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La leucemia mieloide aguda (LMA) es una enfermedad neoplasica que resulta de una
proliferaciéon clonal no controlada de células precursoras anormales. El estudio citogenético

convencional es fundamental en la evaluacion diagndsticade las LMAYy es utilizado en la actualidad. En
el siguiente trabajo presentado por MANLAB se estudia una nueva técnica mas sensible como es la
secuenciacion masiva (NGS) que permite el andlisis simultaneo de un gran nimero de genes,
permitiendo identificar la presenciade mutaciones emergentes.
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> INTRODUCCION

La leucemia mieloide aguda (LMA) representa un
grupo de neoplasias mieloides con marcada

heterogeneidad genética y etiologia diversa. Se
caracterizan por la proliferacién clonal desregulada de
células inmaduras (blastos) que han perdido la capacidad
de diferenciarse normalmente y se caracterizan por su
rapida progresion, infiltrando la médula ésea (MO) y en
ocasiones otros drganos, causando la muerte por
hemorragia y/o infeccidon. Representa el 15 al 20% de las
leucemias agudas ennifios y el 80% en adultos.(1)

La etiologia de la LMA es diversa, puede
desarrollarse por exposicién a agentes ionizantes,
secundaria a tratamientos quimioterdpicos, como
progresion de otras alteraciones clonales resultado de la



inestabilidad gendmica como Sindrome de Down,
Sindrome de Fanconi o por la adquisicion de mutaciones
adicionales, como en las neoplasias mieloproliferativas
(NMP), o los sindromes mielodisplédsicos (SMD). También
se debenteneren cuentasegun la dltima clasificacién dela
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), al menos 10
genes que se han asociado con mutaciones en la linea
germinal: ANKRD26, CEBPA, DDX41, ETV6, GATA2,
RUNX1,SRP72, TERC, TERTY TP53.(2)

El diagndstico se basa en la evaluacién morfo-
l6gica, la expresién de marcadores citoplasmaticos o de
superficie mediante, citometria de flujo y los hallazgos
cromosémicos por medio del estudio citogenético de los
blastos en médula dsea o sangre periférica que completa
la caracterizacién de la leucemia y tiene significado
prondstico.(3)

El estudio citogenético convencional es
fundamental en la evaluacién diagndstica de las LMA,
permitiendo su clasificacién y definiendo subgrupos de
riesgo ya que tiene valor prondstico independiente.(1)
Otros factores que afectan el prondstico de la LMA
incluyen los relacionados con el paciente como la edad y
estado, asi como los relacionados con la enfermedad,
ndmero de glébulos blancos en sangre, relaciéon con
cancer anterior o exposicién a quimioterapia /
radioterapia, expresion de CD34 y particularmente, las
mutaciones somdticas adquiridas en el genoma de las

células leucémicas que influyen en la biologia y compor-
tamiento clinico.(4)

Aproximadamente el 50% de los pacientes
presentan cariotipo normal y se clasifican dentro del
grupo de riesgo intermedio con un periodo libre de
enfermedad variable, debido probablemente a la
heterogeneidad genética que presentan y si bien estd
reconocida desde hace tiempo en los ultimos afios se ha
vuelto cada vez mas evidente y con gran importancia
prondstica.(5)

La clasificacion de la OMS incorpord las
alteraciones moleculares al algoritmo diagndstico paralas
cuales la metodologia de referencia es las secuenciacion
de Sanger que sigue siendo una técnica ampliamente
utilizada en diagndstico pero posee una serie de
limitaciones, entiempo, costosy sensibilidad.(3)

Actualmente el estudio de estas alteraciones
moleculares estd cambiando debido a la utilizacion de
técnicas mas sensibles como la secuenciacion masiva
(NGS) que permite el andlisis simultdneo de un gran
numero de genes en un solo experimento, que ha
generado un aumento significativo de la cantidad de datos
obtenidos y permitido identificar la presencia de
mutaciones emergentes en un pequefio porcentaje de
células neoplasicas.(6) Se han encontrado mutaciones
somadticas en diversos genes con diferente valor
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prondstico delos cuales podemos mencionar algunos:

» Receptorestirosinakinasas: FLT3, KIT

» Tirosina kinasas citoplasmaticas: JAK1, JAK2, JAK3,
ABL1

e Transduccion de senales: CBL, CBLB, NRAS, KRAS,
HRAS

* Reguladores epigenéticos del ADN: IDH1, IDH2,
DNMT3A, TET2, EZH2, ASXL1

» Factoresde Splicing: SF3B1, SRSF2,ZRSR2, U2AF1

* Factores de transcripcion: GATA1, GATA2, CEBPA,
ETV6, RUNX1, STAT3, PAX5, IKZF1

» Genessupresoresdetumor: TP53, WT1, NPMH1

Segun estos hallazgos, mutaciones en FLT3 (35%
de los pacientes) pueden reordenarse con ITD o TKD que
indican peor prondstico con mayor taza de recaida para
FLT3-ITD mientras que FLT3-TKD lo mejoran. Mutaciones
bialélicas de CEBPA se asocian a mejor prondstico y
alteraciones en NPM1 pueden observarse hasta en el 50%
de las LMA con cariotipo normal. La ausencia del
reordenamiento FLT3-ITD, confieren buen prondstico.(7)

Mutaciones en el gen RUNX1 han sido incluidas en
la nueva clasificacion OMS 2016, asociadas a mal
prondstico que ocurren en el 10% de las LMA y es
mutuamente excluyente con las anomalias genéticas
recurrentes.(1) Ademds se deben considerar mutaciones
en TP53 y ASXL1 asociadas también con un prondstico
desfavorable.(8)

Los hallazgos mediante la incorporacién de esta
nueva tecnologia de secuenciacidon masiva ha expandido
nuestro conocimiento, permitiendo identificar
mutaciones recurrentes, el perfil gendmico, la frecuencia
de las mutaciones, la evolucidn clonal durante el curso de
la enfermedad y centrar la investigacidon clinica en
estrategias de tratamiento especificas segun el genotipo
para tener mayor eficacia aunque el impacto de esta
informacidén se encuentraaln en etapas tempranas.(9)

Los resultados de numerosos trabajos han
demostrado el potencial dela secuenciacidn masiva.

La Red de Investigacion “Atlas del Genoma del
Cancer” analizé los genomas de 200 pacientes adultos con

LMA (50 con secuenciacion del genoma completo y 150
con secuenciacién completa del exoma) junto con la
secuenciacién de ARN, microARN y el andlisis de
metilacién del ADN.

Los datos obtenidos han demostrado que la
LMA tienen menos mutaciones que la mayoria de otros
canceres de adultos, con un promedio de 13 mutaciones.
Se encontraron mas de 2500 mutaciones en 23 genes
mutados de manerarecurrente y otros 237 genes enforma
aleatoria. La organizacion de los genes mutados reveld
muchas interacciones bioldgicas potencialmente
importantes. Identificaron al menos una posible mutacién
conductora en casi todas las muestras de LMA y una
interaccion compleja de eventos genéticos que
contribuyen a comprender posibles mecanismos en la
patogénesis delaleucemia. Los genes mutados con mayor
frecuencia fueron FLT3, NPM1,DNMT3A, IDH1, IDH2,
TET2,RUNX, TP53, NRASY CEBPA entre otros.(5)

Otro estudio retrospectivo de Papaemmanuil y
colaboradores incluyeron mds de 1500 pacientes,
identificaron 5234 mutaciones conductoras en 76 genes o
regiones gendmicas con 2 0 mas alteraciones conductoras
en el 86% de los pacientes y permitieron identificar 11
perfiles genéticos con caracteristicas diagndsticas y
clinicas diferentes. Ademads, fue posible definir tres
categorfas: LMA con mutaciones en genes que codificanla
cromatina y/o reguladores de splicing, LMA con
mutaciones TP53 y/o aneupliodias cromosdmicas y LMA
conmutaciones IDH2(R172)en
el1%.(8)

Es necesario mencionar que los SMD pueden
evolucionar a LMA y con la incorporacidn de estrategias
de secuenciacién masiva se han identificado mutaciones
genéticas recurrentes en mds de 40 genes lo que podria
contribuir al diagndsticoy estratificaciéon deriesgo.(10)

Otro aspecto importante de la secuenciacién
masiva es la capacidad de detectar enfermedad minima
residual (EMR) que ha estado limitada por la falta de
marcadores especificos en pacientes sin reordenamientos
cromosdmicos asociados a genes de fusidn y plantea
desafios significativos en la identificacion de marcadores
moleculares adecuados.(11) Existe heterogeneidad no



solo entre diferentes LMA, sino dentro de cada caso
individual, ya que la composicién clonal de la leucemia
puede variar significativamente con subclones sujetos a
seleccion natural o inducidos por el tratamiento y se ha
desmostrado que la ERM es un predictor de riesgo de
recaiday supervivencia global.(12)

Las opciones de tratamiento para LMA se han
expandido como resultado del descubrimiento de las
alteraciones genéticas. Hay numerosos farmacos en
desarrollo en diferentes etapas de investigacién clinica
para el tratamiento siendo un gran avance la aprobacidn
en 2017 de midostaurin en pacientes conmutaciénen FLT3
que se puede encontrar en aproximadamente el 30% de
pacientes con LMA.(13)

Los hallazgos mencionados provienen de la
secuenciacién completa del exoma tumoral o de grandes
ndmeros de genes, mediante esta metodologia NGS que
predomina como herramienta en el area de investigacion,

sin embargo en el laboratorio clinico de diagndstico
molecular, diferentes grupos intentan evaluar paneles
especificos de un nimero de genes mas reducido, entre 20
y 50 segun los disefios comerciales o personalizados que
permitirian la secuenciacidn de las regiones de interés de
aquellos genes mutados mds frecuentes, con alta
sensibilidad con el objetivo de acortar el tiempo de
respuesta necesario en el diagndstico, estratificar los
pacientes y reducir también los costos en un futuro
préximo.(6)

En el diagndstico y estratificacion de las LMA, la
citogenética convencional y la deteccién de mutaciones
en NPM1, FLT3 y CEBPA estdn siendo actualmente
utilizados en la practica clinica siguiendo las
recomendacionesdelaOMS 2016y ELN de2017.

Los avances logrados con la secuenciacién
masiva enriquecieron ampliamente el arsenal diagndstico
y la gran cantidad de datos obtenidos ha llevado a varios
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cambios incorporando mutaciones en el gen RUNX1que se
asocia a prondstico desfavorable y se encuentra en
ausencia de las mutaciones genéticas recurrentes,
alteraciones en ASXL1 son mds comunes en pacientes
mayores, asociado a menor supervivencia y junto con
alteraciones en los genes SRSF2,TP53 también identifican
pacientes con prondstico adverso.(14)

Estos hallazgos impactan en la practica clinica
endiferentes niveles, incluyendo diagndstico, prondsticoy
seguimiento terapéutico.(16). Este conjunto de genes
recurrentemente mutados proporcionan la columna
vertebral para los paneles de secuenciacién que
actualmente se estan incorporando a la prdctica
clinica.(10)

Sibien hasta ahora, tanto la clasificacion dela OMS,
actualizada en 2016, asi como el ELN 2017 noincorporan en
sus recomendaciones los paneles NGS ambos
recomiendan el andlisis de al menos seis genes (NPM1,
FLT3, CEBPA, ASXL1, TP53 y RUNX1) los cuales incluyen
varios exones por lo cual el uso de NGS probablemente ya
sea aconsejable en aquellos laboratorios que podrian
realizar un validacién clinica del ensayo, teniendo en
cuentala complejidad en el andlisis de los datos obtenidos.

(214)

Como conclusién podemos resaltar que la
secuenciacién masiva es un método altamente sensible
que nos permite conocer el estado mutacional delos genes
de interés mas frecuentemente mutados logrando una
mejor estratificacion de los pacientes, identificar grupos
de riesgo en funcidn de las mutaciones, el seguimiento de
ERM y nuevas dianas terapéuticas para el desarrollo de
tratamientos especificos logrando una medicina mas
precisa. Si bien actualmente estas mutaciones se estudian
por secuenciacidon de Sanger, algunos laboratorios han
incorporado la secuenciacién masiva de un gran ndmero
de genesal diagndsticointegrado dela LMA.
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