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RESUMEN

Introduccion: La biologia molecular ha permitido identificar los genes de fusion que se forman a
consecuencia de reordenamientos cromosoémicos aberrantes e identificar alteraciones moleculares
no observables mediante la citogenética. En algunos casos, la presencia de alteraciones
cromosOmicas 0 moleculares correlaciona con determinados subtipos de leucemia mieloide aguda
(LMA) definidos por sus caracteristicas citomorfolégicas. Sin embargo, en otros no sucede asi,
por lo que el conocimiento de ciertas alteraciones moleculares ha hecho posible la definicion de
nuevos subtipos de LMA. Objetivo: Esta revision pretende destacar como la biologia molecular
ha cobrado importancia en el diagndstico y pronoéstico de las LMA. Desarrollo: Primero refiere
las alteraciones moleculares méas frecuentes que se forman debido a aberraciones cromosomicas.
A continuacién, se describen las mutaciones génicas que con mayor frecuencia aparecen en la
LMA. Un tercer apartado, destaca las alteraciones de mayor impacto para el prondstico.
Finalmente, se describe como la clasificacion de las LMA ha cambiado debido al descubrimiento
progresivo de alteraciones moleculares que correlacionan con comportamientos particulares en
cuanto a evolucion y respuesta al tratamiento.
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ABSTRACT

Introduction: Molecular biology has allowed the identification of fusion genes formed as a
consequence of aberrant chromosome rearrangement and to find molecular alteration not
observed by cytogenetic. In occasion, the presence of some chromosomal or molecular alterations
correlate with specific subtypes of acute myeloid leukemia (AML) previous defined by its
cytomorphological features. However, in others cases there is not total correspondence with and
the knowledge of molecular anomalies has been possible to define new subtypes of AML.
Objective: To highlight how the molecular biology has been gain relevance for the diagnostic
and prognostic of the AML. Development: First, are mentioned the more frequent molecular
alterations formed a cause of chromosomal aberrations. After, are described the more frequent
gene mutations appeared in AML cases. A third topic, point out the alterations of mayor impact
for the prognostic. Finally, is described how has change the classification of AML because the
progressive discovery of new molecular alterations that match with particular evolution and
treatment response.
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INTRODUCCION

La leucemia mieloide aguda (LMA) es una enfermedad clonal heterogénea originada por la
transformacion maligna de células madre hematopoyéticas. La presencia de diversas alteraciones
genéticas adquiridas en células de estirpe mieloide alteran los mecanismos normales de
diferenciacion, proliferacion y autorrenovacion celular. Como consecuencia, en la médula 0sea se
acumulan precursores mieloides inmaduros con capacidad de replicacién que son incapaces de
diferenciarse hacia células hematopoyéticas maduras. De esta manera, el espacio medular es
ocupado por células tumorales inmaduras que impiden la hematopoyesis normal y provocan

insuficiencia medular seguida de las consecuencias clinicas que de ello se derivan. En
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dependencia de las caracteristicas del clon celular que prolifera se observard diferente
comportamiento clinico, hematoldgico y citomorfol6gico.®%)

Estos hechos evidencian que no se trata de una entidad Unica, sino un grupo de leucemias agudas
de origen mieloide. Inicialmente la LMA fue clasificada segun las caracteristicas
citomorfoldgicas e inmunohistoquimicas.®? Sin embargo, el descubrimiento y estudio de las
alteraciones genéticas que acompafian a la LMA ha permitido su reclasificacion; ademas de hacer
posible que se comience a comprender la funcién que ejercen los genes afectados.

Con el estudio citogenético se identificaron multiples aberraciones cromosémicas asociadas a la
LMA. Posteriormente, mediante las técnicas de biologia molecular se han podido identificar los
genes de fusion que se forman como consecuencia de estos reordenamientos cromosémicos
aberrantes. El conocimiento de la implicacion biologica de buena parte de las alteraciones
moleculares descritas hasta hoy, es todavia deficitario. Ademas, las complejas interacciones
derivadas de la presencia combinada de alteraciones, asi como el impacto clinico que pudieran
ocasionar, hace de este campo un area de especial interés para profundizar en la investigacion
bioldgica de la LMA.

La presente revision destaca las aberraciones moleculares méas frecuentes y de mayor importancia

en la clasificacion de las LMA y en la prediccion del pronostico.

Alteraciones moleculares derivadas de aberraciones cromosomicas

Se conoce que la translocacion t(8;21)(g22;q22) y la inversion en el cromosoma 16,
inv(16)(p13g22), dan lugar a los genes de fusion RUNX1-RUNX1T1 (AML1-ETO) y CBFp-
MYHL11, respectivamente; que modifican a proteinas de la familia de factores de transcripcién de
unién al nucleo celular (CBF, siglas del inglés “core binding factor). En presencia de alguno de
estos dos genes de fusion la entidad se denomina LMA-CBF. Las proteinas quiméricas que se
forman inhiben la funcion del complejo CBF salvaje de manera dominante negativa, ya que
compiten por la heterodimerizacion o por la union del complejo al ADN.®

La t(8;21)(922;022) se encuentra frecuentemente asociada a la LMA con maduracion que
corresponde al subtipo M2 por la clasificacion FAB; mientras que la inv(16)(p13922) tiene
mayor relacion con la LMA mielomonocitica con eosinofilia (subtipo M4v de la FAB).®") La
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LMA-CBF es el subtipo mas comun de LMA; su frecuencia en adultos con LMA de novo se
reporta entre el 15 y el 20 %.®

A los pacientes con alguna de estas dos aberraciones genéticas, definidos por la OMS como dos
subtipos particulares de LMA e independientemente de sus caracteristicas citomorfoldgicas; se
les asigna un pronostico favorable y de ellos se espera una buena respuesta a la quimioterapia
siempre que no presenten mutaciones en el gen c-KIT. Estas mutaciones aparecen hasta en el 20
% en la LMA-CBF, su presencia aumenta significativamente el riesgo de recaida, disminuye el
tiempo de remision y reduce la sobrevida global.® 10

La t(15;17)(g24;921) es caracteristica de la LPM (subtipo M3, clasificacion FAB), se encuentra
en el 95% de los casos, aproximadamente. Esta translocacion da lugar a la formacion de un gen
de fusion que implica a los genes PML y RARa, localizados en los cromosomas 15 y 17,
respectivamente. Otras translocaciones pueden aparecer en la LPM pero siempre con la
participacion del gen RARa. De todas ellas derivan genes de fusion, pero su escasa incidencia y
su reciente descripcion, hacen que la mayoria no estén incluidas en la clasificacion de las LMA 'y
no se conozca con exactitud la consecuencia que su presencia implica para la evolucién del
paciente.V)

La terapia para la LPM dispone de una molécula especifica, el acido “all” trans-retinoico
conocido como ATRA (por sus siglas en inglés), que actua directamente sobre la proteina
quimérica insertada en la posicion de la proteina codificada por el gen RARa. Este hecho permite
el monitoreo de la enfermedad minima residual a través del seguimiento molecular de la
alteracion. El gen de fusion PML-RARa entre otras aberraciones poco frecuentes caracteristicas
de la LPM [t(5;17)(932;921), NPM1-RARa; t(11;17)(q13;921), NuMA-RARa; rearreglo del
179, PRKAR1A-RARaq; etc.] responde al tratamiento con ATRA de manera que la célula
restablece su mecanismo de maduracién. Otras, implicadas también en el origen de la LPM no
son susceptibles a la accion de este farmaco [t(11;17)(923;021), PLZF-RARa; delecion
intersticial del cromosoma 17¢21.2, Stat5b-RARa]2%3)

Mutaciones genicas mas frecuentes en la LMA
Las mutaciones génicas, puntuales o moleculares, modifican la secuencia de nucleotidos sin
provocar rearreglos cromosdémicos. Estas han cobrado importancia para la caracterizacion y la
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prediccion de riesgo de las LMA, sobre todo en aquellas con citogenética normal (CN). Ejemplo
de ello son: la duplicacién interna en tdndem del gen FLT3 (FLT3-DIT), las mutaciones en los

genes FLT3, NPM1, C/EBPa y C-KIT, y mutaciones en marcadores epigenéticos.!¥

Mutaciones en FLT3
Este gen pertenece a la familia de receptores tirosina quinasa (TK) de clase Ill. FLT3 es un
receptor de membrana, con un dominio TK, expresado en células progenitoras hematopoyéticas,
que regula la diferenciacion y la proliferacion celular.
La duplicacion interna en tandem (FLT3-DIT) es la mutacion mas frecuente (aparece en el 30 al
40 % de los pacientes con LMA); ademas de ser la que mas relacion guarda con el prondstico.6)
Esté localizada en el dominio yuxta membrana y su efecto supone una activacion constitutiva del
receptor, que provoca proliferacion celular independiente de sefializacion y un bloqueo de la
diferenciacion de los progenitores hematopoyéticos tempranos.*”
El segundo tipo de alteracion en FLT3 es una mutacion puntual que ocurre en un dominio TK
(TKD, por su nombre en inglés) que genera el cambio de un &cido aspartico por una tirosina
(D835Y) y promueve la fosforilacion constitutiva del receptor y su consecuente activacion
independiente del ligando.” La incidencia de mutaciones en el TKD de FLT3 (FLT3-TKD)
varia entre 5.8 a 7.7 %.18)
Varios estudios demuestran que la existencia de FLT3-DIT es un factor prondstico desfavorable
en la LMA; mientras que la existencia de FLT3-TKD se asocia con mayor supervivencia.®

Mutaciones en NPM1

La nucleofosmina (NPM1) es una fosfoproteina abundante expresada de manera ubicua en todos
los tejidos. Su localizacion principal es en el nucléolo, aunque se traslada constantemente entre el
nucleo y el citoplasma; participa en varios procesos celulares relacionados tanto con la
proliferacion como con la supresion del crecimiento. %

Las alteraciones moleculares del gen NPM1 aparecen frecuentemente en los pacientes con LMA
(entre el 25 y 53 %), pero son aun mas frecuentes en las LMA con cariotipo normal, donde
aparecen entre el 46 y el 67 %.?% Se han descrito mas de 50 variantes, siendo la mas frecuente la
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conocida como variante A (NPM1-A). Todas generan modificaciones en el extremo C terminal
de la proteina y provocan su localizacion aberrante en el citoplasma.®??

La existencia de mutaciones en NPM1 correlaciona significativamente con la de FLT3-DIT. En
ausencia de esta Gltima, las mutaciones en NPM1se asocian con buena respuesta al tratamiento y
supervivencia de cinco afos en el 60 % de los pacientes. Esto resalta el valor de su identificacion
molecular para establecer una estratificacion de riesgo en pacientes con cariotipo normal. Por otra
parte, la coexistencia de ambas aberraciones se asocia con mal prondstico clinico; sin embargo
estos pacientes tienen mejor respuesta que los pacientes NPM1 negativos y FLT3-DIT

positivos. )

Mutaciones en C/EBPa,

El gen C/EBPa (por sus siglas en inglés “CCAAT/enhancer-binding protein alpha™) codifica para
dos proteinas que pertenecen a la familia de proteinas potenciadoras de unién a la secuencia
CCAAT, que estan implicadas en el equilibrio entre la proliferacion celular y la diferenciacion
terminal.®Y EI C/EBPa actia como factor de transcripcion determinante durante la diferenciacion
de varios tipos celulares y es fundamental en estados tempranos de la diferenciacion mieloide.??
El gen estd mutado en aproximadamente el 10 % de las LMA con CN, siendo las mutaciones
muy heterogéneas y distribuidas en toda la region codificante del gen.?? Estas mutaciones son
indicadoras de un prondstico favorable y se recomienda su estudio en los pacientes con LMA que
no posean mutaciones en FLT3 o0 NPM1.9

Mutaciones en KIT

El gen KIT codifica un receptor TK de tipo Ill y se encuentra mutado en alrededor del 4 al 5 %
de todos los casos de LMA. De manera particular, estd mutado en aproximadamente el 30 % de
los pacientes con LMA-CBF.® Se observan en el 20 al 25 % de la LMA con (8;21) y el 30 %
de la LMA con inv(16).?%

Las mutaciones ocurren fundamentalmente en dos dominios del gen: el dominio extracelular (en
el exdn 8), y el dominio TK (en el exdn 17). Especificamente, los pacientes con mutaciones en el
exon 17 pueden ser sensibles al tratamiento con inhibidores de TK ya que esta actividad estar
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incrementada. Por esta razon, su deteccion ha cobrado importancia ante la posibilidad terapéutica

con el uso de estos farmacos.@

Mutaciones en marcadores epigenéticos
Actualmente se conoce que la desregulacion de modificadores epigenéticos, que incluyen
alteraciones en la metilacion del ADN, la hidroximetilacion y modificaciones de histona tales
como metilacion, acetilacion, fosforilacion, etc.; es un importante mecanismo en la patogénesis
de la LMA.®) En esta entidad se encuentran frecuentemente mutaciones en los genes TET2,
IDH1, IDH2, ASXL1, DNMT3A y EZH2 que estdn relacionados con maodificaciones
epigenéticas, especialmente en las LMA con riesgo citogenético intermedio.®® Estas mutaciones
raramente son suficientes para inducir la transformacion leucémica y, generalmente, se observan
en coexistencia con otras alteraciones moleculares. Aunque en algunos casos se conoce, su
implicacion en la génesis de la LMA no esta totalmente esclarecida. Acerca del prondstico, ain
se dispone de pocas evidencias, pero se ha encontrado que las mutaciones en TET2, ASXL1 y
DNMT3A confieren mal pronostico. Actualmente existen terapias diana, en fase preclinica y

clinica, para algunas de las mutaciones que han mostrado resultados prometedores.®®

Alteraciones moleculares de significado prondstico

Las evidencias han permitido atribuir un buen o mal prondéstico a la LMA en dependencia de la
presencia 0 ausencia de ciertas mutaciones. De esta manera, las mutaciones mas validadas y que
actualmente se utilizan en la préctica clinica para la estratificacion de riesgo son las mutaciones
en los genes NPM1, FLT3 y CEBPa.

La mayoria de los estudios publicados hasta la fecha coinciden en que el FLT3-DIT condiciona
un pronostico adverso. Esta mutacion determina mayores tasas de recaida, menor sobrevida libre
de enfermedad y algunos estudios también encuentran menor sobrevida global.?” Las
mutaciones TKD en FLT3 también se consideran de alto riesgo, ya que, aunque no hay resultados
significativos, se asocian a una reduccién de la sobrevida global de los pacientes y un mayor
porcentaje de blastos.”

Como subgrupo molecular de buen pronéstico estarian aquellos pacientes con una LMA de

riesgo intermedio (dado por otros indicadores de riesgo como la edad, el conteo de leucocitos y el
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cariotipo) sin la FLT3-DIT y con NPM1 mutado o con mutacion bialélica de CEBPa. Mientras
que el subgrupo molecular de mal prondstico lo conformarian los pacientes con FLT3-DIT o
aquellos sin mutaciones en NPM1 o CEBPq.??

También se ha estudiado el significado pronostico de las mutaciones en KIT y los resultados
difieren segun el subtipo de LMA vy la localizacion de la mutacion. En un estudio reciente sobre
la relacion de las mutaciones en KIT con el comportamiento de las variables de prondstico en la
LMA CBF se encontrd que entre todas las mutaciones, solo la D816V (que ocurre en el exdn 17
codificante del dominio TK) tiene una relacion significativamente desfavorable con la evolucion

de los pacientes, tanto para la LMA con t(8;21) como con la inv(16).2%

Sistemas de clasificacion de la LMA
Durante mas de 25 afos, la clasificacion de las LMA se baso en lo establecido por el Grupo
Cooperativo Franco-Americano-Britanico (FAB) en 1976, que fue actualizada sucesivamente en
1985y 1991. Esta se basé fundamentalmente en las caracteristicas citomorfologicas de las células
sanguineas Yy establecio una subdivision de las LMA en ocho subgrupos, los llamados M0 a M7.
Sin embargo, la baja reproducibilidad de la clasificacion FAB y el conocimiento cada vez mas
profundo de la biologia de la LMA, pusieron de manifiesto la necesidad de incorporar nuevos
parametros para una correcta agrupacion. Con este objetivo nace la clasificacién de la OMS en
2002, la cual incorpord las observaciones en los campos de la morfologia, el inmunofenotipo, la
citogenética y las alteraciones moleculares.®®
En 2008, la clasificacion de la OMS fue modificada y se afiadieron tres nuevas entidades: LMA
con t(9;11)(p21.3;g23.3)/MLLT3-MLL; LMA con 1(6;9)(p23;934.1)/DEK-NUP214 y LMA con
inv(3)(g21.3926.2) o t(3;3)(q21.3;026.2)/RPN1-EVI1). También se incluyeron dos entidades
provisionales: la LMA con mutacion en el gen NPM1 y la LMA con mutacion del gen
CEBPq. %)
En su actualizacion, de 2016, la OMS centr6 el enfoque en el significado de las alteraciones
citogenéticas y moleculares. Fueron reconocidas como LMA gran numero de recurrencias,
anomalias citogenéticas balanceadas y entidades que por su rareza no eran formalmente
reconocidas por clasificaciones anteriores. Esta vez, se reconocieron dos entidades provisionales:
la LMA con BCR-ABL1y la LMA con RUNX1 mutado.®?
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Finalmente, hoy se puede decir que la integracion de los conocimientos moleculares adquiridos

en el diagnostico de la LMA, una enfermedad heterogénea, compleja y con multiples vias de
activacion implicadas, es ya una realidad. No obstante, es necesaria la elaboracién de un
algoritmo diagndstico util y de facil seguimiento para la correcta estratificacion y el tratamiento

ajustado a los factores pronosticos.
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