de la respuesta inmune celular 
T-helper 1 (Th1), incluyendo especialmente al Factor 
de Necrosis Tumoral-alfa (Tumor Necrosis Factor-alpha: 
TNFα)8. Esta citoquina proinflamatoria posee un rol 
pleiotrópico en la patogénesis de varias enfermedades 
autoinmunes y neoplasias hematológicas, incluyendo 
los SMD. La sobreproducción de TNFα ha sido demos-
trada tanto en el microambiente medular como en el 
plasma de pacientes con SMD9-10. Altos niveles séricos 
de TNFα han sido inversamente correlacionados con 
los valores de hemoglobina, la respuesta al tratamiento 
con eritropoyetina (EPO) y la evolución clínica de los 
pacientes11-14. Otros estudios muestran que el incre-
mento de los niveles de esta citoquina en la MO se 
correlaciona con la tasa de apoptosis intramedular9, 
el grado de anemia y el pronóstico de los pacientes 15. 

Si bien estos estudios sugieren que células de la MO 
podrían interactuar con el clon celular mielodisplásico 
creando un microambiente adverso de citoquinas, el 
cual resultaría en una hematopoyesis inefectiva, los 
mecanismos moleculares involucrados aún son des-
conocidos.

El gen del TNFα contiene polimorfismos de nu-
cleótido simple (SNPs), algunos de los cuales son fun-
cionales y están asociados con su nivel de expresión. 
Dentro de estos polimorfismos, el alelo A presente en 
la posición -308 de la región promotora, se asocia con 
un nivel de transcripción dos veces incrementado16. 
El genotipo -308 A/A17 y el alelo -308 A18 del TNFα 
fueron encontrados sobre-representados en pacientes 
con SMD. Este genotipo fue asociado con neutrope-
nia19 y su presencia afecta la eficacia del transplante 
de MO (TMO) en estos pacientes20. Otros trabajos no 
pudieron confirmar estas asociaciones pudiendo de-
berse al número limitado de pacientes analizados21-22.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la 
presencia del SNP -308 G/A del TNFα y analizar si la 
presencia de la variante -308 A se asocia con paráme-
tros clínicos en una cohorte de pacientes argentinos 
con SMD de novo.

MATERIALES Y MéTODOS

Pacientes

Se estudiaron 107 pacientes, de manera retrospec-
tiva (marzo de 1987-marzo de 2011), provenientes 
de diferentes instituciones de la República Argenti-
na. Sólo fueron incluidos pacientes con diagnóstico 
confirmado de SMD de novo, sin antecedentes docu-
mentados de radio- o quimioterapia. Los pacientes 
fueron categorizados de acuerdo a la clasificación 
Franco-Americano-Británica (FAB) 1 y también según 
los criterios de la Organización Mundial de la Salud 
(OMS)2. La mayoría de los pacientes recibieron tra-
tamiento de soporte, 22 pacientes recibieron dosis 
variables de quimioterapia en la fase leucémica de la 
enfermedad, 2 fueron sometidos a TMO; 7 recibieron 
agentes hipometilantes y 1 lenalidomida.

Análisis del SNP -308 G/A del TNFα

El ADN genómico de los pacientes y de los con-
troles fue obtenido mediante el método de extrac-
ción con fenol-cloroformo y precipitación etanólica, 
a partir de muestras de sangre periférica (SP) y/o 
de MO. El SNP-308 G/A fue analizado mediante 
amplificación por PCR y posterior digestión con 
la enzima NcoI (RFLP: Restriction Fragment Length 
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Polymorphisms) 23. Las condiciones de amplifica-
ción fueron: 25 µl de KCl 50 mM, MgCl2 1.5 mM, 
Tris-HCl pH 8.3 10 mM, dNTPs 100 mM, Taq DNA 
polimerasa 0.45 U (Promega, Argentina), 200 ng de 
ADN genómico, 0.4 mM de los oligonucleótidos 
A1 5´-AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT-3´ y A2 
5´-TCCTCCCTGCTCCGATTCCG-3´. El oligonu-
cleótido A2 posee una modificación en su secuencia 
(incorporación de una citosina) la cual genera el sitio 
de reconocimiento de la enzima NcoI (Fermentas, 
Tecnolab, Argentina) en presencia de la variante 
-308G. Las condiciones de termociclado incluyeron 
34 ciclos de 94º C, 45 s; 60º C, 45 s y 72º C, 60 s. Los 
productos de amplificación obtenidos fueron digeri-
dos durante 16hs a 37º C y los digestos fueron, pos-
teriormente, resueltos en un gel de poliacrilamida 
(29:1) no desnaturalizante al 12% observables luego 
de la tinción con nitrato de plata.

Análisis estadístico

Las frecuencias alélicas de nuestra cohorte de 
pacientes fueron comparadas con las obtenidas en 
nuestra población de controles (n=94). Y, además, 
con las frecuencias disponibles en la base de datos 
de SNP provenientes de una población multiétnica 
del Centro Nacional de Información Biotecnológica 
(National Centre of Biotechnology Information SNP da-
tabase: http:/ncbi.nlm.nih.gov/projects/snp; código 
de identidad: rs1800629; n=1455, al 19 de julio de 
2011). Las diferencias en las frecuencias genotípicas 
y alélicas fueron analizadas mediante el test Chi-
cuadrado o el test exacto de Fisher. Las medianas 
de las variables fueron comparadas utilizando el 
test de Mann-Whitney y la sobrevida fue analizada 
utilizando el método según Kaplan-Meier y el test 
de Log-Rank. El nivel de significancia estadística 

fue determinado en 0,05. Hemorragias, infecciones 
y evolución a LMA fueron consideradas causa de 
muerte asociada a SMD. Las datos fueron analizados 
utilizando el programa estadístico GraphPad Prism 
versión 5.00 (GraphPad Software, San Diego, USA).

RESULTADOS 

Los casos de SMD fueron subdivididos según la 
clasificación FAB 1 en: 53 Anemia Refractaria (AR), 11 
AR con Sideroblastos en Anillo (ARSA), 27 AR con 
Exceso de Blastos (AREB), 2 AREB en transformación 
(AREBt) y 14 Leucemia Mielomonocítica Crónica 
(LMMC). Y, acorde a la OMS 2 en: 14 AR/ARSA/
SMD inclasificables, 1 Síndrome 5q-, 42 Citopenia 
Refractaria (CR) con Displasia Multilínea (CRDM), 7 
AREB-I, 21 AREB-II y 7 CR cuyos datos de displasia 
no se encontraban disponibles. La mediana de edad 
fue de 66 (14-86) años, con una relación de sexos de 
1,2 (M/F: 59/48). Durante el seguimiento de la en-
fermedad (mediana: 26 meses, rango: 1-170 meses) 28 
pacientes (26%) evolucionaron a LMA y 57 pacientes 
(53%) fallecieron.

Los resultados de las frecuencias genotípicas se 
encuentran resumidos en la Tabla I. Los genotipos 
A/A+A/G están duplicados en nuestra población de 
pacientes con SMD comparado con nuestra población 
control (p=0,0356; odds ratio-OR: 2,208) y también en 
comparación con la población multiétnica disponible 
en la base de datos del NCBI (p=0,0363; OR: 1,670). 
Las diferencias fueron más evidentes dentro del sub-
tipo AR-FAB (p=0,0295, OR: 2,694) y del subtipo 
CRDM-OMS (p=0,0548; OR: 2,492). La frecuencia del 
alelo A también mostró diferencias estadísticamente 
significativas al ser comparadas con ambas pobla-
ciones control (p=0,0381; OR: 2,026 y p=0,0230; OR: 
1,635; respectivamente).

TABLA I.- Frecuencias genotípicas y alélicas del SNP -308G/A del TNFα.

 SMD Controles NCBI 
 (n=107) (n=94)  (n=1455) 

Genotipos
 A/A+A/G (2+26)= 28 (1+12)= 13 *p=0,0356a (9+244)=253 *p=0,0363b

    OR: 2,208    OR: 1,670
 G/G 79 81 IC: 1,07-4,57 1192  IC: 1.06-2.62
Alelos
 A 30 14 *p=0,0381a 262  *p=0,0230b

 G 184 174 OR: 2,026 2628  OR: 1,635
    IC:1,04-3,95   IC: 1,09-2,46

a: Test exacto de Fisher; b: Test de Chi cuadrado; OR: Odds ratio; IC: intervalo de confianza.
NCBI: Centro Nacional de Información Biotecnológica, base de datos de SNP.
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La Tabla II muestra un resumen de los datos clíni-
cos al diagnóstico: sexo, edad, nivel de hemoglobina, 
recuento de plaquetas y neutrófilos, porcentaje de 
blastos en la MO y requerimiento transfusional du-
rante el seguimiento, de acuerdo a los genotipos obte-
nidos. La presencia del alelo -308A en el genotipo de 
pacientes con SMD, relacionado a una alta expresión 
del TNFα, se asoció con bajos niveles de hemoglobi-
na (8,7 vs 9,9 g/dL; p=0,0240), menores recuento de 
plaquetas (95000 vs 135000/µL; p=0,0359) y menor 
edad (61 vs 68 años; p=0,0131) al diagnóstico. Estos 
pacientes mostraron un riesgo 2,6 y 3,4 veces mayor 
de presentar niveles de hemoglobina ≤9 g/dL (57% 
vs 34%, p=0,0438, OR= 2,568) o recuentos de plaque-
tas inferiores a 50000/µL (36% vs 14%; p=0,0241, OR= 
3,434), respectivamente. Estas diferencias mostraron 

mayor significación al excluir el subtipo morfológi-
co LMMC (Tabla III). Los pacientes portadores del 
alelo -308A presentaron un riesgo incrementado de 
requerir transfusiones (78% vs 47%, p=0,0070, OR: 
3,912) durante el transcurso de la enfermedad. Estos 
resultados sugieren que el alelo A asociado a una 
alta expresión del TNFα está vinculado con algunos 
hallazgos clínicos en los pacientes con SMD.

DISCUSIóN

Como en la mayoría de las neoplasias, los SMD 
probablemente se desarrollarían a partir de una cé-
lula troncal hematopoyética primitiva genéticamen-
te transformada, en donde los cambios genéticos y 
epigenéticos contribuirían a la diversidad fenotípica 

TABLA II.- Características clínicas de los pacientes según el genotipo (n=107)

  A/A+A/G G/G

Edad (años)
 Media ± desvío estándar 55,9 ± 3,4 65,2 ± 1,5
 Mediana 61 68 *p=0,0131a

Sexo (Masculino/Femenino) 11/17 48/31 p=0,0759b

Nivel de hemoglobina (g/dL)
 Media ± desvío estándar 8,5 ± 2,6 9,8 ± 2,0
 Mediana 8,7 9,9 *p=0,0240a

 ≤9 16 (57%) 27 (34%) *p=0,0438b

 >9 12 (43%) 52 (66%)

Recuento de plaquetas /µL
 Media ± desvío estándar 118300 ± 20220 163200 ± 12930
 Mediana 95000 135000 *p=0,0359a

 <50000 10 (36%) 11 (14%) *p=0,0241b

 ≥50000 18 (64%) 68 (86%) 

Recuento de neutrófilos /µL
 Media ± desvío estándar 2856 ± 651 2416 ± 319
 Mediana 1787 1792 p=0,9041a

 <1500 12 (43%) 34 (43%)
 ≥1500 16 (57%) 45 (57%) p=1,0000b

Blastos en MO (%)
 <5 21 (75%) 51 (65%) p=0,3568b

 ≥5 7 (25%) 28 (35%) 
Requerimiento transfusional
 Si 21 (78%) 6 (22%) *p=0,0070b

 No 34 (47%) 38 (53%)
Cariotipo   
 Normal/-Y 13 (48%) 41/2 (58%) p=0,4979b

 Anormal 14 (52%) 31 (42%)  
Sobrevida (mediana, meses) 32 40 p=0,7380c

Evolución a LMA (25%, meses) 53 23 p=0,2652c

a: Test de Mann-Whitney; b: Test exacto de Fisher; c: Test según Kaplan-Meier y test de log-
Rank; MO: médula ósea; LMA: Leucemia Mieloide Aguda.



HEMATOLOGIA l Volumen 16 - Nº 3: 147-153, 2012 151

TNFα EN SMD

existente en esta patología. La respuesta inmune 
influenciada por la producción de citoquinas y la 
inter-relación con el estroma medular de cada indi-
viduo también podrían contribuir con el fenotipo de 
la enfermedad, el cual se caracteriza, principalmente, 
por la presencia de citopenias refractarias 3, 5.

El TNFα es una citoquina de acción pleiotrópica 
inmunomoduladora que juega un rol predominante 
en la patofisiología de los SMD. La apoptosis intra-
medular mediada por esta citoquina, sobre todo en 
los estadios tempranos del desarrollo, contribuye a la 
hematopoyesis inefectiva encontrada en los SMD6, 24. El 
TNFα puede actuar directamente sobre células diana o 
indirectamente por estimulación de células accesorias 
induciendo la producción de citoquinas10, 24-25.

Nuestros resultados demuestran una asociación 
entre el SNP-308 G/A y características clínicas de 
los pacientes con SMD. El genotipo constitutivo 
asociado con alta expresión se encuentra dos veces 
incrementado en nuestra cohorte de pacientes, res-
pecto de la población control, siendo estas diferen-
cias más evidentes dentro del subtipo AR-FAB. La 
presencia del alelo-308 A se asoció con menor edad, 
mayor grado de anemia y trombocitopenia al diag-
nóstico. Además, su hallazgo incrementaría cuatro 
veces la necesidad de requerir soporte transfusional 
durante el transcurso de la enfermedad. Estos resul-
tados avalarían la hipótesis de que el TNFα podría 
actuar como un modificador de la severidad de la 
enfermedad.

TABLA III.- Características clínicas de los pacientes según el genotipo  
(n=93, excluyendo subtipo LMMC)

  A/A+A/G G/G

Edad (años)
 Media ± desvío estándar 54,0 ± 3,8 64,3 ± 1,6
 Mediana 59 66 *p=0,0148a

Sexo (Masculino/Femenino) 9/15 40/29 p=0,1002b

Nivel de hemoglobina (g/dL)
 Media ± desvío estándar 8,1 ± 2,5 9,8 ± 2,1
 Mediana 8,0 9,8 *p=0,0048a

 ≤9 16 (67%) 24 (35%) *p=0,0087b

 >9 8 (33%) 45 (65%)

Recuento de plaquetas /µL
 Media ± desvío estándar 120500 ± 23500 165000 ± 13860
 Mediana 95000 145000 *p=0,0482a

 <50000 10 (42%) 10 (14%) *p=0,0089b

 ≥50000 14 (58%) 59 (86%) 

Recuento de neutrófilos /µL
 Media ± desvío estándar 2631 ± 654 2143 ± 207
 Mediana 1641 1770 p=0,8952a

 <1500 11 (46%) 31 (45%)
 ≥1500 13 (54%) 38 (55%) p=1,0000b

Blastos en MO (%)
 <5 17 (71%) 47 (68%) p=1,0000b

 ≥5 7 (29%) 22 (32%) 
Requerimiento transfusional
 Si 19 (74%) 30 (47%) *p=0,0081b

 No 5 (26%) 34 (53%)
Cariotipo   
 Normal/-Y 12 (52%) 34/2 (55%) p=0,8120b

 Anormal 11 (48%) 29 (45%)  
Sobrevida (mediana, meses) 32 59 p=0,5122c

Evolución a LMA (25%, meses) 47 17 p=0,3262c

a: Test de Mann-Whitney; b: Test exacto de Fisher; c: Test según Kaplan-Meier y test de log-
Rank; MO: médula ósea; LMA: Leucemia Mieloide Aguda.
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La secreción de la citoquina mielosupresora TNFα 
a partir de células de la MO, es estimulada por inte-
racciones parácrinas entre el estroma medular y célu-
las mononucleares. Procesos inflamatorios simulados 
in vitro del microambiente medular demuestran que 
el aumento en los niveles de esta citoquina correla-
ciona con la apoptosis de células troncales CD34+7. 
El TNFα suprime la formación de colonias hemato-
poyéticas, inhibe la eritropoyesis in vitro estimulada 
por EPO o por combinaciones de diversas citoquinas; 
asimismo, ejerce una regulación negativa sobre la 
producción endógena de EPO11, 25.

La falla funcional de la hematopoyesis se encuen-
tra directamente relacionada con la presencia de cito-
penias refractarias en los SMD. Su asociación con la 
desregulación en la producción de citoquinas es con-
siderada como uno de los mecanismos de interés para 
el desarrollo de terapias inmunomoduladoras25-26. El 
bloqueo del TNFα 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 megacariocí-
ticas y mieloides4, 27. La neutralización de la actividad 
del TNFα utilizando un receptor recombinante solu-
ble (Etanercept: Enbrel®) o un anticuerpo monoclonal 
quimérico anti-TNFα (cA2) muestra grados variables 
en la mejoría del nivel de citopenias de los pacientes 
con SMD. Estos resultados reflejarían heterogenei-
dad en la población bajo tratamiento26-29. El uso de 
terapias combinadas con Etanercept y globulina anti-
timocítica (ATG) o azacitidina (AZA) en ensayos de 
fase II mostraron una respuesta global en el 70% de 
los pacientes 30-31. La detección del SNP-308 G/A del 
TNFα podría ser útil para futuros ensayos clínicos, 
particularmente aquellos que bloqueen o modulen la 
actividad de esta citoquina proinflamatoria.

Como conclusión, la presencia del alelo -308 A del 
TNFα, de alta producción de esta citoquina, está aso-
ciado con características clínicas en nuestra cohorte 
de 107 pacientes con SMD de novo. Coincidiendo con 
la sugerencia de Parnes y col.19, la sobreexpresión del 
TNFα podría promover un estado proinflamatorio 
basal, que cooperaría con defectos intrínsecos de 
los progenitores mielodisplásicos incrementando la 
severidad de las citopenias observadas.
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