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Introduccion

INTRODUCCION
1. LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA
1.1. Definicion

La leucemia mieloide aguda (LMA) es una enfermedad heterogénea que tiene su origen
en un trastorno clonal de las células progenitoras hematopoyéticas que pierden su
capacidad de diferenciacion normal y de respuesta a los mecanismos reguladores de la
proliferacién. Como consecuencia, se produce una expansion clonal de células mieloides
inmaduras (blastos mieloides) en la médula 6sea, la sangre periférica y/u otros tejidos,
que impide el crecimiento de las células sanguineas normales (1,2). Es un trastorno que
puede afectar a una o a todas las lineas mieloides y que se caracteriza por una gran
diversidad citogenética y molecular, con presentacion clinica, respuesta al tratamiento y

supervivencia muy variables.

1.2. Epidemiologia

Se estima que en 2022 se produjeron 20050 casos nuevos de LMA en los Estados Unidos
(EE. UU.), lo que supone un 1% de todos los canceres diagnosticados en ese afio. Su
incidencia es de 4,1 casos por 100000 personas por afio (basado en casos de 2015-2019
en EE. UU.), y muestra un incremento progresivo con la edad (Figura 1) (3,4). En
particular en Espana, la Red Espafiola de Registros de Cancer (REDECAN) estimo el
nimero de casos de LMA para el afio 2021 en 2060 (en base a la incidencia poblacional
observada para 2002-2013), y la incidencia en 4,17 casos nuevos por 100000 habitantes
y afio (5).

Se trata del tipo de leucemia aguda mas frecuente en el adulto, con una mediana de edad
al diagnostico de 68 afios; mientras que en nifios (edad <15 afios) supone solo del 15 al
20% de los casos de leucemia. A pesar de que la supervivencia de los pacientes con LMA
ha mejorado notablemente en los Ultimos afios, sigue siendo una enfermedad de elevada
mortalidad, con una tasa de muertes de 2,7 por 100000 personas por afio (basado en datos
de 2016-2020 en EE. UU.) y una supervivencia global del 30,5% a 5 afios (datos de 2012-
2018 en EE. UU.), aunque con diferencias notables en funcion del grupo de edad (Figura

2) (3,6,7).
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Figura 2. Supervivencia relacionada con la edad en pacientes con LMA en Inglaterra,

Suecia y EE. UU. (Tomado de Khwaja A. y colaboradores, 2016) (7).



Introduccion

1.3. Diagnostico

El diagnostico de una LMA se fundamenta segin la clasificacion de las neoplasias
hematologicas de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) de 2017, en la deteccion
de un porcentaje igual o superior al 20% de blastos mieloides en la médula dsea y/o la
sangre periférica. Existen algunas excepciones en las que el diagnostico puede
establecerse independientemente del porcentaje de blastos observado, son aquellos casos
en los que se asocia una t(8;21)(q22; q22.1), una inv(16)(p13.1 g22) o t(16;16)(p13.1;
q22) o una fusion PML-RARA. El sarcoma mieloide es también sindbnimo de LMA
independientemente del numero de blastos observado en la médula dsea y/o la sangre

periférica (8).

1.4. Historia del conocimiento y evolucion de las clasificaciones: de la FAB a la OMS

A lo largo de los afios se han utilizado diferentes criterios para el diagndstico y la
categorizacion de las LMA, cuyos cambios han ido reflejando el conocimiento adquirido,
cada vez mas preciso, de esta patologia. La primera clasificacion internacionalmente
aceptada fue la del grupo cooperativo Franco-Americano-Britanico (FAB), publicada en
el afio 1976, en la que el diagnostico de leucemia se establecia con la observacion de una
blastosis medular superior al 30%. En la clasificaciéon FAB se describieron inicialmente
seis categorias de LMA en funcion de la linea o lineas celulares afectadas y su grado de
maduracion, basandose en criterios exclusivamente citomorfoldgicos y citoquimicos. De
este modo se definieron la M1, M2 y M3 (diferenciacion granulocitica con diferente grado
de maduracion), la M4 (diferenciacion granulocitica y monocitica), la M5 (monocitica) y

la M6 (predominantemente eritroblastica) (Tabla 1) (9).

Cambios posteriores incluyeron: la descripcion de la M3 variante (1980) (10); la
incorporacion del subtipo M4 con eosinofilia junto a la revision de los criterios de
clasificacion (1985) (11); y, la introduccion de dos nuevas categorias de LMA, la M7
(leucemia de linea megacariocitica) (1985) (12), y la MO (leucemia con minima
diferenciacion mieloide) (1991) (13), para cuya definicion se utilizaron ademads de
criterios citomorfologicos y citoquimicos, datos de inmunofenotipo y de microscopia

electronica (Tabla 1).



Tabla 1. Clasificacion FAB de las leucemias mieloides agudas: M1-M6 (1976), M3
variante (1980), M4 Eo (1985), M7 (1985) y MO (1991)

Subtipo FAB | Denominacion
MO Leucemia mieloide aguda minimamente diferenciada
M1 Leucemia mieloblastica sin maduracion
M2 Leucemia mieloblastica con maduracion
M3 Leucemia promielocitica hipergranular
— M3 variante
Leucemia mielomonocitica
M4
— M4 con eosinofilia
Leucemia monocitica
M5 e Pobremente diferenciada (monoblastica) (M5a)
e Diferenciada (M5b)
M6 Eritroleucemia
M7 Leucemia aguda megacarioblastica

Abreviaturas: FAB: grupo cooperativo Franco-Americano-Britanico.

A partir de la clasificacion FAB, y gracias a la aplicacion generalizada de la citogenética
al estudio de las LMA, empezaron a conocerse anomalias cromosdmicas recurrentes que
se asociaban a algunos subtipos morfologicos de leucemia. Esta informacion se plasmoé
en la descripcion publicada en el afio 1988 por el grupo de estudio cooperativo MIC
(morphology-immunophenotype-cytogenetics) de diez categorias de LMA definidas por
criterios citogenéticos, citomorfologicos e inmunolédgicos (Tabla 2) (14).

Asimismo, se empez6 a relacionar la presencia de determinadas anomalias citogenéticas
con prondstico, como la obtencion de una alta tasa de remisiones completas en los
pacientes con M4Eo/inv(16) o una larga duracion de las remisiones en los casos con
M3/t(15;17) (14). Este grupo detalld6 ademas otras alteraciones citogenéticas que no se
asociaban especificamente con un subtipo morfolégico FAB de LMA, como la trisomia
8, la monosomia 7 y la delecion 7q, la delecién 5q, la pérdida del cromosoma Y, las

trisomias 21 y 22, el isocromosoma (17q) y la delecion 9q (14).



Tabla 2. Clasificacion MIC de las leucemias mieloides agudas

Introduccion

Nomenclatura MIC | Morfologia (FAB) 3?;’;:21;‘13
M2/t(8;21) M2 t(8;21)(q22;922)
M3/t(15;17) M3,M3v t(15;17)(q22;q12)
M5a/t(11q) MS5a (M5b, M4)? t/del(11)(q23)
M4Eo/inv(16) M4Eo inv/del(16)(q22)
M1/t(9;22) M1 (M2)? %(9;22)(q34;q11)
M2/1(6;9) M2 o M4 con basofilia t(6;9)(p21-22;q34)
M1/inv(3) M1 (M2,M4,M7)? con trombocitosis | inv(3)(q21g26)
M5b/t(8;16) M5b con fagocitosis t(8;16)(p11;p13)
M2 Baso/t(12p) M2 con basofilia t/del(12)(p11-13)
M4/+4 M4 (M2)?* 44

*Asociaciones menos frecuentes. Abreviaturas: MIC: grupo cooperativo morphology-immunophenotype-
cytogenetics; FAB: grupo cooperativo Franco-Americano-Britanico.

A partir del afo 1995, por iniciativa de la “European Association for Haematopathology”
y la “Society of Haematopathology” de los EE. UU., empez6 a gestarse la clasificacion
de las neoplasias hematologicas de la OMS, que se comunic6 por primera vez en el aio
1999 (15) y se publicé como “libro azul” definitivamente en el afio 2001 (tercera edicion
del libro OMS, que incluy® por primera vez la clasificacion de las leucemias agudas) (16).
En este nuevo sistema de clasificacion se integraron aspectos clinicos, citomorfolédgicos,
inmunofenotipicos, citogenéticos y moleculares con la intencion de definir entidades con
importancia clinica y prondstica. Como cambios significativos con respecto a
clasificaciones previas, la OMS establecié un nuevo umbral para la definicion de LMA
con un porcentaje de blastos igual o superior al 20%, y reconocié cuatro grandes
categorias de LMA: 1) las LMA con alteraciones citogenéticas recurrentes, donde incluyé
la t(8;21), la inv(16) o t(16,16), la t(15;17) y las anomalias en 11q23; 2) las LMA con
displasia multilinea; 3) las LMA relacionadas con la terapia, que incluian aquellos casos
surgidos tras la administracion de quimioterapia citotdxica y/o radioterapia previas

administradas para el tratamiento de otra neoplasia o de una enfermedad no neoplésica;



y 4) las LMA no categorizadas, donde quedaron agrupados los subtipos morfologicos

clasicos que no cumplian criterios de ninguno de los grupos anteriores (16).

Esta clasificacion ha tenido dos revisiones publicadas como libros en los afios 2008
(cuarta edicion) (17) y 2017 (cuarta edicion revisada) (8), en las que se han ido perfilando
algunas de las categorias ya existentes y se han definido nuevas, gracias en gran parte al
avance de las técnicas de analisis molecular, que han permitido, junto a la citogenética
clasica, identificar nuevas alteraciones recurrentes en LMA y definir nuevos subtipos

bioldgicamente diferenciados de leucemia (18,19).

En concreto, en la edicion del ano 2008 se anadieron tres nuevas entidades con
alteraciones citogenéticas recurrentes: la LMA con t(6;9), la LMA con inv(3) o t(3;3) y
la LMA (megacarioblastica) con t(1;22) y, por primera vez, se incorporaron como
entidades provisionales dos subtipos de LMA definidas por la presencia de mutaciones
génicas, la LMA con mutacion de NPM1 y la LMA con mutacion de CEBPA. Ademas,
se sumaron dos nuevas categorias de LMA: las proliferaciones mieloides relacionadas
con el sindrome de Down y las neoplasias de células dendriticas plasmocitoides blasticas

(17).

En la actualizacion de la OMS de 2017 quedaron definitivamente establecidas seis
grandes categorias diagnosticas dentro de las LMA y neoplasias de precursores
relacionadas: 1) las LMA con anomalias citogenéticas recurrentes; 2) las LMA con
cambios relacionados con mielodisplasia (LMA-CRM); 3) las LMA relacionadas con el
tratamiento (LMA-t); 4) las LMA no especificadas de otra manera (LMA-NE); 5) el
sarcoma mieloide; y 6) las proliferaciones mieloides asociadas con el sindrome de Down.
La clasificacion de las LMA de la OMS de 2017 se describe en la Tabla 3. Ademas, se
definié un nuevo grupo diagnostico, el de las neoplasias mieloides con predisposicion
germinal, donde se incluyeron las LMA y sindromes mielodisplésicos (SMD) asociados

con mutaciones hereditarias o de novo en la linea germinal (8).

Recientemente se ha publicado como articulo una nueva revision de la clasificacion OMS
(5? edicion), pendiente ain de su publicacion como libro. Los detalles de esta nueva

clasificacion se incorporan en la discusion y anexos de la tesis.
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Tabla 3. Clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud de las leucemias mieloides

agudas y neoplasias de precursores relacionadas (2017)

LMA con anomalias citogenéticas recurrentes
— LMA con t(8;21)(q22;922.1); RUNXI-RUNXITI
—  LMA con inv(16)(p13.1922) o t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH1 1
— Leucemia promielocitica aguda con PML-RARA
— LMA con t(9;11)(p21.3;923.3); KMT2A-MLLT3
— LMA con t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214
—  LMA con inv(3)(q21.3926.2) 0 t(3;3)(q21.3;926.2); GATA2, MECOM
— LMA (megacarioblastica) con t(1;22)(p13.3;q13.3); RBM15-MKL1
— LMA con BCR-ABLI (entidad provisional)
— LMA con mutaciones génicas:
o LMA con NPMI mutado
o LMA con mutacién bialélica de CEBPA
o LMA con RUNXI mutado (entidad provisional)

LMA con cambios relacionados con mielodisplasia

Neoplasias mieloides relacionadas con el tratamiento

LMA no especificadas de otra manera

— LMA con minima diferenciacion

— LMA sin maduracion

— LMA con maduracion

— Leucemia mielomonocitica aguda

— Leucemia monoblastica/monocitica aguda
— Leucemia eritroide pura

— Leucemia megacarioblastica aguda

— Leucemia aguda de basoéfilos

— Panmielosis aguda con mielofibrosis

Sarcoma mieloide

Proliferaciones mieloides asociadas con el sindrome de Down
— Mielopoyesis anormal transitoria asociada con el sindrome de Down

— Leucemia mieloide asociada con el sindrome de Down

Abreviaturas: LMA: leucemia mieloide aguda.



1.5. Pronostico: Clasificacion de la European LeukemiaNet

Los factores que determinan el pronostico de una LMA son multiples. De una manera
simplificada pueden subdividirse en tres categorias: los factores que dependen del
paciente, aquellos dependientes de la leucemia y, por ultimo, los relacionados con la

respuesta al tratamiento.

A. Factores dependientes del paciente: entre los factores clinicos, la edad
avanzada y un mal estado funcional o la presencia de comorbilidades se asocian a tasas
mas bajas de remision completa y a una disminuciéon de la supervivencia global en
pacientes con LMA (20-23). Estas variables se relacionan con el riesgo de muerte
temprana relacionada con el tratamiento. Por otro lado, en pacientes de mas edad se ha
descrito una mayor incidencia de alteraciones genéticas asociadas a mal prondstico (24).
El antecedente de una neoplasia hematologica o de exposicion a terapia citotdxica para

otra enfermedad también conllevan un pronoéstico significativamente peor (25).

B. Factores dependientes de la leucemia: las alteraciones genéticas, incluyendo
tanto la citogenética clasica como el perfil mutacional, constituyen el principal factor
pronostico de una LMA (18,19,26-28) y son el predictor mas importante de resistencia al
tratamiento. En el afio 2010 y posteriormente en 2017 se publicaron las recomendaciones
de la organizacion European LeukemiaNet (ELN) para la estratificacion pronostica de los
pacientes con LMA (29,30). Esta guia establece tres grupos de riesgo: “favorable”,
“intermedio” y “adverso”, en funcion de la presencia de determinadas alteraciones
citogenéticas y moleculares (Tabla 4) (30). La relevancia pronoéstica de este sistema de
clasificacion ha sido validada en numerosos estudios posteriores (31-34). Las

recomendaciones de la ELN se han actualizado en el afio 2022 (Tabla 5) (35).

C. Factores post-tratamiento: la respuesta alcanzada tras el inicio del tratamiento
de una LMA determina en gran medida el prondstico del paciente y desempefia un papel
cada vez mas relevante en la toma de decisiones terapéuticas. La obtencion de una
remision completa tras la terapia de inducciéon se asocia a una supervivencia
significativamente mayor (36); y mas alld de la remision completa morfologica, la
persistencia de enfermedad medible residual (EMR) detectada por técnicas de citometria
de flujo o de biologia molecular, identifica a pacientes con un riesgo mas alto de recaida,

asociandose valores negativos de EMR a una mayor supervivencia global y supervivencia
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libre de enfermedad en los pacientes con LMA (37-43). El valor predictor de la EMR se

mantiene después del trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) (44).

Tabla 4. Estratificacion prondstica de la European LeukemiaNet (2017)

Categoria de riesgo | Anomalia genética/molecular

- 1(8;21)(q22;922.1); RUNXI-RUNXITI

— inv(16)(p13.1922) o0 t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH1 1
— NPM1 mutado sin FLT3-ITD o con FLT3-ITD bajo'

— CEBPA mutacion bialélica

Favorable

— NPMI mutado y FLT3-ITD alto?
—  NPM1 no mutado sin FLT3-ITD o con FLT3-ITD bajo'
(en ausencia de alteraciones citogenéticas adversas)

— 4(9:11)(p21.3:q23.3); MLLT3-KMT2A4°

Intermedio

— Alteraciones citogenéticas no clasificadas en riesgo

favorable/adverso

- 1%(6;9)(p23;q934); DEK-NUP214

—  t(v;11923.3); reordenamiento de KMT2A4

- 1(9;22) (q34.1;q11.2); BCR-ABL1

— 1nv(3)(q21.3926.2) 0 t(3;3)(q21.3;q26.2);
GATA2, MECOM(EVII)

Adverso — -50del(5q); -7; -17/alteracion en (17p)

—  Cariotipo complejo?, cariotipo monosdémico?

— NPM]I no mutado y FLT3-ITD alto®

—  RUNXI mutado®

—  ASXLI mutado®

— TP53 mutado’

'Bajo: ratio FLT3-ITD < 0,5; 2Alto: ratio FLT3-ITD: >0,5 3La presencia de t(9;11)(p21.3;q23.3) tiene
prioridad sobre mutaciones concurrentes de riesgo adverso. *Tres o mas anomalias cromosdmicas no
relacionadas en ausencia de una de las translocaciones o inversiones recurrentes de la OMS: t(8;21), inv(16)
0 1(16;16), 1(9;11), t(v;11)(v;q23.3), t(6;9), inv(3) 0 t(3;3); LMA con BCR-ABL 1. *Definido por la presencia
de una monosomia unica (excluyendo pérdida de X o Y) en asociaciéon con al menos una monosomia
adicional o anomalia cromosémica estructural (excluyendo LMA tipo core-binding factor). °Estos no deben
usarse como marcador de pronostico adverso si coinciden con subtipos de LMA de riesgo favorable. "Las
mutaciones de 7P53 se asocian significativamente a LMA con cariotipo complejo y monosémico.
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Tabla 5. Clasificacion de riesgo genético de la European LeukemiaNet (2022)

Categoria de riesgo | Anomalia genética/molecular

- 1(8;21)(q22;q22.1)/RUNX1::RUNXITI!

— inv(16)(p13.1922) 0 t(16;16)(p13.1;q22)/CBFB::MYH11'
— NPM1 mutado? sin FLT3-ITD

Favorable

— CEBPA con mutacion in-frame en bZIP?

— NPM1 mutado con FLT3-ITD?

— NPMI1 no mutado con FLT3-ITD

Intermedio - 1(9;11)(p21.3;q23.3); MLLT3::KMT24*

— Alteraciones citogenéticas y/o moleculares no clasificadas
en riesgo favorable/adverso

— 1%6:9)(p23;q34.1)/DEK::NUP214

—  t(v;11g23.3)/reordenamiento KMT24>

- 1(9;22)(q34.1;q11.2)/BCR::ABLI

- t(8;16)(p11;p13)/KAT6A::CREBBP

— 1nv(3)(q21.3926.2) 0 t(3;3)(q21.3;q26.2)/GATA2,
MECOM(EVII)

—  1(3g26.2;v)/reordenamiento MECOM(EVII)

— -5 0del(5q); -7; -17/alteracién en (17p)

Adverso

—  Cariotipo complejo®, cariotipo monosémico’

— Mutaciones ASXLI, BCOR, EZH2, RUNXI, SF3B1,
SRSF2, STAG2, U2AF1, 0 ZRSR2®

—  TP53 mutado’

La concurrencia de la mutacion del gen KIT y/o FLT3 no altera la categorizacion de riesgo. 2La LMA con
mutacion NPM1 y anomalias citogenéticas de riesgo adverso se clasifican como de riesgo adverso. 3Solo
las mutaciones en marco que afectan la region bZIP de CEBPA, independientemente de si ocurren como
mutaciones mono o bialélicas, se han asociado con un pronéstico favorable. *La presencia de
t(9;11)(p21.3;q23.3) tiene prioridad sobre mutaciones génicas raras concurrentes de riesgo adverso.
SExcluyendo la duplicacion parcial en tindem KMT2A. ®Cariotipo complejo: >3 anomalias cromosdmicas
no relacionadas en ausencia de otra anomalia citogenética recurrente definitoria; excluye los cariotipos
hiperdiploides con 3 o0 mas trisomias (o polisomias) sin anomalias estructurales. ’Cariotipo monosémico:
presencia de 2 o mas monosomias distintas (excluyendo la pérdida de X o Y), o una sola monosomia
autosdmica en combinacion con al menos una anomalia cromosémica estructural (excluyendo LMA tipo
core-binding factor). 3Por el momento, estos marcadores no deben usarse como un marcador de pronostico
adverso si coexisten con subtipos de LMA de riesgo favorable. "Mutaciéon de 7P53 con una VAF de al
menos 10%, independientemente del estado alélico de 7P53 (mutacion mono o bialélica); las mutaciones
de TP53 se asocian significativamente a LMA con cariotipo complejo y monosémico.
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1.6. Tratamiento

La estrategia general de tratamiento de una LMA se puede dividir en dos fases, una
primera que es la terapia de induccidn, en la que se persigue conseguir la remision de la
enfermedad; y una segunda post-remisién o de consolidacion que tiene como finalidad
erradicar la carga tumoral residual con el fin de disminuir la probabilidad de recaida y

conseguir una remision duradera.

El pilar fundamental de la terapia de induccion consiste en el régimen de “3+7”, que
combina siete dias de infusion continua de arabinosido de citosina (ARA-C) con tres dias
de antraciclinas (idarrubicina, daunorrubicina). Aunque se han utilizado otras
combinaciones de farmacos citotdxicos en la induccion, de manera generalizada ninguna
ha demostrado ser claramente superior (1,29,45,46). Este esquema de tratamiento es el
estindar para la mayoria de los pacientes candidatos a terapia intensiva.
Aproximadamente el 60-80% de los adultos jovenes (<55-60 afios) logran la remision
completa, mientras que entre los adultos mayores la remision completa se alcanza en el
40-60% (1,29,45,46). Nuevas aproximaciones terapéuticas incluyen la adicion de
farmacos especificos dirigidos frente a antigenos de superficie celular, frente a
mutaciones, o frente a vias de transduccion de sefiales, que van a tener un papel de manera
individualizada en lo que se conoce como terapia dirigida. Entre otros, se emplean
inhibidores de FLT3, como midostaurin, sorafenib, quizartinib o crenolanib; inhibidores
de IDHI1/IDH?2, como ivosidenib o enasidenib; inhibidores de BCL-2, como venetoclax;
o anticuerpos monoclonales dirigidos frente a moléculas de membrana como
gemtuzumab ozogamicina (anti-CD33). También se han desarrollado nuevas
formulaciones de agentes citotoxicos clasicos como CPX-351, que es una formulacion
liposomal de citarabina y daunorrubicina que ha demostrado mejorar la supervivencia en

pacientes con LMA-t y LMA-CRM (47).

Las estrategias posteriores a la remision incluyen la consolidaciéon con quimioterapia
intensiva (dosis intermedias o altas de citarabina), seguidas o no de TPH aut6logo o
alogénico. La categoria de riesgo del paciente y la monitorizacion de la EMR post-
tratamiento son decisivas para determinar la mejor opcion terapéutica en cada caso. Como
terapia de mantenimiento se han ensayado farmacos como la azacitidina o el midostaurin,

aunque no existen recomendaciones generalizadas al respecto.
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En pacientes que por edad o comorbilidades no son candidatos a quimioterapia intensiva
las posibilidades de tratamiento son mucho mas limitadas. Entre las diferentes opciones
se encuentran: los agentes hipometilantes (azacitidina o decitabina), solos o en
combinacion con otros agentes como venetoclax, tratamientos de baja intensidad como
la citarabina a dosis bajas, la terapia de soporte, o, en los casos en los que sea posible, la
inclusion en ensayos clinicos con farmacos o combinaciones de farmacos en

investigacion.
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2. LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA CON CAMBIOS RELACIONADOS CON
MIELODISPLASIA

2.1. Definicion

La LMA-CRM tal y como queda definida en la clasificacion OMS de 2017 es un subtipo

de LMA en la que se cumplen uno o mas de los siguientes criterios diagnosticos (48):

— Presencia de displasia multilinea, entendida como la aparicion de rasgos
morfoldgicos de displasia en > 50% de las células de dos o més lineas celulares
hematopoyéticas mieloides (granulocitica, eritroide y/o megacariocitica).

— Historia previa de SMD o de neoplasia mielodisplasica/mieloproliferativa
(SMD/NMP).

— Presencia de alteraciones citogenéticas relacionadas con mielodisplasia (Tabla 6).

Tabla 6. Alteraciones citogenéticas relacionadas con mielodisplasia (OMS 2017)

Cariotipo complejo (= 3 anomalias)
Anomalias en desequilibrio Anomalias equilibradas
— -7odel(7q) - t(11;16)(q23.3;p13.3)
— del(5q) o t(5q) - 1(3;21)(q26.2;922.1)
— Isocromosoma 17q o t(17p) - t(1;3)(p36.3;921.2)
— -13 odel(13q) - t(2;11)(p21;923.3)
— del(11q) - 1(5;12)(q32;p13.2)
— del(12p) o t(12p) - t(5;7)(q32;q11.2)
— idic(X)(q13) - t(5;17)(q32;p13.2)

- t(5;10)(q32;921)

- 1(3;5)(q25.3;935.1)

Se excluyen los casos de LMA-t y de LMA con anomalias citogenéticas recurrentes.
Quedan también fuera de este grupo aquellos casos con mutacion bialélica de CEBPA o
mutacién de NPM1 que tienen displasia multilinea como Unico criterio diagndstico de
LMA-CRM, englobandose estos ultimos dentro de las LMA con anomalias citogenéticas

recurrentes, cada uno en el subtipo molecular correspondiente.
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2.2. Antecedentes de la categoria

La existencia de leucemias mieloides agudas de novo con marcados rasgos de
mielodisplasia fue ya sefialada por el grupo FAB en el afio 1982 en su propuesta de
diagnostico y clasificacion de los SMD (49). En esta publicacion, Bennett y colaboradores
sefialaban que podia ser indicativo de una fase subclinica de SMD y de una posible
etiologia diferenciada de la que podian tener las LMA sin rasgos de mielodisplasia. En la
revision de la clasificacion de las LMA que este mismo grupo realiza en el afio 1985 se
menciona que “las leucemias secundarias que a menudo evolucionan a través de una fase
de SMD tienen caracteristicas atipicas y con frecuencia no pueden clasificarse facilmente
segun las propuestas de la FAB” (11). Estas constituyen probablemente las primeras

aproximaciones al concepto actual de LMA-CRM.

De la misma época son las primeras publicaciones en las que se describe el valor
pronostico de la presencia de displasia en la hematopoyesis residual de los pacientes con
LMA. En 1987, Jinnai y colaboradores asociaron la dismegacariopoyesis a pobre
respuesta a la quimioterapia en pacientes con LMA de novo (50). En 1992, Goasguen y
colaboradores relacionaron la disgranulopoyesis con una menor tasa de respuestas
completas y con una mayor frecuencia de anomalias citogenéticas (51). La relacion entre
la dishemopoyesis y un cariotipo desfavorable fue reportada en 1996 por Gahn y
colaboradores (52), quienes también describieron la disgranulopoyesis como un factor
prondstico adverso en pacientes con cariotipo normal, favorable o incierto. Y, Tamura y
colaboradores demostraron en 1998 una menor supervivencia libre de enfermedad tras la

remision en pacientes con LMA de novo con displasia trilinea (53).

A partir del afio 1999 la OMS introduce la displasia como un parametro de clasificacion,
creando por primera vez una categoria de LMA que, de manera similar a los SMD, se
caracterizaba por la presencia de dishemopoyesis, y a la que denominé LMA con displasia
multilinea (15,16). En su clasificacion de 2001 quedo6 definida como aquella LMA con
displasia en un porcentaje igual o superior al 50% de las células de dos o mas lineas
hematopoyéticas mieloides, generalmente incluyendo megacariocitos, que podia

presentarse de novo o siguiendo a un SMD o a un SMD/NMP. Las alteraciones
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cromosOmicas encontradas en esta nueva categoria eran similares a las de los SMD,
aunque no suponian un criterio diagnéstico. Se consideré como un grupo de riesgo
adverso por su respuesta desfavorable a la quimioterapia (54,55). Estudios posteriores a
su definicidon apoyaron la validez de este subtipo de LMA (56), sin embargo, en otros no
se corrobor6 que la displasia tuviera un valor prondstico independiente, especialmente al

considerar la presencia de alteraciones citogenéticas (57-59).

En el afio 2008 la OMS redefinio la categoria para incluir como criterios diagndsticos la
historia previa de SMD o SMD/NMP, ya apuntada previamente, y la presencia de
determinadas anomalias citogenéticas relacionadas con mielodisplasia (Tabla 7) (17,60);
el grupo pasé a llamarse LMA con cambios relacionados con mielodisplasia. Segun su
nueva definicion se podia pertenecer a esta categoria por tres posibles razones: la displasia
multilinea, el antecedente de SMD o SMD/NPM y la presencia de anomalias citogenéticas
relacionadas con SMD, pudiendo un caso cumplir uno, dos o los tres criterios
diagnodsticos. Ademads se especificaba la necesidad de excluir el antecedente de terapia
citotoxica y/o radioterapia previas y la presencia de alteraciones citogenéticas especificas

de las LMA con anomalias citogenéticas recurrentes.

Tabla 7. Alteraciones citogenéticas relacionadas con mielodisplasia (OMS 2008)

Cariotipo complejo (= 3 anomalias)

Anomalias en desequilibrio Anomalias equilibradas
— -7odel(7q) - t(11;16)(q23.3;p13.3)
— del (5q) o t(5q) - 1(3;21)(q26.2;922.1)
— Isocromosoma 17q o t(17p) - t(1;3)(p36.3;921.2)
— -13 odel(13q) - t(2;11)(p21;923.3)
— del(11q) - 1(5;12)(q32;p13.2)
— del(12p) o t(12p) - t(5;7)(q32;q11.2)
— del(99q) - t(5;17)(q32;p13.2)
— idic(X)(q13) - t(5;10)(q32:;921)

- 1(3;5)(925.3;935.1)

17



De nuevo la relevancia pronostica del grupo fue refrendada en alguna serie de casos (61),
mientras que otros estudios cuestionaron el impacto prondstico independiente de la
displasia multilinea (62,63), corroborandose la asociacion de esta con el antecedente de
SMD y con la presencia de anomalias citogenéticas relacionadas con SMD, pero no un
valor prondstico independiente (62). Asimismo, diferentes publicaciones evidenciaron
que, en los casos de LMA con mutacion bialélica de CEBPA o mutacion de NPM1, la
displasia multilinea por si sola (en ausencia de alteraciones citogenéticas relacionadas
con SMD) no empeoraba el prondstico de los pacientes (64,65), sugiriendo que estos
casos estarian mejor catalogados de acuerdo al estado mutacional y no a la presencia o
no de displasia. Aun asi, en el grupo de pacientes con citogenética de riesgo intermedio,
excluidos los casos con mutacion de NPM1, la deteccion de displasia multilinea mostrd
en algunos estudios su utilidad a efectos de diferenciar a pacientes con un prondstico
desfavorable (66,67), dato a favor de la validez de la displasia como criterio diagndstico

de esta categoria.

En la actualizacion de la clasificacion de la OMS de 2017 (8,68), el grupo de las LMA-
CRM se mantuvo con algunas modificaciones. El principal cambio fue la exclusion de
esta categoria de los pacientes con displasia multilinea como unico criterio de LMA-CRM
en los que se detectara una mutacion bialélica de CEBPA o una mutacion de NPM1,
pacientes que pasaron a estar clasificados dentro de las LMA con alteraciones
citogenéticas recurrentes. En ausencia de estas mutaciones, la displasia multilinea se
mantuvo como criterio de diagndstico. La segunda modificacion correspondio a la lista
de anomalias citogenéticas definitorias de LMA-CRM, de las que se elimino la delecion
(99) por su asociacion con mutaciones de NPM1 o bialélicas de CEBPA, y su ausencia de
impacto pronoéstico en presencia de estas mutaciones (68-70). El resto de alteraciones
citogenéticas relacionadas con SMD (Tabla 6) asi como el antecedente de SMD o

SMD/NMP continuaron siendo criterios de diagndstico.

2.3. Epidemiologia

Las LMA-CRM representan entre el 21 y el 48% de las LMA del adulto (56,58,61,71,72)

y de un 14 a un 21,8% de las LMA en nifios (73-75). En adultos es mas comun en
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pacientes de edad avanzada, con una mediana de edad al diagnostico en torno a los 70
afios, y tiende a ser algo mas frecuente en hombres (62,76). En nifios, la mediana de edad

al diagnostico es de 11 afos (73).

Se diagnostican mas casos de novo que como progresion de un SMD o de un SMD/NMP

(56,62,76).

2.4. Clinica

Los pacientes con LMA-CRM presentan sintomas similares a los de otros tipos de LMA
aunque, debido a su frecuente inicio a una edad avanzada, muchos casos pueden presentar
mayor nimero de comorbilidades y un peor estado funcional, lo que va a hacer menos

probable que reciban un tratamiento con quimioterapia intensiva.

Parte de las manifestaciones que pueden aparecer derivan de las citopenias que se
producen como consecuencia de la infiltracion bléstica de la médula 6sea. Son habituales
los sintomas generales como cansancio, debilidad o disnea. La aparicion de hematomas,
de petequias o de otros signos hemorragicos se produce con frecuencia como una
manifestacion temprana de la enfermedad. La presencia de neutropenia puede conducir a
una mayor incidencia de infecciones, que pueden ser especialmente graves cuando la cifra
de granulocitos es inferior a 0,5 x10%/L. La infiltracion leucémica de otros tejidos, como
el higado (hepatomegalia), bazo (esplenomegalia), piel (leucemia cutis), ganglios
linfaticos (adenopatias), sistema nervioso central, etc. puede producir otras
manifestaciones clinicas variadas. En los casos en los que la cifra de blastos es muy alta
(hiperleucocitosis) pueden aparecer sintomas de leucostasis como disfuncidon ocular y

cerebrovascular o afectacion pulmonar (77).

En relacion a los antecedentes médicos resulta relevante la valoracion de los tratamientos
recibidos, ya que los pacientes con terapia citotoxica y/o radioterapia previas quedarian
excluidos de esta categoria y clasificados como LMA-t. Por el contrario, en casos con un
diagnostico previo de SMD o SMD/NMP es posible hacer una rapida categorizacion del
paciente dentro de las LMA-CRM.
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2.5. Aspectos citomorfologicos

La displasia multilinea es una caracteristica habitual de las LMA-CRM ademas de uno
de sus criterios de diagnostico. Se define por la presencia de anomalias citomorfologicas
en el 50% o mas de las células de dos o mas lineas hematopoyéticas mieloides: eritroide,
granulocitica y/o megacariocitica (48). Los signos morfolégicos de displasia son

superponibles a los observados en los SMD.

A. Serie eritroide

En la serie eritroide la OMS describe como signos de displasia caracteristicos de
las LMA-CRM: los rasgos megaloblasticos, la cariorrexis, las irregularidades del nucleo
(como constricciones/lobulaciones o puentes internucleares), la fragmentacion nuclear,
la multinuclearidad, los sideroblastos en anillo (puestos de manifiesto con la tincion de
Perls), las vacuolas citoplasmaticas y la positividad con la reaccion del PAS (4cido
peryodico de Schiff), ya sea con patrén difuso o granular (48) (Figuras 3, 4 y 5). Estas
alteraciones son las mismas que se describen en el capitulo de la OMS de los SMD (78).
Ademas, también pueden aparecer otros signos de diseritropoyesis como la macrocitosis
o el gigantismo, los puentes citoplasmaticos, el punteado basofilo, los defectos de
hemoglobinizacion y los restos cromatinicos, aunque estas alteraciones son en general

menos especificas (79,80).

D

o

.
Figura 3. Signos de diseritropoyesis. Médula 6sea, tincion de May-Griinwald Giemsa
(MGG) x1000. A) Constricciones nucleares. B) Constricciones nucleares y macrocitosis.

C) A la izquierda un puente internuclear, a la derecha una forma binucleada.
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Figura 4. Signos de diseritropoyesis. Médula o6sea, tincion de MGG x1000. A)

Cariorrexis. B) Multinuclearidad y gigantismo. C) Rasgos megaloblasticos.

Figura 5. Signos de diseritropoyesis. Médula d6sea A) Tincion de Perls x1000.
Sideroblasto en anillo. B) Tinciéon de MGG x1000. Vacuolizacion en proeritroblastos. C)

Reaccion del PAS: positividad citoplasmatica granular.

B. Serie granulocitica

En la serie granulocitica las alteraciones morfologicas pueden ser muy variadas.
La OMS describe como signos de de displasia mas significativos y caracteristicos de las
LMA-CRM: los neutréfilos con citoplasma hipogranular, la hiposegmentacion del nucleo
(anomalia de pseudo-Pelger-Hiiet) y la presencia de otras alteraciones en la segmentacion
nuclear, como los nucleos en espejo, los nucleos en anillo o la hipersegmentacion (48)

(Figuras 6 y 7). En algunos casos estas anomalias se pueden identificar mas facilmente
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en la sangre periférica que en las extensiones de la médula 6sea. Otros signos de
disgranulopoyesis descritos por la OMS en los SMD también pueden verse en las LMA-
CRM, como son el tamafno pequeiio o anormalmente grande, la agranularidad, los
granulos tipo pseudo-Chédiak-Higashi, los cuerpos de Dohle (Figura 6) o los bastones de
Auer (78,81). Junto a estos, también es frecuente observar otras alteraciones morfoldgicas
como la condensacion cromatinica anomala (Figuras 6 y 7), las vacuolas (Figura 7), el

refuerzo periférico de la basofilia citoplasmatica o la hemofagocitosis por precursores de

la granulopoyesis (80-82).

Q
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Figura 6. Signos de disgranulopoyesis. Tincion de MGG x1000. A) Sangre periférica:
neutrofilos hipogranulares. B) Sangre periférica: hipogranularidad e hiposegmentacion
nuclear (pseudo-Pelger-Hiiet). Cuerpo de Dohle. C) Médula 6sea: neutrdfilo con nucleos

en espejo y condensacion andmala de la cromatina.

K‘?%.Q

Figura 7. Signos de disgranulopoyesis. Médula 6sea, MGG x1000. A) Neutrofilo maduro

—

sin segmentar (pseudo-Pelger-Hiiet) y con condensacion cromatinica anémala. B) Nucleo
en anillo y vacuola citoplasmatica. C) Tamafio grande, agranularidad e

hipersegmentacion nuclear.
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C. Serie megacariocitica

En la serie megacariocitica los signos de displasia descritos por la OMS en el
capitulo de las LMA-CRM son: los micromegacariocitos, los megacariocitos con nucleo
hipolobulado y los megacariocitos con nuicleos multiples separados (considerado mas
especifico cuando los nucleos son redondeados y similares en talla) (48,78,83) (Figura
8). Estas alteraciones son las mismas que la OMS describe para los SMD y son las que
tienen una correlacion mas alta con el diagnostico de neoplasia mieloide (83). Otros
signos de dismegacariopoyesis que pueden aparecer son: megacariocitos de talla pequena,
formas gigantes polilobuladas, megacariocitos con asincronias madurativas ntcleo-
citoplasmaticas o megacariocitos con vacuolizacion citoplasmatica (80,83). En Ia
valoracion de la displasia megacariocitica es de gran utilidad el estudio de los cortes

histologicos (48).

Figura 8. Signos de dismegacariopoyesis. Médula o6sea, tincion de MGG x1000. A)

Megacariocito de tamafio normal monolobulado. B) Megacariocito con nucleos multiples

separados. C) Micromegacariocitos.

Las principales manifestaciones de displasia en las series eritroide, granulocitica y

megacariocitica descritas por la OMS se resumen en la Tabla 8 (48,78).

De entre todas las alteraciones morfologicas que pueden aparecer, las que se describen
como mas frecuentes en LMA-CRM son: en la serie eritroide, las irregularidades
nucleares; en la serie granulocitica, la hipogranularidad; y en la serie megacariocitica, los
micromegacariocitos y los megacariocitos con nucleos separados (84), siendo pocos los

articulos en los que se describe este aspecto de las LMA-CRM.
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Tabla 8. Principales manifestaciones morfoldgicas de displasia en SMD (OMS 2017)

Diseritropoyesis

Alteraciones nucleares

Constricciones/lobulaciones nucleares
Puentes internucleares

Cariorrexis

Multinuclearidad

Cambios megaloblasticos

Alteraciones citoplasmaticas

Sideroblastos en anillo
Vacuolizacion

PAS positividad

Disgranulopoyesis

Hipogranularidad/agranularidad
Hiposegmentacion nuclear (pseudo Pelger-Hiiet)
Hipersegmentacion nuclear

Tamafio pequefio o anormalmente grande
Granulos tipo pseudo-Chédiak-Higashi

Cuerpos de Dohle

Bastones de Auer

Dismegacariopoyesis

Micromegacariocitos
Hipolobulacion del nicleo

Multinuclearidad

Abreviaturas: SMD: sindrome

peryédico de Schiff.

Un tultimo punto que considerar dentro del diagnostico citomorfologico de las LMA-
CRM es que, al estar basado en la observacion de displasia, es dependiente de la
persistencia de hematopoyesis residual en la médula 6sea en el momento del diagndstico,
existiendo un porcentaje considerable de casos de LMA (17% a 21,5%) (67,84) en los
que no hay suficiente celularidad para una correcta evaluacion de la displasia. En estos

casos, el diagndstico de LMA-CRM solo podria realizarse sobre la base de la deteccion
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de una anomalia citogenética relacionada con SMD o del antecedente clinico de SMD o
SMD/NMP. El nimero minimo de elementos de cada serie (eritroide, granulocitica y
megacariocitica) que es necesario revisar para considerar una linea evaluable para
displasia no est4 claramente definido por la OMS. Diferentes publicaciones centradas en
LMA-CRM establecen en su metodologia de evaluacion de la displasia unos rangos que
pueden servir de referencia y que estan en torno a un minimo de 20 a 25 elementos de la
serie eritroide, 20 a 25 elementos de la serie granulocitica, y de 6 a 10 megacariocitos
(62,67,84); si bien, idealmente, se recomienda valorar un nimero mayor de células. En
el caso de los SMD la recomendacion de la OMS es evaluar 200 precursores eritroides,

200 neutrodfilos y sus precursores y al menos 30 megacariocitos (78).

2.6. Citogenética

Las LMA-CRM presentan una gran variedad de anomalias citogenéticas subyacentes.
Muchas de ellas son comunes a las encontradas en los SMD y a menudo involucran
ganancias o pérdidas de segmentos de ciertos cromosomas o de cromosomas completos.
Las anomalias detectadas con mas frecuencia son el cariotipo complejo, la monosomia

del cromosoma 7 o la del(7q) y la del(5q) (48,62,63,73,74,85).

Las alteraciones citogenéticas que se consideran diagnosticas de esta categoria segun la
OMS de 2017 (en el contexto de una blastosis >20% en sangre periférica y/o médula dsea
y habiendo excluido LMA-t y LMA con anomalias citogenéticas recurrentes, salvo las
definidas por mutaciones) se pueden reunir en tres grupos: el cariotipo complejo, las

alteraciones en desequilibrio y las alteraciones equilibradas (Tabla 6) (48).

A) El cariotipo complejo, definido como la presencia de tres 0 mas anomalias
cromosdmicas, es la alteracion citogenética mas frecuente en LMA-CRM (62,63,73).
Dentro de este, predominan las alteraciones en desequilibrio, normalmente con pérdidas
de segmentos cromosémicos, siendo las mas habituales la del(5q), del(7q) y del(17p).
Estas tres anomalias muchas veces aparecen combinadas, en lo que se ha definido como
cariotipo complejo tipico, que se asocia con frecuencia a mutaciones de 7P53 (Figura 9)

(86).
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Figura 9. Cariotipo complejo: 44,XX,del(1)(q32),del(2)(q?),-4,
del(5)(q13q33),del(7)(q22q33),-11,-16,-17,-21,+r,+marl,+mar2[20].

B) Las alteraciones en desequilibrio que se consideran suficientes para incluir
un caso en esta categoria son (Figura 10) (48): la monosomia del cromosoma 7 o la
del(7q); la del(5q) o la t(5q); el isocromosoma 17q o la t(17p), que implican una delecion
de TP53; la monosomia del cromosoma 13 o la del(13q); la del(11q); la del(12p) o la
t(12p); y por ultimo el cromosoma X isodicéntrico [(idic(X)(ql3)], que se asocia a la
presencia de sideroblastos en anillo posiblemente por delecion del gen 4BCB7 que
transporta hierro fuera de la mitocondria. Dentro de estas, las alteraciones mas frecuentes
en LMA-CRM son las que afectan a los cromosomas 5 y 7: monosomia del cromosoma

7/ del(7q) y del(5q) (62,63,85).

Otras alteraciones como la trisomia 8 y la del(20q), que son alteraciones comunes en
SMD, no se consideran especificas de esta categoria, por lo que de manera aislada no son
suficientes para clasificar un caso como LMA-CRM. Lo mismo ocurre con la pérdida del

cromosoma Y, que es frecuente en varones de edad avanzada.
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Figura 10. Anomalias en desequilibrio en LMA-CRM.

C) Las translocaciones equilibradas son alteraciones mucho menos frecuentes

en LMA-CRM vy son sumamente excepcionales. Cuando ocurren afectan con frecuencia
a 5q32-33.

En la clasificacion de la OMS de 2017 se consideran diagnosticas de LMA-CRM las
siguientes (48): t(11;16)(q23.3;p13.3), t(3;21)(q26.2;q22.1), t(1;3)(p36.3;q21.2),
t(2;11)(p21;923.3),  t(5;12)(q32;p13.2),  t(5;7)(q32;q11.2), t(5;17)(q32;p13.2),
t(5;10)(932;921) y t(3;5)(q25.3;935.1) (Figura 11). Destaca que dos de ellas, la
t(2;11)(p21;923.3) y la t(11;16)(q23.3;p13.3), implican reordenamientos de KM72A4
(previamente gen MLL); sin embargo, segun esta clasificaciéon los casos con este
reordenamiento especifico de 11g23.3, que no hayan recibido quimioterapia y/o
radioterapia previas, se clasifican dentro de la categoria de LMA-CRM y no dentro de las
LMA con anomalias citogenéticas recurrentes. Otro dato destacable es que las
translocaciones que afectan a 5932 implican reordenamientos de PDGFRB (receptor beta

del factor de crecimiento derivado de plaquetas).
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Figura 11. Translocacion equilibrada en LMA-CRM. Cariotipo:
46,XY,t(3;5)(925;934)[20].

2.7. Caracterizacion molecular

Las LMA-CRM se caracterizan por un patron de anomalias moleculares que se diferencia
del observado en otros subtipos de LMA. Las mutaciones que aparecen con mayor
frecuencia afectan a 7P53, hasta en un 39% de los casos y a ASXLI, hasta en un 35%
(85,87-90). En la Tabla 9 se enumeran las mutaciones mas prevalentes en LMA-CRM

(incluidas aquellas con frecuencia > 6%).

De estas mutaciones, las que han mostrado una frecuencia significativamente superior en
LMA-CRM frente a otros subtipos de LMA son las mutaciones en ASXLI, TP53,
SETBPI, SRSF2 y U2AF1. Por el contrario, se describe una tasa inferior de mutaciones
en FLT3, KIT, WT1, DNMT3A, NPM1 y CEBPA (87,89,91). En el caso de NRAS y
PTPNI11 se han reportado resultados variables segun los estudios (89,91). Las mutaciones
de NPMI y la mutaciéon bialélica de CEBPA son excepcionales en LMA-CRM,

probablemente debido a la rareza de que aparezcan asociadas a anomalias citogenéticas
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relacionadas con SMD (circunstancia en la que estos casos quedarian clasificados como

LMA-CRM).

Tabla 9. Mutaciones descritas en LMA-CRM con frecuencia > 6% (85,87-91)

Mutacion Frecuencia (%) Categoria funcional
TP53* 16,7-39 Reparacion del dano celular
ASXLI* 18,1-35 Regulador epigenético
IDH?2 11-21 Regulador epigenético
NRAS 17-17,9 Transduccion de senales
U2AFI* 8,3-17,9 Factor de splicing
RUNXI 11-17 Factor de transcripcion
TET2 6-15 Regulador epigenético
PTPNI11 11,9 Transduccion de senales
SRSF2* 11,9-15,3 Factor de splicing
IDHI 4,1-11 Regulador epigenético
DNMT3A 8-10 Regulador epigenético
STAG?2 7 Cohesina
FLT3 7 Transduccion de senales
KRAS 6,9 Transduccion de senales
NF1 6-6,9 Transduccion de senales
SETBPI* 6 Factor de transcripcion
ETV6 6 Factor de transcripcion

*Mutaciones con frecuencia significativamente superior en LMA-CRM. Abreviaturas:

LMA-CRM: leucemia mieloide aguda con cambios relacionados con mielodisplasia.

Por otra parte, se ha descrito una mayor proporcion de casos con mutacion de 7P53 entre
las LMA-CRM de novo, mientras que en las LMA-CRM secundarias a SMD se observa
una frecuencia superior de mutaciones en SETBPI, RUNXI y SRSF2 (85,92). Otros
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estudios, sin embargo, no han encontrado diferencias en el perfil de mutaciones entre los

casos de LMA-CRM de novo y los secundarios a SMD o SMD/NMP (87,88).

Las diferencias observadas en el perfil mutacional de los pacientes con LMA-CRM hace
que se hayan tratado de identificar mediante técnicas de secuenciacion de nueva
generacion (NGS, del inglés Next Generation Sequencing) genes “predictores” que
permitan identificar aquellos casos de LMA de novo que puedan presentar caracteristicas
biologicas y pronosticas similares a las de las LMA-CRM, incluso en ausencia de los
criterios diagnosticos clasicos de esta categoria. En este sentido, Gao y colaboradores
(89) proponen como posibles factores predictores de LMA-CRM la aparicion de
mutaciones en ASXL1, TP53, U2AF1, SRSF2 y SETBPI. Otro ejemplo es el desarrollo
por Baer y colaboradores (90) de un modelo de prediccién automéatico que, valiéndose de
la informacidon molecular, los datos citogenéticos y la historia del paciente, es capaz de
identificar correctamente, sin valorar la morfologia, del 96 al 99% de casos previamente
catalogados como LMA-CRM segun criterios OMS. Mediante la aplicacion de este
modelo identifican ademas mas de un 10% de casos de LMA que presentan lo que
identifican como patréon molecular “tipo LMA-CRM” y, que a pesar de no haber sido
clasificados como LMA-CRM por criterios cldsicos, comparten con estas un prondstico
desfavorable, sugiriendo el empleo de estrategias de tratamiento similares para los
pacientes con este perfil molecular (90). Relevante es también el estudio de Lindsley y
colaboradores (93) en el que se estudia una cohorte de casos con LMA-CRM secundarias
a SMD o SMD/NMP, encontrando un conjunto de mutaciones (SRSF2, SF3B1, U2AF1,
ZRSR2, ASXLI, EZH2, BCOR, STAG2) que son altamente especificas de LMA
secundarias. El estudio de estas mutaciones en LMA de novo y LMA-t indentifica a
pacientes con un perfil biologico similar al de las LMA secundarias a SMD, por lo que
proponen la caracterizacion genética y molecular como sistema de clasificacion mas

preciso de las LMA.

En relacién con el prondstico hay dos mutaciones que, dentro de las LMA-CRM,
consiguen identificar de manera independiente dos subgrupos de pacientes con un
prondstico especialmente adverso, son las mutaciones en ASXL/ y TP53 (88). Mientras

que la mutacion de 7P53 se encuentra principalmente en pacientes con cariotipo
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complejo, y que, por tanto, estdn en la categoria de riesgo citogenético adverso, la
mutacion de ASXL1 es més frecuente en pacientes en el grupo de citogenética de riesgo
intermedio (87,88). La mutacion de ASXL/ en LMA-CRM se ha asociado ademas con la
ausencia de anomalias citogenéticas relacionadas con SMD, con la presencia de
mielodisplasia y con una mayor frecuencia de disgranulopoyesis en la médula osea (88).
Tiende a asociarse con mutaciones en otros genes como SETBPI, SRSF2, U2AFI,
STAG2, CSFR3 y ETV6; sin embargo, es mutuamente excluyente con las mutaciones de

FLT3-ITD, NPM1 y WTI (89).

2.8. Valor prondstico de la categoria

El diagnostico de LMA-CRM se ha asociado globalmente a un mal prondstico, con una
tasa de remisiones completas y una supervivencia global inferiores a las de otros subtipos
de LMA (56,58,61,63,87,94). Esto ha sido corroborado en diferentes estudios: Weinberg
y colaboradores en una cohorte de 100 pacientes con LMA describieron una mediana de
supervivencia global y supervivencia libre de progresion significativamente mas cortas
en los pacientes con LMA-CRM frente a LMA-NE (61); Devillier y colaboradores en una
revision de 85 casos, obtuvieron una tasa de remisiones completas tras tratamiento
intensivo significativamente inferior en el grupo de LMA-CRM respecto a otras LMA
(48% vs 78%, p=0,023) (87); y Xu y colaboradores reportaron en un estudio amplio con
449 pacientes con LMA una mediana de supervivencia global significativamente mas
corta en LMA-CRM en comparacion con LMA-NE (10 meses frente a 16), asi como una
menor supervivencia libre de enfermedad (5 meses frente a 12) y menor tasa de

remisiones completas (60,9% frente a 77,5%) (63).

Sin embargo, los resultados son mas dispares a la hora de determinar cuéles son los
factores que se asocian a un peor prondstico en los pacientes con LMA-CRM. En
particular, se ha demostrado que la citogenética tiene un papel esencial, y que los casos
con alteraciones citogenéticas relacionadas con SMD, y especialmente los de cariotipo
adverso, muestran una supervivencia significativamente inferior comparados con
aquellos casos con cariotipo normal o ausencia de anomalias relacionadas con SMD

(62,63,76,85,94). El impacto negativo del antecedente de SMD o SMD/NMP en el
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prondstico de los pacientes con LMA-CRM también se ha establecido en diferentes

estudios (62,63,94). Otros factores que se han asociado a un pronostico desfavorable en

LMA-CRM han sido la edad (63,85) y la presencia de determinadas mutaciones como
ASXLI (88) o TP53 (85,88). Sin embargo, especialmente discutido ha sido el valor

predictivo de la displasia multilinea y si esta caracteristica identifica de forma

independiente a pacientes con un prondstico adverso, comparable al del resto de los

pacientes con LMA-CRM diagnosticados por criterios citogenéticos o por el antecedente

de SMD o SMD/NMP. Los resultados de los estudios que han abordado esta cuestion se

detallan a continuacion:
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Arber y colaboradores -2003- (56), en un estudio con 300 pacientes que incluia
106 casos de LMA con displasia multilinea, observaron una supervivencia global
significativamente inferior de los casos con displasia frente al resto de LMA vy,
especificamente, frente a LMA-NE; respaldando la importancia prondstica de la
displasia multilinea y por tanto la validez de la categoria definida por la OMS.
Haferlach y colaboradores -2003- (57), en un anélisis de 614 pacientes con LMA
entre los que se incluian 152 casos de LMA con displasia multilinea, concluyeron
que la presencia o ausencia de displasia no tenia impacto en la tasa de remision,
la supervivencia libre de enfermedad o la supervivencia global de los pacientes;
aunque si demostraron correlacion entre la displasia trilinea y un cariotipo
desfavorable.

Yanada y colaboradores -2005- (58), en un estudio con 109 casos de LMA, y
Want y colaboradores -2008- (59), con 1766, tampoco lograron demostrar un
impacto pronostico independiente de la displasia multilinea, aunque en este tltimo
estudio se observd de nuevo asociacion de la displasia a una citogenética
desfavorable.

Weinberg y colaboradores -2009- (61), en una revision de 100 pacientes con LMA
que incluia 48 casos de LMA-CRM encontraron que, aunque los casos con
displasia multilinea en ausencia de alteraciones citogenéticas relacionadas con
SMD tenian un prondstico mejor que el de los casos con alteraciones
citogenéticas, este era aun peor que el de las LMA-NE, apoyando este dato el
valor pronostico de la mielodisplasia.

Miessner y colaboradores -2010- (62), en un estudio con 408 casos de LMA-CRM

y LMA-NE, no encontraron diferencias en la supervivencia de los pacientes con
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LMA-CRM diagnosticada solo por la presencia de displasia y las LMA-NE. En
este estudio, la citogenética y el antecedente de SMD si demostraron ser
pronosticamente relevantes.

Xu y colaboradores -2014- (63) publicaron resultados muy similares a los de
Miessner. Tras analizar 449 casos de LMA, el pronostico global de las LMA-
CRM result6 ser significativamente inferior que el de las LMA-NE, pero con
respecto a los criterios de diagndstico, solo la citogenética y el antecedente de
SMD o SMD/NMP demostraron ser factores prondsticos independientes, frente a
la ausencia de valor de la displasia multilinea.

Rozman y colaboradores -2014- (67), en un grupo seleccionado de 177 pacientes
con LMA con citogenética de riesgo intermedio y sin mutacion de NPMI,
demostraron que la presencia de mielodisplasia se asociaba a una menor
probabilidad de remision completa.

Fang y colaboradores -2020- (94) realizaron una revision de 186 casos de LMA-
CRM en la que obtuvieron que el pronodstico de los casos con anomalias
citogenéticas relacionadas con SMD (especialmente cariotipo complejo) y con
antecedente de SMD o SMD/NMP era significativamente inferior al de los casos
diagnosticados solo por mielodisplasia; sin embargo, a pesar de los mejores
resultados de este subgrupo, estos aun eran inferiores a los reportados para LMA-
NE, apoyando este dato el prondstico adverso de la categoria tal y como quedaba
definida en la OMS 2017.

Jiang y colaboradores -2020- (76) compararon 179 LMA-CRM y 105 LMA-NE
con cariotipo normal, concluyendo que los pacientes con LMA-CRM
diagnosticados solo por la presencia de displasia multilinea tenian un prondstico
mejor que el resto de LMA-CRM y comparable al del grupo de LMA-NE.
Montalban-Bravo y colaboradores -2020- (85) evaluaron el pronéstico de 415
pacientes con LMA-CRM en funcion del criterio de diagnostico, obteniendo que
los pacientes con displasia multilinea y aquellos con antecedente de SMD no
tratado tenian mejor supervivencia global que los casos con anomalias
citogenéticas relacionadas con SMD o con antecedente de SMD tratado. Al
comparar las LMA-CRM con un grupo control de 468 LMA, concluyeron que el
grupo de diagnostico morfologico tenia un pronodstico equiparable al de los

pacientes con LMA de riesgo intermedio segiin la ELN.
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En otro sentido, y teniendo en cuenta los resultados contradictorios en cuanto al
significado de la displasia en LMA, también se ha planteado si la definicion de displasia
multilinea establecida por la OMS es la dptima para diferenciar casos con significado
clinico o, si la consideracion de solo ciertos rasgos especificos de displasia podria tener
una mejor correlacion con el pronostico. Por ejemplo, en el trabajo de Rozman y
colaboradores -2014-, se utiliza una definicion mas amplia de displasia multilinea
(displasia en >50% de los elementos de una linea celular y > 30% de las células de alguna
de las otras lineas) que mantiene significado prondstico (67). En el trabajo de Weinberg
y colaboradores -2015- (84) se analiza de manera individual el valor de rasgos especificos
de displasia en un grupo de LMA-CRM sin alteraciones citogenéticas relacionadas con
SMD, encontrando que solo la presencia de micromegacariocitos y de neutrofilos
hipogranulares se asocia con una menor supervivencia libre de enfermedad.
Concretamente el valor pronostico de la displasia megacariocitica en LMA,
especificamente de la presencia de micromegacariocitos (95,96) y también de

megacariocitos hipolobulados (88) ha sido refrendada en estudios posteriores.

2.9. Tratamiento

La eleccion del tratamiento para los pacientes con LMA-CRM va a depender de diferentes
factores como la edad, el estado funcional o la presencia de alteraciones citogenéticas de

riesgo adverso entre otros.
Entre las diferentes opciones de tratamiento se encuentran:

— Quimioterapia convencional: los regimenes de quimioterapia tipo “3+7”, que
combinan la administracion de siete dias de ARA-C con tres dias de antraciclinas son
el estandar de tratamiento intensivo para la induccion a la remision en pacientes con
LMA, incluidas las LMA-CRM. Sin embargo, en estas ultimas, los datos de remision
completa y de supervivencia global con este régimen son inferiores a los de otros
subtipos de LMA (25,63,97). En un estudio de 115 pacientes con LMA-CRM tratados
con quimioterapia se obtuvieron tasas de remision completa del 60,9% en LMA-CRM
frente al 77,5% en LMA-NE, con una mediana de supervivencia global de 10 meses
y de 16 meses respectivamente, siendo ambas diferencias significativas (63). Cuando

se ha comparado el resultado de la quimioterapia intensiva segun los diferentes
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criterios diagndsticos de LMA-CRM se obtiene que el grupo que mas se beneficia de
este tratamiento es el de los pacientes diagnosticados por la presencia de displasia
multilinea, que tienen una supervivencia global significativamente mejor que el resto

de los pacientes (85).

CPX-351: es el unico farmaco aprobado especificamente para pacientes con LMA-
CRM, y el primero en demostrar un impacto favorable en términos de supervivencia
frente a la quimioterapia convencional (97). Se trata de una formulacion liposomal de
citarabina y daunorrubicina con una relacion molar 1:5, que maximiza su actividad
sinérgica antitumoral, con una semivida plasmatica prolongada tras la administracion
intravenosa. Estudios preclinicos demuestran que estos liposomas persisten en altas
concentraciones en la médula 6sea, donde tienen una captacion preferencial por las
células leucémicas en comparacion con las células hematopoyéticas normales. Una
vez internalizados, los liposomas se degradan y liberan los farmacos en el medio
intracelular (98,99). Todas estas caracteristicas contribuyen a aumentar la actividad
antileucémica de este farmaco, que fue autorizado por la Agencia Europea de
Medicamentos (EMA) el 27 de agosto de 2018 para el tratamiento de pacientes
adultos con nuevo diagnostico de LMA-CRM y LMA-t. Su aprobacion estuvo basada
en los resultados de un ensayo clinico fase III, abierto, multicéntrico y aleatorizado
que comparaba CPX-351 con daunorrubicina y citarabina convencionales (esquema
“3+7”) en pacientes de edad entre 60 y 75 afios con LMA de alto riesgo de nuevo
diagnostico, que no hubieran recibido tratamiento previo. La definicion de alto riesgo
incluia LMA-CRM y LMA-t, aunque hay que matizar que los casos con LMA-CRM
correspondian solo a pacientes con alteraciones citogenéticas relacionadas con SMD
o con antecedente de SMD o SMD/NMP. El ensayo incluyd 309 pacientes, 153 en la
rama de CPX-351 y 156 en la de quimioterapia convencional. Tras una mediana de
seguimiento de 20,7 meses, CPX-351 demostré mejorar la supervivencia global en
3,6 meses frente al esquema 3+7 (mediana de 9,56 frente a 5,95 meses; HR: 0,69; IC
95% 0,52-0,9; p=0,003). Las respuestas globales también fueron mejores en la rama
de CPX-351 (respuestas completas + respuestas completas con recuperacion
hematologica incompleta del 47,7% frente al 33,3%; p=0,016). El beneficio se
observd tanto en LMA-CRM como en LMA-t (97,100). Solo los casos con LMA
secundaria a SMD que habian recibido previamente tratamiento con agentes

hipometilantes no mostraron beneficio en la supervivencia global. El nimero de
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pacientes que recibi6 un trasplante alogénico fue superior en la rama de CPX-351
(34% frente a 25% en la rama de quimioterapia tipo 3+7; p=0,098). Con respecto a
los efectos adversos fueron muy similares en ambas ramas, salvo la recuperacion
hematologica de neutrofilos y plaquetas que fue mas larga entre los pacientes que
recibieron CPX-351. Datos a mas largo plazo y estudios posteriores con pacientes en
vida real confirman la eficacia y seguridad de CPX-351 en este grupo de pacientes

(101-103).

Trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos: es la tnica opcion
potencialmente curativa. Dos estudios, con 139 (incluyendo 60 LMA-CRM) y 138
(incluyendo 50 LMA-CRM) pacientes con LMA, respectivamente, han demostrado
una supervivencia global, mortalidad no relacionada con la recaida e incidencia
acumulada de recaida similares entre los pacientes trasplantados con LMA-CRM y

LMA-NE (104,105).

Terapias dirigidas: en algunos casos los pacientes con LMA-CRM pueden ser
candidatos a tratamiento con:

o Gemtuzumab ozogamicina: se trata de un conjugado compuesto por un
anticuerpo monoclonal dirigido contra CD33 unido covalentemente al
citotoxico N-acetil-gamma-calicheamicina. Fue autorizado por la EMA en el
2018 para el tratamiento combinado con daunorrubicina y citarabina de
pacientes a partir de los 15 anos con LMA CD33+ de novo (excepto la
leucemia promielocitica) que no hubieran recibido tratamiento previo. Su
aprobacion estuvo basada en un estudio fase III, multicéntrico, aleatorizado y
abierto en el que esta combinacion demostrd un incremento de supervivencia
libre de enfermedad frente a la quimioterapia sola (106). Sin embargo, en este
ensayo se excluyeron pacientes con antecedente de SMD o SMD/NMP y en
el andlisis por subgrupos, el uso de gemtuzumab ozogamicina no mejor6 la
supervivencia libre de enfermedad en los pacientes con citogenética de riesgo
adverso. Hasta el momento no hay informacion especifica sobre la eficacia o

seguridad de este farmaco en pacientes con LMA-CRM.

o Midostaurin y gilteritinib: son inhibidores de FLT73. Midostaurin esta

aprobado para pacientes adultos con LMA de nuevo diagnostico con mutacion
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FLT3 en combinacién con la quimioterapia estindar de induccion
(daunorrubicina y citarabina) y de consolidacion (altas dosis de citarabina)
seguido de un tratamiento de mantenimiento en monoterapia en pacientes que
hayan alcanzado respuesta completa. Gilteritinib esta indicado en monoterapia
para el tratamiento de pacientes adultos con LMA recidivante o refractaria con
mutacion FLT3. Aunque no se han ensayado especificamente en pacientes con
LMA-CRM, globalmente ambos farmacos han mostrado resultados
prometedores en LMA y pueden ser adecuados en pacientes con mutacion de

FLT3 (107,108).

o Otras terapias dirigidas: ivosidenib y enasidenib son firmacos inhibidores de
IDHI e IDH?2, respectivamente. Estan aprobados por la Administracion de
Alimentos y Medicamentos (FDA) de los EE. UU., pero no por la EMA, para
el tratamiento de adultos con LMA en recaida o refractaria con mutaciones
susceptibles de IDHI e IDH?2. No se han ensayado especificamente en LMA-
CRM.

Tratamientos de baja intensidad: los pacientes que no son candidatos a quimioterapia
intensiva pueden beneficiarse de agentes hipometilantes (azacitidina o decitabina),
solos o en combinacion con venetoclax (inhibidor potente y selectivo de la proteina
antiapoptotica BCL-2); o de dosis bajas de citarabina. La azacitidina es el tratamiento
mas empleado en pacientes con LMA-CRM no candidatos a terapia intensiva. En este
grupo de pacientes ha demostrado mejorar la mediana de supervivencia global frente
a otros regimenes de tratamiento convencionales, principalmente dosis bajas de
citarabina (8,9 meses frente a 4,9; HR: 0,74; 95% IC, 0,57-0,97), con mejor tasa
también de respuestas globales (109). En el caso de la decitabina no se han realizado
andlisis especificamente en pacientes con LMA-CRM. Venetoclax estd indicado en
el tratamiento de pacientes adultos con LMA de nuevo diagnostico que no son
candidatos a recibir quimioterapia intensiva en combinacidon con un agente
hipometilante. Aunque no hay estudios especificos en LMA-CRM, es una opcion de
tratamiento a considerar por su alta tasa de respuestas y facilidad de administracion

(110).
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Con respecto a la eleccion del tratamiento, cuando la intencion es curativa, las estrategias
se centran en utilizar quimioterapia de induccion intensiva seguida de TPH alogénico. El
uso de esquemas capaces de inducir la remision previa al trasplante es fundamental para
asegurar una mejor respuesta. CPX-351 es el primer farmaco que ha demostrado mejorar
las respuestas globales en los pacientes con LMA-CRM, consiguiendo que un mayor
numero de pacientes lleguen al TPH en comparacion con los regimenes de quimioterapia
convencional y una supervivencia mayor después del trasplante alogénico (97,101). Sin
embargo, no hay comparaciones con otras estrategias como el uso de agentes
hipometilantes en combinacion con venetoclax, y tampoco se ha ensayado su uso en
combinacion con terapias dirigidas. Para pacientes no candidatos a terapia intensiva, la

azacitidina sigue siendo el firmaco mas empleado.

En la actualidad hay diferentes ensayos clinicos en marcha en un esfuerzo por mejorar
los resultados en este grupo de pacientes. Se estd ensayando el uso de CPX-351 en
pacientes menores de 60 afios con LMA-CRM (NCT04269213) (111). También hay un
estudio fase I de CPX-351 en combinacion con glasdegib en pacientes con LMA-CRM
o LMA-t a partir de 75 afios 0 no aptos para quimioterapia intensiva (NCT04231851)
(112). Existe un ensayo fase III que compara el uso de azacitidina en combinacion con
mepesuccinato de omacetaxina, frente a azacitidina sola para pacientes con SMD de
riesgo intermedio, SMD de riesgo alto y LMA-CRM (NCT03978364) (113).
Pevonedistat, una molécula pequefia inhibidora de la enzima activadora de la NEDDS§
(EAN) que puede inhibir la proliferacion y supervivencia celular, se esta investigando en
combinacion con quimioterapia tipo 3+7 en un ensayo fase Ib/II en pacientes con LMA-

CRM y LMA-t (NCT03330821) (114).
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3. LAS MUTACIONES EN ASXL1 EN LAS NEOPLASIAS MIELOIDES
3.1. El gen ASXL1

El gen ASXL1I (por sus siglas en inglés, additional sex combs like 1) es uno de los genes
mutados con mayor frecuencia en las neoplasias mieloides. Se sitia en la banda
cromosdmica 20q11.21 y forma parte de una familia de tres genes: ASXLI, ASXL2 y
ASXL3, que son homologos del gen ASX (additional sex combs) de la mosca Drosophila
(115-118). Fue caracterizado en el afio 2003 por Fisher y colaboradores (115). EI gen
ASXLI se expresa ampliamente en los tejidos de los mamiferos, incluida la médula 6sea,
donde su expresion es baja (115). En la Figura 12 se representa el gen ASXL/ constituido

por 12 exones (NM_001363734).

ASXLI 20q11)| cn2o

o~ e N ~ - N =
m» & = QI -8 88 = = & me 3
2 & d & fofffsod o 4 4 4 d4d 9
8§ o TeE se
A a o o a a8 aoc T o% o o o & oo o
1 I I |________Emee ]
_'-"" »\
r"/z,s/:swssw l

B L JUDSUSURIN (Eeatyy

Figura 12. Representacion del gen ASXLI en el locus 20q11. A) Localizacion del gen
ASXLI en el cromosoma 20. B) Exones del 1 al 12 del gen ASXLI. Modificado de
Mozziconacci, MJ; Birnbaum, D. ASXL/ (additional sex combs like 1 (Drosophila) Atlas
Genet Cytogenet Oncol Haematol. 2011;15(5):391-394 (119).

El gen ASXLI esta categorizado como miembro del grupo de genes “Enhancer of
trithorax and Polycomb” que codifican proteinas de los grupos polycomb y trithorax, que
son reguladores epigenéticos (120,121). Las proteinas polycomb son necesarias para
silenciar sus genes diana, mientras que las proteinas trithorax mantienen la activacion
transcripcional (120,121). ASXLI, por tanto, puede aumentar o reprimir la transcripcion
de genes en areas localizadas a través de la modificacion de la estructura de la cromatina.

La proteina ASXLI consta de un dominio amino terminal homologo a ASX (ASX-H, ASX
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homology domain) y un homeodominio carboxi-terminal (PHD C-terminal, C-terminal

plant homeodomain) (115).

3.2. La mutacion de ASXL]1 en las neoplasias mieloides

La gran mayoria de las mutaciones de ASXL/ encontradas en las neoplasias mieloides
afectan al exon 12 del gen (122,123). Estas mutaciones son heterocigotas en
practicamente todos los casos. Se trata principalmente de mutaciones sin sentido
(nonsense) y de mutaciones de cambio en el marco de lectura (frameshift), que dan lugar
a una proteina truncada con pérdida del homeodominio carboxi-terminal (PHD C-
terminal) (122), resultando en una haploinsuficiencia o un efecto dominante negativo. La
mutacion de ASXL I conduce a través del complejo represivo Polycomb 2 (PRC2, por sus
siglas en inglés Polycomb Repressive Complex 2) a una pérdida de la trimetilacion de la
lisina 27 en la proteina histona H3 (H3K27me3). PRC2 es un regulador epigenético que
acta a través de su actividad modificadora de histonas mediante la adicion de marcas

represivas H3K27me3 (Figura 13) (124).
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Figura 13. El complejo Polycomb PRC2. A) Diagrama que representa el complejo
Polycomb PRC2. B) Representacion esquematica de las interacciones de PCR2 con la
cromatina. Interacciones con el DNA o las histonas. Tomado de Margueron R, Reinberg

D. Nature. 2011 Jan 20;469(7330):343-9 (124).

Por tanto, la inhibicién de ASXLI conduce a la pérdida de reclutamiento de PRC2 y asi a

la pérdida de marcas represivas en histonas de loci leucemogénicos, como el
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agrupamiento HOXA (homeobox A), lo que conduce a una expresion mas alta de los genes
HOXA 5-9. Estos y otros datos sugieren un papel de la pérdida de ASXL/ en la
leucemogénesis mieloide, probablemente en combinacidon con alteraciones en otros

oncogenes (125).

Aunque el papel exacto de ASXL1 en la hematopoyesis normal y el mecanismo por el que
la mutacion en ASXLI contribuye al desarrollo de neoplasias hematologicas no se han
dilucidado completamente, los datos sugieren que funciona como un gen supresor de
tumores implicado en la homeostasis de las células hematopoyéticas y en la
autorrenovacion o diferenciacion de las células progenitoras mieloides normales
(123,127,128). En este sentido, modelos animales han mostrado que pérdidas o
mutaciones de ASXLI conducen al desarrollo de mielodisplasia o a una enfermedad
similar a un SMD en ratones (126-128), o que ratones con la mutacion de stop en ASXL/
Y 588X desarrollan neoplasias mieloides (129). También en un estudio se analiz¢ el efecto
de la expresion de la mutacion NRAS G 12D junto a la pérdida de ASXL/ in vivo mediante
el trasplante de estas células a ratones irradiados, resultando en una mieloproliferacion
acelerada y una supervivencia mas corta en los ratones con la pérdida adicional de ASXL/

frente a los ratones que si lo expresaban (125).

Las mutaciones en el gen ASXLI se reportaron por primera vez en el aiio 2009 en los
SMD, donde después de una blisqueda de genes candidatos mediante andlisis de arrays
de hibridacion gendmica comparada (aCGH, por sus siglas en inglés Comparative
Genomic Hybridization) se encontraron mutaciones de pérdida de funcion en el gen
ASXLI involucradas en esta enfermedad (123). Ademas de en los SMD, se han descrito
mutaciones en ASXLI en neoplasias mieloproliferativas (NMP), en SMD/NMP y en
LMA. Los porcentajes descritos son variables segun las series: 11-20,7% en SMD
(123,130-133), 20-47,2% en leucemia mielomonocitica cronica (LMMC) (123,131,134-
137), 16-36% en mielofibrosis primaria (134,138,139), 7% en policitemia vera (138) y
4% en trombocitemia esencial (138). En SMD y LMMC la mutacion en ASXL/ se ha
asociado con un menor tiempo hasta la transformacion a LMA (133,135). Ademas, las
mutaciones en este gen han sido relacionadas con un peor pronostico en SMD (133),

LMMC (135), NMP (138) y mielofibrosis primaria (140). La frecuencia de la mutacion
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de ASXL1 en LMA y las caracteristicas asociadas a la misma se desarrollan en el siguiente

apartado (3.3).

La mutacion mas prevalente en las neoplasias mieloides, que representa mas del 50% de
todas las mutaciones en ASXL/, es una duplicacion de una guanina (c.1934dupG) que
conduce a un cambio de marco de lectura (p.Gly646TrpfsX12) y, que después de algun

desacuerdo, actualmente se considera una verdadera mutacion patogénica (122,133,141).

3.3. Caracteristicas asociadas a la presencia de mutacion de ASXLI en LMA

De manera global el porcentaje de casos con mutacion en ASXLI descrito en LMA varia
entre el 5,3 y el 25% segun las series (131,141-145). Entre las caracteristicas clinicas que
se han asociado de manera significativa a la presencia de esta mutacion se encuentran:
edad avanzada, sexo masculino, leucocitosis y menor porcentaje de blastos en sangre
periférica y en médula 6sea (142,144,145). Con respecto al tipo de LMA, se ha descrito
mayor frecuencia de mutacion de ASXLI en LMA secundarias (144,145) y en LMA-CRM
(146). En relacion con la citogenética, la mutacion en ASXL/ se ha asociado con trisomia
8, alteraciones en el cromosoma 11 [+11, del(11q), t(11), add(11p)] y cariotipo normal;
siendo inversa su asociacion con el cariotipo complejo, con las anomalias citogenéticas
relacionadas con SMD [-5/del(5q) y 7-/del(7q)], y con la t(15;17) (131,142,144). Entre
las alteraciones moleculares, ASXL1 se presenta con mas frecuencia junto a mutaciones
en RUNXI, mientras que se describe una menor incidencia de mutaciones en NPM1, WTI,
FLT3 ITD y DNMT3A4 respecto a las LMA ASXLI negativas (141-143,145). Por ultimo,
la deteccion de mutaciones en ASXL/ se ha asociado a un impacto prondstico adverso

independiente en LMA (141,147-150).

3.4. Caracteristicas asociadas a la presencia de mutacion de ASXL1 en LMA-CRM

Dentro del grupo de LMA-CRM se ha descrito una incidencia elevada de mutaciones en
ASXLI, que alcanza el 35% de los casos (87). La presencia de mutacion de ASXLI en
LMA-CRM se ha asociado a mielodisplasia, a una mayor proporcion de
disgranulopoyesis en la médula 6sea, al grupo de riesgo citogenético intermedio y a la

ausencia de alteraciones citogenéticas relacionadas con SMD (87,88). Ademas, dentro de
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las LMA-CRM, la mutacion en ASXLI identifica a un subgrupo de pacientes de
pronostico especialmente adverso, describiéndose una tasa de respuestas completas del
40% en casos con mutacion en ASXL/ frente al 69% en pacientes sin mutacion (p=0,039);
y una supervivencia global a los dos afios dentro del grupo con citogenética de riesgo
intermedio del 14% en casos con mutacién en ASXL] frente al 37% en casos sin mutacion

(p=0,030) (88).
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RESUMEN DE LA SITUACION ACTUAL

La clasificacion de las LMA tiene como objeto la definicion de entidades con un perfil
clinico, biologico y pronostico diferenciado. Las LMA-CRM constituyen un subtipo
frecuente de LMA (21-48% de las LMA del adulto) (56,58,61,71,72) asociadas a mal
prondstico. Sin embargo, tal y como queda definido en la OMS de 2017 se trata de un
grupo muy heterogéneo en el que se incluyen pacientes con displasia multilinea como
unico criterio de diagnostico, otros que presentan alteraciones citogenéticas de riesgo
adverso, pacientes que han progresado a partir de un SMD o un SMD/NMP o bien, casos
que retnen varias de estas caracteristicas. De los tres criterios que pueden llevar al
diagnostico de LMA-CRM, el perfil citogenético ha demostrado tener un papel
prondstico relevante, y los casos con anomalias citogenéticas relacionadas con SMD,
especialmente los de cariotipo adverso, muestran una supervivencia significativamente
menor comparada con aquellos con cariotipo normal o anomalias no relacionadas con
SMD (62,63,94). Diversos estudios han establecido también el impacto negativo de la
historia previa de SMD o SMD/NMP en los pacientes con LMA y especificamente en
LMA-CRM (62,63,94). Sin embargo, el valor de la displasia multilinea como factor
pronostico independiente en los pacientes con LMA-CRM ha sido un aspecto muy
discutido, con estudios que muestran resultados desiguales (56-59,61-63,67,76,85,94).
Ademas, se afiade que la displasia es un criterio a veces dificil de objetivar, basado en
una evaluacion citomorfoldgica que implica cierto grado de variabilidad interobservador
y que es dependiente de la presencia de hematopoyesis residual en el momento del

diagnostico de la leucemia.

Por otro lado, la aplicacién durante los Gltimos afos de las técnicas moleculares de
secuenciacion de nueva generacion al estudio de las LMA, ha dado lugar a numerosa
informacion que se ha convertido en una nueva herramienta de diagndstico, por ejemplo,
las mutaciones de NPMI y las mutaciones bialélicas de CEBPA definen diferentes
categorias de LMA; y también de pronostico, por ejemplo, mutaciones de 7P53 y de
ASXL1, que estan asociadas a un pronostico adverso. En el grupo de las LMA-CRM se
ha descrito un perfil molecular diferenciado con una elevada frecuencia de mutaciones en

ASXLI (87).
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Con esta perspectiva histdrica planteamos el estudio de una cohorte de pacientes con
LMA-CRM centrdndonos en su caracterizacion citomorfologica, citogenética y
molecular, en el estudio de la mutacién en ASXLI como posible marcador asociado a
LMA-CRM con utilidad prondstica, y en la evaluacion de la displasia multilinea como

factor pronostico independiente en este grupo.

Algunos de los conceptos planteados en la hipotesis y objetivos de este proyecto de tesis,
iniciado en el afio 2019, se recogen en la nueva clasificacion de las LMA publicada en
junio de 2022 en el articulo que antecede a la quinta edicion de la clasificacion de las
neoplasias hematologicas de la OMS (151); estos aspectos, al igual que los detalles de la
nueva clasificacion, se debatiran en profundidad en el apartado de discusion del presente

trabajo de tesis.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1. HIPOTESIS DE TRABAJO

La displasia multilinea es un factor prondstico discutido en LMA, que se ha utilizado

desde el afio 2001 como criterio de diagndstico de la LMA-CRM.

Como hipotesis de trabajo se propone que la displasia multilinea por si sola no constituye
un factor pronoéstico independiente en los pacientes con LMA-CRM, sino relacionado con
o dependiente de otros factores genético-moleculares subyacentes; y, que el perfil
mutacional permite discriminar diferentes categorias pronosticas dentro de los pacientes
diagnosticados solo por la presencia de displasia, centrando el estudio en la mutacion de

ASXLI como posible marcador asociado a LMA-CRM.

2. OBJETIVOS

1. Estudiar las caracteristicas citomorfoldgicas, citogenéticas y moleculares de los

pacientes con LMA-CRM (OMS 2017) al diagnéstico.

e Descripcion de las caracteristicas citomorfologicas, citogenéticas y moleculares
de las LMA-CRM.

e Identificacion de diferencias por subgrupos diagndsticos (pacientes con
alteraciones citogenéticas relacionadas con SMD, pacientes con antecedente de
SMD o SMD/NMP, pacientes con displasia multilinea como tnico criterio de
diagnostico).

e Pronostico de las LMA-CRM comparado con LMA-NE.

2. Estudiar la asociacion de la mutacion de ASXLI a LMA-CRM vy su valor pronéstico.

e Establecer la frecuencia de la mutacion de ASXL] en LMA-CRM y compararla
con la encontrada en un grupo control de LMA-NE.
o Identificar caracteristicas clinicas, citomorfoldgicas, citogenéticas y moleculares

asociadas a la presencia de la mutacién de ASXL! en pacientes con LMA-CRM.
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e Establecer el posible valor prondstico de las mutaciones en ASXLI en pacientes

con LMA-CRM.

3. Evaluar el valor pronostico independiente de la displasia multilinea en LMA-CRM.
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e Evaluacion del valor prondstico independiente de la displasia multilinea.

e Asociacion de rasgos citomorfoldgicos de displasia con prondstico en LMA-

CRM.

e Otras variables con impacto prondstico en LMA-CRM.
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MATERIAL Y METODOS
1. Criterios de seleccion de pacientes

Se realiz6 un estudio ambispectivo de pacientes de edad adulta (>14 afios) de un tnico
centro de tercer nivel (Hospital Universitario Virgen del Rocio, Sevilla) diagnosticados
de LMA-CRM entre los afios 2008 y 2020 de acuerdo con criterios OMS 2017 (Tabla
10).

Tabla 10. Criterios diagndsticos de LMA-CRM (OMS 2017)

1. Presencia de >20% de blastos en sangre periférica y/o médula 6sea

2. Cualquiera de los siguientes (uno o mas)

— Historia de sindrome mielodisplasico o neoplasia
mielodisplésica/mieloproliferativa

— Presencia de anomalia citogenética relacionada con mielodisplasia
o Cariotipo complejo
o Anomalias en desequilibrio
= -7/del(7q)
= del(5q) o t(5q)
= [socromosoma 17q o t(17p)
= -130del(13q)
= del(11q)
= del(12p) o t(12p)
* idic(X)(ql3)
o Anomalias equilibradas
= t(11;16)(q23.3;p13.3)
= 1(3;21)(q26.2;922.1)
= t(1;3)(p36.3;q21.2)
= t(2;11)(p21;923.3)
= t(5;12)(q32;p13.2)
= t(5;7)(q32;q11.2)
= t(5;17)(q32;p13.2)
= t(5;10)(q32;q921)
= t(3;5)(g25.3;935.1)

— Displasia multilinea (>50% de elementos displasicos en > 2 lineas celulares)

Abreviaturas: LMA-CRM: leucemia mieloide aguda con cambios relacionados con mielodisplasia; OMS:

Organizacion Mundial de la Salud.
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Se excluyeron los pacientes que habian recibido tratamiento previo con quimioterapia y/o
radioterapia (LMA-t), y aquellos con anomalias citogenéticas diagnodsticas de LMA con
anomalias citogenéticas recurrentes. Asimismo, se excluyeron los casos con mutacion
bialélica de CEBPA o con mutacién de NPM 1 con displasia multilinea como unico criterio
de LMA-CRM (considerados dentro del grupo de LMA con anomalias citogenéticas
recurrentes desde la clasificacion OMS 2017). Se selecciond un grupo control de
pacientes diagnosticados de LMA-NE (Tabla 11) en el mismo periodo de tiempo y en la

misma institucion.

Tabla 11. Criterios diagndsticos de LMA-NE (OMS 2017)

1. Presencia de >20% de blastos en sangre periférica y/o médula 6sea

2. Casos que no cumplen los criterios de inclusion en las categorias de LMA con

alteraciones citogenéticas recurrentes, LMA-t o LMA-CRM
Subtipos:

o LMA con minima diferenciacién

o LMA sin maduracioén

o LMA con maduracioén

o Leucemia mielomonocitica aguda

o Leucemia monoblastica/monocitica aguda
o Leucemia eritroide pura

o Leucemia megacariobléstica aguda

o Leucemia aguda de basoéfilos

o Panmielosis aguda con mielofibrosis

Abreviaturas: LMA: leucemia mieloide aguda; LMA-t: LMA relacionada con el tratamiento; LMA-CRM:
LMA con cambios relacionados con mielodisplasia; LMA-NE: LMA no especificada de otra manera; OMS:

Organizacion Mundial de la Salud.

El niimero total de pacientes incluidos fue de 111 casos de LMA-CRM y 47 controles
con LMA-NE. Todos los casos contaban con estudio citomorfologico, inmunofenotipico

y citogenético y/o de hibridacion in situ fluorescente (FISH) al diagnostico. El estudio
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molecular se realiz6 en los pacientes diagnosticados a partir del afio 2012 siendo el factor
limitante la disponibilidad de muestra de 4cido desoxirribonucleico (ADN) obtenida en

el momento del diagndstico.

El estudio fue aprobado por el Comité Coordinador de Etica de la Investigacion
Biomédica de Andalucia de acuerdo con la normativa vigente y las directrices de la
Conferencia Internacional de Buena Practica Clinica. Todos los pacientes firmaron un
consentimiento informado de acuerdo con las recomendaciones de la Declaracion de los

Derechos Humanos, la conferencia de Helsinki y las regulaciones institucionales.

2. Datos clinicos

Los datos clinicos y analiticos al diagndstico de la LMA fueron recogidos de la historia
clinica digital. El tipo de tratamiento recibido, incluida la indicacion de TPH, se ajusto al
protocolo vigente en cada momento. Los protocolos empleados durante este periodo
fueron PETHEMA (Programa Espafiol para el Tratamiento de las Hemopatias Malignas)
LMA-2006 (pacientes con LMA de novo o secundaria a SMD o tratamiento previo, con
independencia de la edad); PETHEMA-LMAI10 (tratamiento de primeria linea adaptado
al riesgo de pacientes con LMA de edad menor o igual a 65 afios); PETHEMA LMA
2011 > 65 (tratamiento de la LMA en pacientes de edad mayor o igual a 65 afios y/o no
candidatos a quimioterapia intensiva); PETHEMA LMA 2014 > 65 (tratamiento de la
LMA en pacientes de edad mayor o igual a 65 afnos y/o en aquellos no candidatos a
quimioterapia intensiva); CETLAMI16LAM70 (pacientes de edad > 70 afios con
diagnostico de LMA de novo o secundaria, con o sin displasia trilineal no tratados
previamente) (CETLAM: Grupo Cooperativo de Estudio y Tratamiento de las Leucemias

Agudas y Mielodisplasias).

Las definiciones de remision completa, remision parcial, fracaso terapéutico y recurrencia

de la enfermedad se obtuvieron de las recomendaciones revisadas por la ELN (29,30):

- Remisiéon completa (RC): blastos en médula dsea <5%; ausencia de blastos
circulantes y de blastos con bastones de Auer; ausencia de enfermedad

extramedular; cifra de neutréfilos >1x10°/L y de plaquetas >100x10°/L.
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- Remision completa con recuperacion hematoldgica incompleta: todos los criterios
de RC, salvo por presencia de neutropenia (<1x10°/L) o trombocitopenia (<100x
10%/L) residuales.

- Remision parcial (RP): todos los criterios hematoldgicos de RC; disminucion del
porcentaje de blastos en médula dsea de 5 a 25%; y disminucién del porcentaje de
blastos pre-tratamiento en médula 6sea de al menos el 50%.

- Enfermedad refractaria: no RC o RC con recuperaciéon hematoldgica incompleta
después de 2 cursos de tratamiento intensivo de induccion; excluyendo pacientes
con muerte en aplasia o muerte por causa indeterminada.

- Recaida hematoldgica (después de cualquier tipo de RC): blastos en médula 6sea
>5%; o reaparicion de blastos en la sangre; o desarrollo de enfermedad

extramedular.

3. Estudio citomorfolégico

Las extensiones de sangre periférica y de médula 6sea realizadas al diagndstico y tefiidas
con May-Griinwald-Giemsa fueron revisadas de forma independiente por dos citélogos

expertos pertenecientes al Grupo Espaiiol de Citologia Hematoldgica.

El estudio citoldgico se obtuvo siempre previo al inicio de quimioterapia. En la sangre
periférica se evalud la presencia de dismorfias en los hematies (anisocitosis, anisocromia
y poiquilocitosis), en los neutrofilos (hipogranularidad e hipo/hipersegmentacion) y en
las plaquetas (alteracion en la forma y la granulacion, presencia de micromegacariocitos
circulantes). En la médula 6sea se evalu6 el porcentaje de células displasicas en cada
linea celular sobre un minimo de 25 eritroblastos (habitualmente 100 cada observador),
25 neutrofilos (habitualmente 100 cada observador) y 10 megacariocitos (habitualmente
30). Se revisaron y registraron las siguientes caracteristicas de dishemopoyesis para cada
linea celular estudiada: eritroide (multinuclearidad, otros defectos nucleares -
lobulacion/constricciones,  puentes internucleares, cambios megaloblasticos-,
macrocitosis, defectos de hemoglobinizacion, PAS positividad y presencia de
sideroblastos en anillo en casos con tincion de Perls); granulocitica (hipogranularidad,
hiposegmentacion nuclear -formas pseudo-Pelger-Hiiet-, otras alteraciones nucleares -
nucleos en espejo/anillo o hipersegmentacion nuclear-, gigantismo, vacuolas y presencia

de granulos tipo pseudo-Chédiak-Higashi); y megacariocitica (micromegacariocitos,
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megacariocitos con nucleo hipolobulado, niicleos multiples separados, megacariocitos

pequeiios y megacariocitos de talla grande).

Se consider? criterio de displasia multilinea, de acuerdo con las recomendaciones de la

clasificacion OMS 2017, la observacion de al menos un 50% de elementos displésicos en

dos o mas lineas celulares mieloides (eritroide, granulocitica y/o megacariocitica) en la

médula 6sea.

Técnica de tincion con MGG:

Se trata de una tincidon pandptica, es decir, se emplean sucesivamente varios colorantes

que se van afiadiendo por etapas.

Reactivos y preparaciones:

Tampon fosfato pH 6,4. Tabletas (laboratorio Merck).

Solucion madre de May-Griimwald (laboratorio Merck).

Solucion madre de Giemsa (laboratorio Merck).

Glicerol.

Solucién de agua tamponada: disolver una tableta de tampon fosfato pH 6,4 en 1
litro de agua destilada (estable un mes —maximo- a temperatura ambiente).
Solucion de Giemsa al 3%: en la solucién de agua tamponada (3 mililitros [ml]
Giemsa + 97 ml agua tamponada + 1 ml de glicerol [estabilizante]). Se prepara la

cantidad necesaria para uso diario. No se almacena.

Procedimiento:

Fijacion-precoloracidén: Sobre la extension se vierten 2 ml de solucidon madre de

May-Griimwald, procurando que quede bien cubierta, se mantiene 3 minutos. A
continuacion, se afladen 2 ml de agua tamponada en goteo rapido mezcldndola
bien y se mantiene otros 3 minutos.

Escurrir la mezcla de May-Griimwald sin lavar con agua. El contenido del porta
se derrama completamente, y se procura absorber el maximo de liquido sobre
papel de filtro. El porta completamente mojado se vuelve a colocar horizontal.

Soluciéon de Giemsa al 3% (contracoloracion): inmediatamente afiadir 3-4 ml que

cubran completamente la extension. Se deja actuar durante 20 minutos.
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- Lavado breve (10-15 segundos) y suave con agua del grifo. El agua no debe caer
sobre la propia extensién, sino desde mas arriba. Luego dejar secar
completamente al aire con el porta apoyado verticalmente sobre papel de filtro.

- Cubrir con medio de montaje Entellan o DPX (siempre antes de su examen al

microscopio) evitando la formacion de burbujas.

4. Estudio de citometria de flujo

Para el estudio de citometria de flujo la muestra utilizada fue la médula 6sea, recogida en
tubo de EDTA (4cido etilendiaminotetraacético) y procesada dentro de las primeras
veinticuatro horas desde su extraccion. El estudio se realiz6 en todos los casos al
diagnéstico y durante el seguimiento para la determinacion de la EMR. Hasta el afio 2012
se emplearon paneles de estudio con combinaciones de anticuerpos para 6 colores,
detallados en la Tabla 12. A partir de junio de 2012 se utilizaron los paneles de
diagnostico de LMA descritos por el consorcio Euroflow, detallados en la Tabla 13 (152).
En este mismo momento se incorporaron también las recomendaciones del grupo
Euroflow para el procesamiento de muestras, asi como para la calibracion y

compensacion de los citometros (152).

Tabla 12. Panel de anticuerpos monoclonales empleado para el diagndstico de LMA

(afios 2008 a junio de 2012)

FITC PE PerCP.CyS5S PE.Cy7 APC APC.Cy7
CD5 CD7 CD45 CD2 HLADR CD3
CD24 CD38 CD34 CD10 CD20 CD19
CD66B CDl16b CD33 CD13 CDl11b CD45
CDo64 CD56 CD45 - CD36 CD14
CD65 CD123 CD9 CD10 CD117 CD45
TCRof TCRy$8 CD45 CD4 CDla CD8
KORSA CD15 CD41a - CD71 CD45
KAPPA LAMBDA CD24 CD19 CD79 CD45
MPO. IgMc CD79ac CD3. TdT. CD45
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Tabla 13. Panel de anticuerpos monoclonales empleado para el diagndstico de LMA

(desde junio de 2012)
PacB PacO FITC PE Ig;;j g PECy7 APC APCH7
CyCD3 CD45 CyMPO | CyCD79a CD34 CD19 CD7 SmCD3
HLADR CD45 CDl16 CD13 CD34 CD117 CDI11b CD10
HLADR CD45 CD35 CDo64 CD34 CD117 CD300e CD14
HLADR CD45 CD36 CD105 CD34 CD117 CD33 CD71
HLADR CD45 NuTdT CD56 CD34 CD117 CD7 CD19
HLADR CD45 CD15 NG2 CD34 CD117 CD22 CD38
HLADR CD45 C(]:)Séf / CD203c CD34 CD117 CD123 CD4
HLADR CD45 CD41 CD25 CD34 CD117 CD42b CD9

Adaptado de van Dongen JJ et al. Leukemia, 2012 (152).

El seguimiento de la EMR se llev6 a cabo segun fenotipo asociado a leucemia (LAP, por
sus siglas en inglés Leukaemia Associated Phenotypes) hasta la incorporacion de los
paneles de Euroflow de ocho colores, a partir de los cuales se utilizo la combinacion de
los tubos del panel de SMD junto con un tubo disefiado segin LAP. Esta lltima estrategia
permitid la combinacion del anélisis de LAP especifico junto con analisis de diferente

frente a normal.

La adquisicion de la muestra se realizd en un citometro FACSCanto II de 8 colores
(Becton Dickinson, San Jose, CA, USA), con el software Diva (Becton Dickinson). El
analisis se llevd a cabo hasta febrero de 2011 con el software Diva (Becton Dickinson) y

a partir de marzo de 2011 con el software Infinicyt, en sus versiones 1.6 a 2.0 (Cytognos).

5. Estudio citogenético

Se realizaron analisis citogenético y técnica de FISH en muestras de médula dsea fresca
(cultivada durante 24 horas sin adicion de mitdégenos de acuerdo con técnicas estandar en

el caso del cariotipo, y cultivada o sin cultivar en el caso de la FISH).
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Técnica de citogenética con bandas G:

A) Reactivos y preparaciones:
- Medio de cultivo de lavado:

o Medio RPMI1640 (1X), 500 ml (Gibco™).
o L-glutamina 4,5 ml.

o Penicilina-estreptomicina-neomicina 3 ml.
- Medio de cultivo completo:

o Medio RPMI1640 (1X), 500 ml (Gibco™).
o Suero bovino fetal 100 ml.
o L-glutamina 6 ml.

o Penicilina-estreptomicina-neomicina 3 ml.

- Solucidn hipotonica, cloruro potasico (CIK) 0,075 M (0,56%): 0,56 g de CIK en 100 ml
de agua bidestilada.

- Solucién de Carnoy (3:1 metanol: acido acético glacial).

- Colorante de Giemsa: afiadir 1 g de tinciéon Leishman a 500 ml de metanol en un

recipiente de cristal y en oscuridad.

B) Procedimiento:

1. Cultivo celular: es necesario trabajar en condiciones estériles (campana de flujo

laminar vertical). EI nimero de células por cultivo se ajusta a 20 millones de leucocitos.
La cantidad de muestra de médula 6sea calculada se lava con medios de cultivo en tubo
conico. Después, segtin la cantidad de médula dsea y el nimero de leucocitos de la misma,
obtendremos un numero variable de cultivos por cada muestra (1 a 3) con un volumen de
10 ml utilizando medios de cultivo realizados en el laboratorio. El cultivo se realiza en

una incubadora de CO2 (5%) a 37°C hasta el dia siguiente (24 horas).

2. Parada de la division celular: una vez pasado el tiempo de cultivo, se obtiene un

maximo de células en division (metafases). En este momento se afiade colcemid
(colchicina, antimitotico), 100 pl en la superficie de cada cultivo sin mezclar, en

condiciones de esterilidad. Incubar 10 minutos a 37°C y CO2 (5%) en patologia mieloide.
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3. Choque hipoténico: posteriormente las células son sometidas a un choque hipoténico

con CIK (CIK 0,075 M). Se afiaden 8 ml de solucion hipotonica (CIK) con la muestra en

agitacion en vortex, previamente precalentada a 37°C. El primer ml de CIK se anade gota
a gota. Incubar en el bafio a 37°C durante 20 minutos. El choque hipoténico por accion
de 6smosis hace que la membrana citoplasmatica se tensione y que los cromosomas de

las células que estan en metafase empiecen a separarse entre ellos.

4. Fijacién con solucién de Carnoy: tras el choque hipotonico, sin centrifugar, prefijar

afiadiendo gota a gota y agitando en vortex 1 ml de Carnoy. Posteriormente, se realizara
centrifugacion y, a continuacion, los lavados con fijador de Carnoy hasta que el pellet
celular quede limpio. La funcién del fijador es lisar los hematies, romper las membranas
citoplasmaticas, fijar los cromosomas y, finalmente, eliminar membranas
citoplasmaticas, citoplasmas y diferentes organelas para obtener un pellet con los nucleos

en interfase y metafase. El pellet se guarda en un tubo ependorf de 1,5 ml en la seroteca.

5. Extensiones v envejecimiento: las extensiones deben realizarse con una dilucidon

ajustada y condiciones de humedad y temperatura adecuadas para conseguir que los
cromosomas queden adecuadamente separados. El envejecimiento (necesario para
obtener las bandas cromosdmicas) puede ser por calor o dejando pasar un tiempo (al

menos 24 horas a temperatura ambiente) hasta la tincion.

6. Técnica de Bandeo G con tripsina (GTG):

- Preparar tres vasos de coplin: uno, con una solucién ya preparada comercialmente de
tripsina a 0,05%, el segundo, con agua destilada, y el tercero, con colorante de Giemsa
(preparado previamente) diluido con solucioén buffer pH 6,88 (aproximadamente 25
ml de buffer y 10 ml de colorante Giemsa).

- Introducir el portaobjeto en la solucion de tripsina brevemente, después enjuagar en el
agua destilada y después teiiir con el colorante Giemsa durante 1 a 3 minutos. Después

enjuagar con agua del grifo y dejar secar.

El objetivo del tratamiento previo con tripsina es romper los dos puentes entre A-T
(adenina-timina), mas fragiles que los tres puentes de G-C (guanina-citosina). Al
romperse los enlaces A-T se facilita que la tincion penetre en la estructura del cromosoma

rica en secuencias de A-T (bandas oscuras).
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La técnica de citogenética con bandas G se resume en la Figura 14, y en la Figura 15 se

representa la imagen de una metafase y de un cariotipo con patrén de bandas G.

Muestra: médula 6sea (5-10 ml) en tubos de heparina sodica

}

Medio de cultivo

Incubadora de Sin mitégeno
CO2 (5%) 37 °C directo, 24-48 h

Colcemid® (detiene las células en metafase)

}

Choque hipotonico (rompe las membranas celulares)

1 CIK 8 ml

Fijacion con Carnoy (limpia y fija los cromosomas)

:

Preparacion de las extensiones cromosdmicas en portaobjetos

}

Técnica de bandeo
Bandas G: tratamiento tripsina + Giemsa

Bandas G claras Bandas G oscuras
DNA rico en GC DNA rico en AT
Replicacion temprana Replicacion tardia
Muchos genes Pocos genes

Figura 14. Esquema de la técnica de citogenética con bandas G. Adaptado de Espinet, B;
Blanco, ML; Costa, D; Cuatrecasas, E y Ruiz-Xivill¢, N (Eds.) (2021). Andlisis
citogenomicos aplicados a neoplasias hematologicas; ISBN:978-84-09-29357-5.
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Figura 15. Imagen de una metafase y un cariotipo con patrén de bandas G. A la izquierda

metafase. A la derecha cariotipo: 47,XX+13.

C) Anélisis cromosémico:

Para el analisis citogenético se utilizo un capturador automatico de metafases: Metafer4
v3.9.4 MSearch de MetaSystems y para el andlisis de las metafases capturadas se utiliz6
el programa Ikaros de MetaSystems. Se trato de cariotipar un minimo de 20 metafases en
todos los casos, siguiendo las recomendaciones basadas en las guias europeas “European
recommendations and quality assurance for cytogenomic analysis of haematological
neoplasms” (154). Se considerd la presencia de una anomalia clonal cuando se encontro
en > 2 metafases en el caso de trisomias/ganancias o anomalias estructurales, o en > 3

metafases en el caso de monosomias.

Las anomalias cromosomicas fueron descritas de acuerdo con el Sistema Internacional de
Nomenclatura Cromosoémica vigente en cada momento (International System for Human
Cytogenetic Nomenclature —-ISCN—; 2009, 2013, 2016 0 2020) (155-158). Las anomalias
citogenéticas relacionadas con mielodisplasia consideradas para el diagnostico de LMA-
CRM en la clasificacion OMS de 2017 estan recogidas en la Tabla 10. Las categorias de
riesgo citogenético: bajo, intermedio o adverso se establecieron segin criterios de
Grimwade y colaboradores (18), que se mantienen en las tltimas recomendaciones de la

European LeukemiaNet (30).
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Estudios de FISH:

El estudio de FISH se realiz6 en casos seleccionados en funcién de los resultados del
cariotipo y de los estudios de citomorfologia y citometria (casos con cariotipo sin
crecimiento, confirmacion de alteraciones observadas en el cariotipo o deteccion de
alteraciones sospechadas segun los estudios citomorfoldgico y y citométrico). Se realizéd
sobre muestras procedentes de cultivo de citogenética o bien sobre suspension celular de
médula 6sea, fijadas con Carnoy (técnica similar a la de citogenética, pero sin cultivo

celular).

A) Procedimiento:

Una vez partimos de las extensiones con nicleos o nucleos y metafases, el procedimiento

técnico es el siguiente:

1. Desnaturalizacién: es la separacion de las cadenas de la doble hélice del ADN para

permitir la hibridacién con la sonda complementaria. Para ello, hay que preparar la sonda
que vayamos a utilizar (dejar que alcance temperatura ambiente) y aplicar la dilucion de
la sonda (segun lo descrito por la casa comercial para cada tipo de sonda) en un
cubreobjetos que posteriormente cubre la extension. Después, el porta se coloca en la
placa calefactora 5 minutos a 74°C. Una vez completado este tiempo los portas se

envuelven en papel parafilm.

2. Hibridacioén: es el proceso por el cual el ADN de la sonda se une con el ADN de la
muestra por complementariedad de bases. Esto se consigue llevando los portas a una

camara hiimeda en la estufa de 37°C durante 16-24 horas.

3. Lavados post-hibridacién: se realizan para eliminar el exceso de sonda que no se ha

unido con el ADN de la muestra problema y las sefiales inespecificas (hibridos no
perfectos que generan ruido de fondo). Los lavados consisten en soluciones salinas en
condiciones astringentes (solucion SSC, del inglés saline sodium citrate 0,4x y solucion
SSC 2x) junto con el uso de detergentes (NP-40%). Se hacen dos lavados, primero con
solucion 1 (0,4x SSC/ 0,3% NP-40®, 2 minutos a 72°C) y posteriormente con solucion 2
(2x SSC/0,1% NP-40%).
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4. Contratincidn: el fluorocromo mas utilizado es el DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol)
(IT para interfase y I para metafase). Aplicar 5 pl en el 4rea de hibridacion y poner un

cubreobjetos. El esquema de la técnica de FISH se describe en la Figura 16.

Muestra: procedente de cultivo o nticleos aislados a partir de médula 6sea

;

Desnaturalizacion (separacion doble hélice del ADN)

|

Hibridacion (el ADN de la sonda comercial se une con el ADN
de la muestra por complementariedad de bases)

|

Lavados post-hibridacion

.

Contratincion (DAPI)

}

Analisis

Figura 16. Esquema de la técnica de FISH. Adaptado de Espinet, B; Blanco, ML; Costa,
D; Cuatrecasas, E y Ruiz-Xivillé, N (Eds.) (2021). Andlisis citogenomicos aplicados a
neoplasias hematologicas; ISBN:978-84-09-29357-5.

B) Analisis

El resultado de la FISH se valor6 mediante observaciéon manual en microscopio 6ptico de
fluorescencia (modelo Nikon Eclipse E400). De manera general se realizd un recuento

sobre 200 nucleos en interfase para cada una de las sondas empleadas.

En los casos de LMA-CRM se emplearon sondas para la deteccion de la delecion 5q,
delecion 7g/monosomia 7, delecion de 7P53, delecion 20q y trisomia 8. Las

especificaciones técnicas de las sondas utilizadas se describen en la Tabla 14.
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Tabla 14. Tipos de sondas de FISH empleadas para el estudio de las LMA-CRM

TIPO DE SONDA

Locus especifica/locus
especifica

LSI 531 (EGR1) SpGreen/D5S721, D523 SpectrumOrange

Locus

LSI 731 (D7S486) SpectrumOrange/CEP 7 SpectrumGreen especifica/centromérica

Locus

LSI TP53 SpectrumOrange/ CEP 17 SpectrumGreen , L
especifica/centromérica

CEP 8 SpectrumOrange, [VD Kit Centromérica

Locus

LSI20q12 (D20S108) SpectrumOrange/CEP 20 SpectrumGreen especifica/centromérica

6. Secuenciacion del exon 12 de ASXL1

Se realiz6 secuenciacion por Sanger del tltimo exén codificante de ASXL1, exén 14 de la
secuencia gendmica de referencia (RefSeq NG 027868) o exdn 12 del mRNA
mayoritario (NM_015338.6) en los casos diagnosticados a partir del afio 2012 en los que
se disponia de muestra de ADN obtenida en el momento del diagnoéstico, lo que incluyd
a 80 pacientes con LMA-CRM y 47 controles con LMA-NE diagnosticados en el mismo
periodo. En el resto del trabajo se nombrardn los exones de acuerdo a la secuencia de

mRNA NM_015338.6.

El ADN se extrajo de sangre periférica completa o de células de médula ésea cultivadas
conservadas en Carnoy, con Qiagen mini blood DNA kit (Qiagen), de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante. La secuenciacion Sanger del exon 14 de ASXLI se llevo
a cabo segun lo descrito por Gelsi-Boyer (123) con modificaciones. Mediante Sanger se
secuencio la region codificante desde el aminodcido 556 hasta el aminoéacido 1220, en el
exon 14 de la secuencia genomica NG 027868 y se buscaron mutaciones de parada y de
cambio del marco de lectura. Las técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
se llevaron a cabo con Hot Start DreamTaq (Thermo Fisher) con las mismas condiciones
de termociclador descritas por Gelsi-Boyer, se purificaron con ExoSAP (GE) y se
realizaron las reacciones de secuenciacion con BigDye kit 3.1 (Thermo Fisher) de acuerdo
con las recomendaciones del fabricante. Estas se purificaron con columnas SigmaSpin
(Sigma) y se secuenciaron en un equipo 3130xl Genetic Analyzer de Applied Biosystems.
Se consideraron las mutaciones de tipo nonsense y mutaciones de cambio en el marco de

lectura (frame-shift).
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7. Técnica de secuenciacion de nueva generacion

Se realizdé NGS en 47 casos de LMA-CRM. Para la técnica de NGS, el ADN gendmico
se aislo de las células mononucleadas de la médula dsea en el momento del diagndstico
utilizando el kit de ADN de Qiagen, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las
muestras de ADN se cuantificaron mediante el ensayo fluorométrico Qubit. Se empled
una cantidad total de 10 nanogramos para realizar una secuenciacion dirigida basada en
PCR de una seleccion de genes implicados en neoplasia mieloide. Durante el estudio se
emplearon dos paneles diferentes de genes, hasta el afio 2016 el panel incluy6 19 genes
(Ion AmpliSeq™ AML Cancer Research Panel: regiones codificantes de CEPBA,
DNMT3A, GATA2, TET2, TP53 y regiones hotspots de ASXL1, BRAF, CBL, FLT3,IDH]I,
IDH?2, JAK?2, KIT, KRAS, NPM1, NRAS, PTPNI11, RUNXI y WTI);y a partir de 2016 se
utilizo un panel de estudio con 40 genes (Oncomine Myeloid Research Panel: regiones
hotspots de ABL, BRAF, CBL, CSF3R, DNMT3A, FLT3, GATA2, HRAS, IDHI, IDH?,
JAK2, KIT, KRAS, MPL, MYDS88, NPM1, NRAS, PTPNI11, SETBPI, SF3B1, SRSF2,
U2AF1, WTI y regiones codificantes de ASXLI, BCOR, CALR, CEBPA, ETEV6, EZH?,
IKZF1, NF1, PHF6, PRPFS8, RB1, RUNXI, SH2B3, STAG2, TET2, TP53, ZRSR2). De
los 47 casos estudiados, en 10 se realizé el primer panel que incluia 19 genes a estudio, y

en 37 el panel ampliado que incluia 40 genes.

La secuenciacion se realiz6 utilizando la plataforma de secuenciacion lon Torrent S5 de
Life Technologies. El analisis de datos sin procesar, las alineaciones y la identificacion
de variantes se realizaron con el Software Torrent Suite™. Las anotaciones y los informes
se realizaron mediante el software lon Reporter (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA). La interpretacion de las variantes se realizd de acuerdo con las recomendaciones de
“The American College of Medical Genetics and Genomics and the Association for

Molecular Pathology” (159).

8. Clasificacion de los pacientes con LMA-CRM

Para llevar a cabo el estudio de las diferencias entre los distintos subgrupos diagndsticos
de LMA-CRM (alteraciones citogenéticas relacionadas con mielodisplasia, antecedente

de SMD o SMD/NMP, displasia multilinea), y los estudios relacionados con el valor
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prondstico de la displasia multilinea, los pacientes con LMA-CRM se clasificaron en tres

categorias segun el siguiente orden jerarquico:

1) Pacientes con alteraciones citogenéticas relacionadas con mielodisplasia (LMA-
CRM-citog).

2) Pacientes con antecedente de SMD o SMD/NMP (LMA-CRM-smd).

3) Pacientes con displasia multilinea como tnico criterio diagnostico de LMA-CRM

(LMA-CRM-morfo).

Para este andlisis se excluyeron los 9 casos de LMA-CRM en los que no se disponia de

estudio citogenético al diagnostico (N=102).

9. Analisis estadistico

Para caracterizar la serie de pacientes con LMA-CRM y LMA-NE se realiz6 un analisis
descriptivo que incluy6 un estudio de frecuencias de las distintas variables evaluadas y el
andlisis de las diferencias. Para comparar las caracteristicas asociadas a los diferentes
subgrupos diagnosticos dentro de las LMA-CRM (LMA-CRM-citog, LMA-CRM-smd y
LMA-CRM-morfo), las variables categdricas se compararon con test de Chi-cuadrado y
las variables cuantitativas se compararon con one-way ANOVA. Para el estudio de las
diferencias entre los pacientes con LMA-CRM y LMA-NE las variables categoricas se

compararon con test de Fisher y las variables cuantitativas con t-test.

Con el fin de explorar las caracteristicas clinicas y citomorfoldgicas asociadas a la
presencia de la mutacion ASXLI en LMA-CRM, se compararon las frecuencias de las
variables categoricas o las medias de las variables cuantitativas en pacientes con LMA-
CRM con mutacion en ASXLI (ASXLI+) frente a pacientes sin mutacion en ASXL]
(ASXLI-). Las variables categéricas en pacientes con y sin mutaciéon en ASXLI se
compararon mediante pruebas de Chi-cuadrado o Fisher. Las medias de las variables
cuantitativas entre los pacientes con y sin mutacion en ASXL/ se compararon mediante t-

test.

Los estudios univariantes y multivariantes se realizaron mediante regresiéon de Cox. El

modelo de regresion de Cox se empleo para la estimacion del Hazard-ratio.
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Los estudios de comparacion de la supervivencia global en los diferentes grupos de
pacientes se realizaron por método de Kaplan-Meier. Las medianas de supervivencia se

calcularon seglin el método de Kaplan-Meier y se compararon mediante la prueba Log-
rank.

La supervivencia global se calculé como el periodo de tiempo desde el diagndstico hasta
la fecha de muerte por cualquier causa, y los que sobrevivieron fueron censurados en el

ultimo seguimiento registrado.

El nivel de significacion estadistica se establecié con un valor de p menor o igual a 0,05.
El andlisis estadistico se realizo con el programa SPSS (abreviatura del inglés, Statistical
Package for the Social Sciences) en su version 25. La figura de los perfiles mutacionales
en los pacientes con LMA-CRM (Figura 17) se llevo a cabo con la funcion Waterfall del
paquete GenVisR (Genomic Visualizations in R) (160). En esta figura se incluyeron
aquellos genes que estaban secuenciados en los 47 pacientes (comunes a los dos paneles

de NGS empleados durante el periodo de estudio).
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PARTE I: CARACTERISTICAS CITOMORFOLOGICAS, CITOGENETICAS Y
MOLECULARES DE LOS PACIENTES CON LMA-CRM AL DIAGNOSTICO

Se estudiaron un total de 111 pacientes con LMA-CRM diagnosticados entre los afios

2008 y 2020. Las principales caracteristicas clinicas y biologicas se resumen en la Tabla
15.

Tabla 15. Caracteristicas clinicas y bioldgicas de los pacientes con LMA-CRM

Parametro Valor
Numero de pacientes (N) 111
Edad (afios), media (rango) £ES 67 (14-89) +1,5
Sexo (Hombre/Mujer) 63/48
Hemoglobina (g/1), media (rango) £ES 83,15 (42-137) 1,9
Leucocitos (x10%/1), media (rango) +ES 21 (0,2-205,6) +3,3
Sangre periférica | \ro\ 6filos (x10%/1), media (rango) 3,5 (0-50,6)
Plaquetas (x10°/1) media (rango) +ES 82,8 (8-577) 7,9
Blastos (%), media (rango) +ES 25,1 (0-93) 2,6
Blastos en médula d6sea (%), media (rango) £ES 48,9 (7-97) £2,1
LMA de novo 70/111
LMA con historia de SMD o SMD/NMP 41/111
Normal 40/102
Cariotipo complejo 28/102
-7/del(7q) 10/102
Citogenética chgoéizg :ic(;ll\lr/:(li;i;) nada -5/del(5q) 4/102
del(11q) 2/102
i(17q)/t(17p) 2/102
Otras alteraciones 16/102
Supervivencia global (mediana dias, 95% IC) 178 (123,1-232,9)

Abreviaturas: LMA-CRM: leucemia mieloide aguda con cambios relacionados con mielodisplasia; ES:

error estandar; SMD: sindrome mielodisplasico; SMD/NMP: neoplasia mielodisplasica/mieloproliferativa;

IC: intervalo de confianza.
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La mediana de edad de los pacientes con LMA-CRM al diagnostico fue de 67 afios, con
un ligero predominio de hombres (63 de 111). Se diagnosticaron mas casos como LMA
de novo: 70/111 (63,1%) que como progresion de un SMD o un SMD/NMP: 41/111
(36,9%).

Un 45,1% (46/102) de los casos presentaba anomalias citogenéticas relacionadas con
mielodisplasia, un 36,9% (41/111) tenia antecedente de SMD (30/41) o SMD/NMP
(11/41), y un 76,6% (85/111) cumplia criterios de displasia multilinea; de estos, 33

pacientes (29,7%) se diagnosticaron exclusivamente por criterio citomorfologico.

1.1. Caracteristicas citomorfoldgicas de las LMA-CRM

En la sangre periférica se observaron dismorfias en los hematies en 87/101 (86,1%) casos
valorables, dismorfias en los neutrofilos en 70/88 (79,5%), y dismorfias en las plaquetas
en 44/81 (54,3%). En 27/88 (31,5%) casos los neutrdéfilos mostraron anomalia de pseudo
Pelger-Hiiet, y en 7/101 (6,5%) se observaron micromegacariocitos circulantes. La media

de blastos observados en sangre fue de 25,1% (0-93).

La médula 6sea fue mayoritariamente normo o hipercelular (92/111; 82,8%), con una
cifra media de blastos de 48,9% (7-97). En 20/111 (18%) casos se observaron bastones
de Auer en los blastos. Segun la clasificacion FAB el subtipo morfoldgico mas frecuente
fue la LMA M2 (53/111; 47,7%), seguido de los casos con componente monocitico: LMA
M5 (20/111; 18%) y LMA M4 (17/111; 15,3%) (Tabla 16).

Tabla 16. Subtipos morfoldgicos FAB dentro de los casos de LMA-CRM

Tipo FAB Frecuencia (N=111) Porcentaje %

MO 1 0,9

Ml 18 16,2

M2 53 47,7

M3 0

M4 17 15,3

M5 20 18

M6 2 1,8

M7 0

Abreviaturas: LMA-CRM: leucemia mieloide aguda con cambios relacionados con mielodisplasia.
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Con respecto a la evaluacion de la displasia multilinea, esta fue valorable en 93/111

(83,8%) casos, y no valorable en 18/111 (16,2%) por ausencia de suficiente

hematopoyesis residual en el momento del diagndstico de la LMA (casos con numero de

lineas mieloides evaluables < 1).

A continuacién se detallan las alteraciones citomorfolégicas observadas en cada serie

(resumidas en la Tabla 17):

- La serie eritroide fue valorable en 81/111 (72,9%) casos, de los que 56 (69,1%)

presentaron displasia en un porcentaje >50% de las células. En estos casos, por orden

de frecuencia se observaron:

O

O

O

Defectos citoplasmaticos (defectos de hemoglobinizacion) (100%).
Macrocitosis (77,8%).

Otros defectos nucleares (lobulacién, constricciones, puentes
internucleares, cambios megaloblasticos) (58,1%).

Multinuclearidad (31,8%).

Sideroblastos en anillo: 19/37 casos en los que se realizo la tincion de Perls
de forma dirigida.

PAS positividad (11%).

- La serie granulocitica fue valorable en 94/111 (84,7%) casos, de los que 84 (89,4%)

presentaron displasia en un porcentaje >50% de las células. En estos casos, por orden

de frecuencia se observaron:

O

O

O

Hipogranularidad (98,8%).

Vacuolas (52,1%).

Gigantismo (38,9%).

Otras alteraciones nucleares (nuicleos en espejo, en anillo o
hipersegmentacion) (37,5%).

Anomalia de pseudo Pelger-Hiiet (27,4%).

- Laserie megacariocitica fue valorable en 89/111 (80,2%) casos, de los que 76 (85,4%)

presentaron displasia en un porcentaje >50% de los megacariocitos. En estos casos,

por orden de frecuencia se observaron:

O

O

Megacariocitos de tamafo pequefio (95,7%).

Megacariocitos con nucleo hipolobulado (95,5%).
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o Micromegacariocitos (54,8%).
o Nucleos multiples separados (39,4%).
o Megacariocitos de talla grande (13,6%).

Tabla 17. Rasgos de displasia observados en los casos con LMA-CRM

Parametro

Valor

Sangre periférica

- Dismorfias en hematies (+/casos evaluables; %)

87/101 (86,1%)

- Dismorfias en neutroéfilos (+/casos evaluables; %)

70/88 (79,5%)

- Dismorfias en plaquetas (+/casos evaluables; %)

44/81 (54,3%)

Médula osea

Serie eritroide (casos evaluables; %)

81/111 (72,9%)

- Defectos de hemoglobinizacion 100%
- Macrocitosis 77,8%
- Otros defectos nucleares (lobulacion, constricciones, puentes, o

. . 58,1%

cambios megaloblasticos)

- Multinuclearidad 31,8%
- Sideroblastos en anillo (estudio dirigido) 19/37
- PAS positividad 11%

Serie granulocitica (casos evaluables; %)

94/111 (84,7%)

- Hipogranularidad 98,8%
- Vacuolas 52,1%
- Gigantismo 38,9%
- Otras alteraciones nucleares (espejo, anillo, hipersegmentacion) 37,5%
- Anomalia de pseudo Pelger-Hiiet 27,4%
- Granulos tipo pseudo-Chédiak-Higashi 0%

Serie megacariocitica (casos evaluables; %)

89/111 (80,2%)

- Tamafio pequeio 95,7%
- Nucleo hipolobulado 95,5%
- Micromegacariocitos 54,8%
- Nucleos multiples separados 39,4%
- Talla grande 13,6%
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1.2. Caracteristicas citogenéticas de las LMA-CRM

102 de los 111 casos estudiados disponian de estudio citogenético al diagnostico. De
estos, 40 casos (39,2%) presentaron cariotipo normal y 62 (60,8%) presentaron
alteraciones, siendo en 46/62 (74,2%) casos alteraciones citogenéticas relacionadas con
SMD. De las alteraciones citogenéticas relacionadas con SMD detectadas, la mas
frecuente fue el cariotipo complejo en 28/46 (60,9%), seguido de la monosomia 7 o
del(7q) en 10/46 (21,7%), y la del(5q) en 4/46 (8,7%) casos. Se detectaron 2/46 (4,3%)
casos con i(17q) y 2/46 (4,3%) casos con del(11q). Ningun paciente presenté anomalias
citogenéticas relacionadas con SMD equilibradas. En 16/62 (25,8%) casos se observaron
otras alteraciones citogenéticas “no relacionadas con mielodisplasia”, siendo la mas
frecuente la trisomia 8 en 6/16 (37,5%) casos, uno de los cuales presentaba ademas una

alteracion numérica adicional (trisomia 9) (Tabla 18).

Tabla 18. Alteraciones citogenéticas identificadas en los pacientes con LMA-CRM

Citogenética Casos/N
Cariotipo normal 40/102 (39,2%)
Cariotipo complejo 28/46
. . Monosomia 7/del(7q)
Citogencética - -7 (6 casos) 10/46
relacionada con - del(7q) (4 casos)
?%2;/46/62 Del(5q) 4/46
%) i(179) 2/46
del(11q) 2/46
. Trisomia 8* 6/16
Cariotipo 47, XX +1[3]/46,XX[17] 116
:ﬁgraciones: 47 XX +11[17]/46,XX[3] 1/16
62/102 45,XX,der(7;15)(q10;q10)[5]/46,XX[5] 1/16
(60.8%) Otras 47,XY +21[18]/46,XY[2] 1/16
alteraciones 47,XY,+19[10]/46,XY[10] 1/16
citogenéticas | 45,XY,-2,add(11)(q22)[9]/46,XY[11] /16
16/62(25.8%) | 75.80,XXX,inc[20] 1/16
46,XX,1(X;3)(p21;p21)[20] 1/16
46,XY,ins(1)(p36q32q44)[20] 1/16
45, XY t(1;18)(p21;p11.3).-
18[10]/46,XY[10] /16

*En uno de los casos con una trisomia 9 adicional. Abreviaturas: SMD: sindrome mielodisplasico.
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En relacion con la evaluacion del riesgo citogenético, 44/102 (43,1%) casos presentaron
cariotipo de riesgo adverso y 58/102 (56,9%) de riesgo intermedio segun la clasificacion

de la ELN (30).

1.3. Caracteristicas moleculares de las LMA-CRM

Se realizo secuenciacion del exon 12 de ASXLI por Sanger en 80 pacientes con LMA-
CRM y estudio de NGS en 47 pacientes, de los que 10 correspondieron al panel de estudio
con 19 genes y 37 al panel con 40 genes. En los casos en los que se realizo el panel de
NGS de 19 genes todos los pacientes presentaron entre 1 y 4 mutaciones (media de 1,7),
y en los que se realiz6 el panel de 40 genes se detectaron entre 0 y 6 mutaciones por
paciente (media de 2,8). En 3/47 (6,4%) casos no se detectaron mutaciones,
correspondiendo 2 de estos a LMA-CRM diagnosticadas inicamente por la presencia de
displasia multilinea, y el tercero a un paciente con anomalia citogenética relacionada con

mielodisplasia.

Los genes mutados con mayor frecuencia fueron 7P53 en 16/47 (34%) casos y ASXLI en
22/80 (27,5%) casos. Le siguieron en frecuencia TET2, mutado en 9/47 (19,1%), SRSF2
en 7/37 (18,9%), RUNXI en 8/47 (17%), NRAS en 7/47 (14,9%), SF3B1 en 5/37 (13,5%),
DNMT3A4 en 6/47 (12,8%), NF'1 en 4/37 (10,8%), IDH2 en 5/47 (10,6%) y CBL en 5/47
(10,6%) casos. El resto de las mutaciones detectadas por orden de frecuencia se incluyen
en la Tabla 19 junto a la frecuencia que se ha descrito en la literatura para cada una de

ellas.

Una representacion descriptiva de las mutaciones detectadas mediante NGS en los 47
casos de LMA-CRM secuenciados se muestra en la Figura 17. Incluye los 15 genes que
se secuenciaron en los 47 pacientes (comunes en los dos paneles de NGS utilizados). De
los 47 casos, 43 mostraron mutaciones en al menos alguno de estos genes (mostrados en
el grafico) y en 4 no se detectaron mutaciones en estos genes (no incluidos en el grafico),

aunque uno de ellos si las presentaba en el panel ampliado.

80



Resultados

Tabla 19. Mutaciones detectadas en los pacientes con LMA-CRM

Mutacién Frecuencia detectada Frecuencia descrita*
Casos/N (%) (%)
P53 16/47 (34%) 16,7-39%**
ASXL1 22/80 (27,5%) 18,1-35%*
TET2 9/47 (19,1%) 6-15
SRSF2 7/37 (18,9%) 11,9-15,3**
RUNXI 8/47 (17%) 11-17
NRAS 7/47 (14,9%) 17-17,9
SF3B1 5/37 (13,5%) 5
DNMT3A4 6/47 (12,8%) 8-10
NF1 4/37 (10,8%) 6-6,9
IDH?2 5/47 (10,6%) 11-21
CBL 5/47 (10,6%) 2
KRAS 4/47 (8,5%) 6.9
STAG2 3/37 (8,1%) 7
PHF6 3/37 (8,1%) 2
PTPNI1 4/47 (8%) 11,9
wrl 3/47 (6,4%) 4
IDH] 3/47 (6,4%) 4,1-11
FLT3 3/47 (6,4%) 6
U24F1 2/37 (5,4%) 8,3-17**
EZH2 2/37 (5,4%) 4
BCOR 2/37 (5,4%) 5
JAK?2 1/47 (2,1%) 4
CEBPA 1/47 (2,1%) 2
CALR 1/37 (2,7%) 2
PRPFS§ 1/37 (2,7%)
SETBP1 1/37% (2,7%) 6**
ZRSR2 1/37 (2,7%) 1

*Referencias (85,87-91). **Mutaciones descritas con frecuencia significativamente superior en LMA-

CRM. Abreviaturas: LMA: leucemia mieloide aguda; LMA-t: LMA relacionada con el tratamiento; LMA-

CRM: LMA con cambios relacionados con mielodisplasia; LMA-NE: LMA no especificada de otra

manera; OMS: Organizacion Mundial de la Salud.
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Figura 17. Representacion descriptiva de las mutaciones detectadas por NGS en los

pacientes con LMA-CRM. Se muestran los 43/47 pacientes que presentaban mutaciones

en alguno de los 15 genes secuenciados en todos los casos. No se incluyen 4 pacientes

que no presentaban mutaciones en estos 15 genes.

1.4. Tratamiento y supervivencia

Del total de la serie, 86 pacientes recibieron tratamiento con quimioterapia (61/86) o
azacitidina (25/86), 21 recibieron tratamiento de soporte paliativo, y 4 no llegaron a
iniciar tratamiento. En los pacientes evaluables tras la induccién se alcanz6 un 50,8%
(32/63) de respuestas completas. Se sometieron a un trasplante de progenitores
hematopoyéticos 21 pacientes (2 trasplantes autélogos, 10 alogénicos de hermano y 9

alogénicos de donante no relacionado).

La supervivencia global de los 111 casos de LMA-CRM fue: mediana de 178 dias, 95%
IC (123,1-232,9) (Figura 18). La supervivencia a 2 afios fue del 12,6% siendo la media
de seguimiento de supervivientes (n=17) de 725 dias (37-2823).
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Figura 18. Curva de Kaplan-Meier para la supervivencia global de los 111 pacientes con

LMA-CRM.

1.5. Diferencias por subgrupos diagnosticos: LMA-CRM-citog, LMA-CRM-smd y
LMA-CRM-morfo

Para el estudio de las diferencias entre los distintos subgrupos diagnosticos dentro de las
LMA-CRM se excluyeron del analisis los 9 casos en los que no se disponia de estudio
citogenético (N= 102). La distribucion jerarquizada de los pacientes segun el criterio

diagnostico de LMA-CRM fue la siguiente:

- 46/102 (45,1%) casos diagnosticados por la presencia de anomalias citogenéticas
relacionadas con mielodisplasia (LMA-CRM-citog).

- 29/102 (28,4%) casos diagnosticados por el antecedente de SMD o SMD/NMP
(LMA-CRM-smd).

- 27/102 (26,5%) casos con displasia multilinea como Unico criterio diagnostico de

LMA-CRM (LMA-CRM morfo).

Dentro del grupo de LMA-CRM-citog, 9/46 pacientes también tenian antecedente de
SMD o SMD/NMP y 29/46 (63%) mostraban displasia multilinea. Dentro de las LMA-
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CRM-smd, se observé displasia multilinea en 20/29 (69%). Las caracteristicas clinico-

bioldgicas de los tres subgrupos diagnosticos se comparan en la Tabla 20.

Tabla 20. Comparacion de las caracteristicas clinicas y biolodgicas entre los subgrupos

diagnosticos de LMA-CRM: LMA-CRM-citog, LMA-CRM-smd y LMA-CRM-morfo

Subtipo LMA-CRM p-valor

A:LMA- B: LMA- C: LMA-
CRM-citog | CRM-smd | CRM-morfo | Global | Post-hoc*

N: 46 N: 29 N: 27
Edad (afios), 62,3+2,7 72,842,1 66,942,9 0,02 @ B>A:0,02
media £ES
Sexo
(Hombre/Mujer) 22/24 19/10 15/12 0,33 NA
Hemoglobina (g/l), 83,6+3.4 81+2,9 83,9+4.1 0,83 NA
media £ES

: 5 B>A: 0,01
Leucocitos (x1071), 171,45 | 457491 45809 | <0,01
media £ES B>C: <0,01

9
Plaquetas (x10°/]), 78,5+8.9 70,5+20,3 903157 | 0,67 NA
media £ES
0

Blastos MO (%), 55,543 .4 46,9+4.5 44,143,7 0,08 NA
media £ES
Cariotipo adverso 4412 0/29 0/27 < | B0
(Si/No) ’ A>C: <0,01
Supervivencia

171 (23,1- 113 (83,8- 306 (162,4-

global (mediana 318,9) 142,2) 449,6)

dias, 95% IC)
*Solo se muestran los valores de p estadisticamente significativos post-hoc. A: LMA-CRM-citog: LMA-
CRM debido a anomalias citogenéticas relacionadas con SMD; B: LMA-CRM-smd: LMA-CRM debido a
antecedente de SMD o SMD/NMP; C: LMA-CRM-morfo: LMA-CRM debido solo a displasia multilinea.

0,11 NA

Abreviaturas: LMA-CRM: leucemia mieloide aguda con cambios relacionados con mielodisplasia; NA: no

aplicable; ES: error estandar de la media; MO: médula o6sea; IC: intervalo de confianza.

Entre las variables clinicas se observd una edad significativamente superior en los
pacientes con LMA-CRM-smd, frente a LMA-CRM-citog (p=0,02). El recuento
leucocitario fue mayor en las LMA-CRM-smd frente a LMA-CRM-citog y LMA-CRM-
morfo (p<0,01). No se encontraron diferencias significativas para la cifra de
hemoglobina, cifra de plaquetas o porcentaje de blastos en la médula dsea entre los tres

subgrupos.

84



Resultados

En relacion con los hallazgos citogenéticos, la presencia de un cariotipo de riesgo adverso
se asocio al grupo de LMA-CRM-citog (p<0,01). En el grupo de LMA-CRM-smd, 23/29
(79,3%) pacientes presentaron un cariotipo normal y 6/29 (20,7%) un cariotipo con
alteraciones, siendo en todos los casos de riesgo intermedio y detectandose como la
alteracion mas frecuente la trisomia 8 en 3/6 casos. En el grupo de LMA-CRM-morfo,
17/27 (63%) pacientes presentaron un cariotipo normal y en 10/27 (37%) se encontraron
alteraciones, todas de riesgo intermedio, siendo la mas frecuente la trisomia 8 en 3/10

Ccasos.

Respecto a la supervivencia global, si bien el grupo de LMA-CRM-morfo mostré una
mediana de supervivencia superior a la de los otros dos subgrupos, LMA-CRM-citog y
LMA-CRM-smd, las diferencias no fueron estadisticamente significativas (p=0,11)

(Tabla 20) (Figura 19).

10

LMA-CRM-citog
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Figura 19. Curva de Kaplan-Meier para la supervivencia global de los pacientes con
LMA-CRM en funcién del subgrupo diagndstico: LMA-CRM-citog, LMA-CRM-smd y
LMA-CRM-morfo.

En ultimo lugar se compararon las diferencias en el perfil mutacional entre las tres

categorias diagnosticas (Tabla 21).
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Tabla 21. Comparacion del perfil mutacional entre los tres subgrupos diagnoésticos de

LMA-CRM: LMA-CRM-citog, LMA-CRM-smd y LMA-CRM-morfo

Subtipo LMA-CRM p-valor

) A:LMA- B: LMA- C: LMA-
MUTACION CRM-citog | CRM-smd | CRM-morfo = Global = Post-hoc*

N=46 N=129 N=127
TP53 (Si/No) 14/8 215 058 <0m  A7F igfﬁ
ASXLI (Si/No) 1/32 15/9 6/16 <0,01 gié; :g:gi
TET? (Si/No) 2120 7/10 08 001 | 0%04
SRSF2 (Si/No) 1/16 4/9 25 0,185 NA
RUNXI (Si/No) 2120 4/13 26 0.4 NA
NRAS (SiNo) 3/19 413 08 0,31 NA
SF3B1 (Si/No) 017 4/9 1/6 0,05 NA
DNMT34 (Si/No) 2120 215 26 0,52 NA
NFI (Si/No) 3/14 112 0/7 0.43 NA
IDH? (Si/No) 0/22 215 35 001  C>A:<0,01
CBL (Si/No) 121 413 08 0,09 NA
KRAS (SiNo) 121 314 08 0.23 NA
STAG2 (Si/No) 017 211 1/6 0.27 NA
PHF6 (Si/No) 215 112 017 0,65 NA
PTPNI1 (Si/No) 121 3/14 08 0.23 NA
WTI (Si/No) 2120 1/16 08 0,67 NA
IDHI (Si/No) 2120 017 1/7 0,39 NA
FLT3 (Si/No) 121 215 08 0,49 NA
U24F1 (SilNo) 017 211 017 0,15 NA
EZH?2 (Si/No) 0/17 112 1/6 0,36 NA
BCOR (Si/No) 1/16 112 017 0,78 NA
JAK2 (Si/No) 121 017 08 0,57 NA
CEBPA (Si/No) 121 017 08 0,57 NA
CALR (Si/No) 017 1/12 0/7 041 NA
PRPFS (Si/No) 1/16 0/13 017 0,57 NA
SETBPI (Si/No) 0/17 1/12 0/7 041 NA
ZRSR? (Si/No) 1/16 0/13 017 0,57 NA

*Solo se muestran los valores de p estadisticamente significativos post-hoc. A: LMA-CRM-citog: LMA-CRM debido
a anomalias citogenéticas relacionadas con SMD; B: LMA-CRM-smd: LMA-CRM debido al antecedente de SMD o
SMD/NMP; C: LMA-CRM-morfo: LMA-CRM debido solo a displasia multilinea. Abreviaturas: LMA-CRM:
leucemia mieloide aguda con cambios relacionados con mielodisplasia; NA: no aplicable. Nota: se incluyen 79 de los
80 pacientes secuenciados para ASXLI porque se excluyeron de este analisis los pacientes sin cariotipo.
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La frecuencia de mutacion en 7P53 fue mayor en el grupo de LMA-CRM-citog
comparada con LMA-CRM-smd y LMA-CRM-morfo (p<0,01). 4ASXLI/ se encontrd
mutado con mas frecuencia en pacientes con LMA-CRM-smd con respecto a los otros
dos subgrupos diagnoésticos (p<0,01). La mutacion de TET?2 se encontr6 asociada a las
LMA-CRM-smd (p=0,01) frente a LMA-CRM-citog y LMA-CRM-morfo. Y, por ultimo,
la mutacion en IDH?2 se asoci6 significativamente a LMA-CRM-morfo frente a LMA-
CRM-citog (p=0,01). Para el resto de las mutaciones estudiadas no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas por subgrupos. La media de genes mutados en
los pacientes con LMA-CRM-citog fue de 2 (0-6). La media de genes mutados en los
casos con LMA-CRM-smd fue de 3,6 (1-6). La media de genes mutados en los pacientes
con LMA-CRM-morfo fue de 1,7 (0-4).

1.6. Grupo control de LMA-NE: caracteristicas y diferencias con LMA-CRM

En el grupo control se incluyeron 47 pacientes con LMA-NE. Las caracteristicas de estos

pacientes estan resumidas en la Tabla 22.

Brevemente, los pacientes con LMA-NE tenian menor edad que los pacientes con LMA-
CRM (p<0,01). Los valores de hemoglobina y de leucocitos al diagnostico fueron
mayores en los casos de LMA-NE (p<0,01); y, se observd mayor porcentaje de blastos
tanto en sangre perférica como en médula 6sea en LMA-NE frente a LMA-CRM

(p<0,01).

Respecto a los hallazgos citogenéticos, el grupo de LMA-NE no incluy6 ningtin caso con
anomalias citogenéticas relacionadas con mielodisplasia; 35/42 (83,3%) pacientes
presentaron un cariotipo normal y en 7 se observaron otras alteraciones citogenéticas,

todas consideradas de riesgo intermedio segun la estratificacion de la ELN (29,30).

En relacion con el pronoéstico, la supervivencia global de los casos de LMA-NE (N=47)
fue significativamente superior a la del grupo de LMA-CRM (N=111): mediana de 282
dias, 95% IC (37,5-526,5) en LMA-NE frente a 178 dias 95% IC (123,1-232,9), en LMA-
CRM (p=0,004) (Tabla 22) (Figura 20).
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Tabla 22. Caracteristicas clinicas y bioldgicas del grupo control de LMA-NE y
comparacion con LMA-CRM

Parametro LMA-CRM LMA-NE (47)  |p-valor
(111)
Edad (afios), media (rango) £ES 67 (14-89) +1,5 57,5 (17-86) +2,4 | <0,01
Sexo (Hombre/Mujer) 63/48 20/27 0,07

Hemoglobina (g/1), media

(rango) +ES 83,2 (42-137) 1,9 94,4 (66-133) +2,5 | <0,01

Leucocitos (x10%/1), media

pSﬁIt}egrriia (rango) +ES

21 (0,2-205,6) +3,3| 66,9 (1-371,8) +11,7 | <0,01

Plaquetas (x10%/1), media
(rango) =ES

Blastos (%), media
(rango) =ES

82,8 (8-577)£7,9 | 84,1 (12-353) 10,9 | 0,93

25,1 (0-93)£2,6 | 45,6 (0-99)+5,6 | <0,01

Blastos en médula 6sea (%),

media (rango) £ES 48,9 (7-97) £2,1 66,1 (10-98) £3,6 | <0,01

LMA de novo 70/111 47/47 <0,01
LMA con historia de SMD o SMD/NMP 41/111 0/47 <0,01
Normal 40/102 35/42 <0,01
Cariotipo 28/102 0/42 <0,01
complejo
. . -7/del(7q) 10/102 0/42 0,03
Citogenética
. » relacionada
Citogenética con SMD -5/del(5q) 4/102 0/42 0,32
(N/total)
del(11q) 2/102 0/42 0,5
i(17q)/t(17p) 2/102 0/42 1
Otras alteraciones 16/102 7/42 0,5

Supervivencia global (mediana dias, 95%IC) | 178 (123,1-232,9) 282 (37,5-526) 0,004

Abreviaturas: LMA: leucemia mieloide aguda; LMA-CRM: LMA con cambios relacionados con
mielodisplasia; LMA-NE: LMA no especificada de otra manera; ES: error estdndar de la media; SMD:
sindrome mielodisplasico; SMD/NMP: neoplasia mielodisplasica/mieloproliferativa; IC: intervalo de

confianza.
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Figura 20. Curva de Kaplan-Meier para la supervivencia global del grupo control de

LMA-NE comparada con LMA-CRM.
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Resultados

PARTE 11

ESTUDIO DE LA ASOCIACION DE LA MUTACION EN ASXL1 A LMA-CRM

2.1. Prevalencia de la mutacion en ASXL1I en pacientes con LMA-CRM y pacientes
con LMA-NE

La prevalencia de mutaciones somaticas en ASXL/ en los pacientes con LMA-CRM fue

22/80 (27,5%) frente a 2/47 (4,2%) en los controles con LMA-NE, (p=0,001).

2.2. Tipos de mutaciones detectadas en el gen ASXL]I

En los pacientes con LMA-CRM se encontraron cuatro mutaciones de tipo nonsense
(p-R693*, p.Q965*, p.E705* y p.Q1201*) y diez mutaciones de tipo frame-shift

diferentes.

La mutacion mas frecuente fue p.G646fs*12, detectada en ocho pacientes con LMA-
CRM, seguida de la mutacion p.E635fs*15, detectada en dos pacientes con LMA-CRM
y en un control con LMA-NE. Ademas, cada una de las siguientes mutaciones:
p.R620fs*11, p.A627fs*8, p.R634fs*62, p.l641fs*15, p.G643fs*15, p.R715fs*10,
p.S770fs*1 y p.L775fs*1 fue detectada en un paciente con LMA-CRM respectivamente;
y la mutacion p.1641fs*16 en un control con LMA-NE.

Las mutaciones p.1641fs*15 y p.Q1201* presentes en dos pacientes con LMA-CRM, y la
mutacion p.1641fs*16 observada en un control con LMA-NE, fueron las inicas que no
habian sido descritas previamente en la base de datos COSMIC (del inglés, Catalogue Of
Somatic Mutations In Cancer). En la Tabla 23 se detalla la relacion de mutaciones
detectadas en ASXLI en los pacientes con LMA-CRM vy los controles con LMA-NE

ordenados por la posicion del aminodcido mutado.

Adicionalmente, se encontraron varias mutaciones missense, pero no han sido
consideradas en este trabajo debido a la imposibilidad de discernir entre las variantes con

un efecto de pérdida de funcion en la proteina y las variantes no funcionales.
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Tabla 23. Abreviaturas: LMA-CRM: leucemia mieloide aguda con cambios relacionados con
mielodisplasia; LMA-NE: LMA no especificada de otra manera; AA: Aminoacido; SMD: sindrome
mielodisplasico; SMD/NMP: neoplasia mielodisplasica/mieloproliferativa; A: azacitidina; F: FLUGA; P:

paliativo; C: Ara-C; I: idarrubicina.

2.3. Asociacion de la mutacion en el ex6n 12 de ASXLI con caracteristicas clinicas,

citomorfologicas y genéticas en LMA-CRM

Los casos de LMA-CRM con mutacion en ASXLI (ASXL1+) fueron predominantemente
pacientes con historia previa de SMD o SMD/NMP: 15/22 (68,2 %) casos con SMD o
SMD/NMP previos entre los pacientes ASXL /+ comparado con 18/58 (31%) casos con
SMD o SMD/NMP previos en pacientes sin mutacion en ASXLI (ASXLI-) (p=0,005). De
los 15 casos con antecedente de SMD o SMD/NMP que tenian mutacion en ASXLI, 8
eran SMD y 7 eran SMD/NMP. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos en cuanto a la edad, ni en relacién con parametros

analiticos como la cifra de leucocitos, la cifra de hemoglobina o de plaquetas.

Entre los signos morfologicos de displasia, los pacientes con LMA-CRM ASXLI+
presentaron mayor frecuencia de: dismorfias en los hematies en sangre periférica, 19/19
(100%) en pacientes ASXLI+ frente a 41/52 (77,4%) en pacientes ASXLI-, (p=0,03);
dismorfias en las plaquetas en sangre periférica: 13/16 (81,3%) en casos ASXLI+ frente
a 19/41 (46,3%) en casos ASXLI-, (p=0,02); y presencia de micromegacariocitos en la
médula 6sea: 12/17 (70,6%) casos en LMA-CRM ASXL [+ frente a 18/45 (40%) en LMA-
CRM ASXLI-, (p=0,04) (Figuras 21 y 22). En el resto de los signos morfolégicos de
displasia evaluados (serie eritroide: defectos de hemoglobinizacidon, macrocitosis,
multinuclearidad, otros defectos nucleares -lobulacion/constricciones, puentes
internucleares, cambios megaloblasticos-, PAS positividad y sideroblastos en anillo; serie
granulocitica: hipogranularidad, hiposegmentacion nuclear -pseudo-Pelger-Hiiet-, otras
alteraciones nucleares -nucleos en espejo/anillo o hipersegmentacion-, gigantismo y
vacuolas; serie megacariocitica: micromegacariocitos, nucleos hipolobulados, nucleos
multiples separados, megacariocitos pequeflos y megacariocitos de talla grande) no se
encontraron diferencias en base a la presencia o no de mutacién en ASXL/ (datos no

mostrados).
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Figura 21. Dismorfias de hematies y plaquetas en sangre periférica.
Tincion de MGG x1000. Hematies con anisopoiquilocitosis. Plaquetas

grandes e hipogranulares.

A _

Figura 22. Micromegacariocitos en médula 6sea. Tincion de MGG x1000.



Resultados

El subtipo morfolégico més frecuente en los pacientes con LMA-CRM ASXLI+ fue
monocitico (M5 de la FAB) o mielomonocitico (M4 de la FAB), presente en 14/22
(63,6%) pacientes dentro de las LMA-CRM ASXL I+ frente a 13/58 (22,4%) en LMA-
CRM ASXLI- (p<0,01).

En relacion con los hallazgos citogenéticos, la presencia de mutacion en ASXL1 se asocid
con un cariotipo normal: 16/22 (72,7%) casos con cariotipo normal en LMA-CRM
ASXLI+ comparado con 17/57 (29,8%) casos con cariotipo normal en LMA-CRM
ASXLI- (p=0,001). Los seis pacientes con mutacion en ASXL/ que no tenian un cariotipo
normal presentaron: trisomia 8 en 3/6 casos, trisomia 21 en 1/6, der(7;15)(q10;q10) en
1/6 y delecion (7q) en 1/6 casos. Se observo una asociacion negativa de la mutacion en
ASXL]I con la presencia de anomalias citogenéticas relacionadas con mielodisplasia: solo
1/22 (4,5%) pacientes con LMA-CRM ASXLI+ presentd una anomalia citogenética
relacionada con mielodisplasia que fue una delecion (7q), frente a 32/57 (56,1%) casos
con alteraciones relacionadas con mielodisplasia entre los pacientes con LMA-CRM

ASXL1-, (p=0,001).

Respecto al resto de mutaciones, la mutacion en ASXL/ mostrd una correlacion negativa
con la mutacion en 7P53: 0/12 casos con 7P53 mutado en LMA-CRM ASXL [+ frente a
16/35 (45,7%) casos con TP53 mutado en LMA-CRM ASXLI- (p=0,004); y una
asociacion positiva con la mutacion en SRSF2: 4/9 (44%) casos con mutacion en SRSF2
dentro de los casos con LMA-CRM ASXL [+ frente a 3/28 (3,7%) casos con mutacion en
SRSF2 en LMA-CRM ASXLI- (p=0,04). No se encontraron asociaciones

estadisticamente significativas con mutaciones en otros genes (datos no mostrados).

Las diferencias observadas entre los pacientes con LMA-CRM ASXL/+ y LMA-CRM
ASXLI- se resumen en la Tabla 24.
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Tabla 24. Diferencias entre los pacientes con LMA-CRM ASXL /+y LMA-CRM ASXL -

LMA-CRM LMA-CRM
Parametro ASXLI+ ASXLI1- p-valor
(N=22) (N=58)
Edad (media, afios = ES) 70,5+2,7 67,2+ 1,8 0,3
Historia de SMD o SMD/NMP o o
(casos+/N, %) 15/22 (68,2%) 18/58 (31%) 0,005
Hemoglobina (g/l media + ES) 86,913 4 84,7+2.9 0,6
Leucocitos (x10°/l media + ES) 30,4+7,1 19,5+5 0,2
Plaquetas (x10°/1 media + ES) 573+11,8 90,8 + 12,6 0,1
Dismorfias en hematies, SP (casos+/N,%) 19/19 (100%) 41/52 (77,4%) 0,03
Dismorfias en neutrofilos, SP (casos+/N,%) 17/20 (85%) 35/42 (83,3%) 1
Dismorfias en plaquetas, SP (casos+/N,%) 13/16 (81,3%) 19/41 (46,3%) 0,02
Subtipo morfologico o o
monocitico/mielomonocitico (casos+/N, %) 14122 (63,6%) 13/58 (22,4%) 0,001
Blastos en MO (%, media = ES) 42,6 £4,7 51,4+2,8 0,1
Micromegacariocitos en MO (casos+/N) 12/17 (70,6%) 18/45 (40%) 0,04
Cariotipo normal (N, %) 16/22 (72,7%) 17/57 (29,8%) 0,001
Anomalias citogenéticas relacionadas con 1122 (4,5%) 32/57 (56,1%) 0.001
SMD (N, %) =70 0 ’
TP53 (casos mutados/N) 0/12 (0%) 16/35 (45,7%) 0,004
SRSF2 (casos mutados/N) 4/9 (44%) 3/28 (3,7%) 0,04
306 (213,9-

Supervivencia global 100343-1672) 051
en LMA-CRM de Mediana, 95% IC > 0,017
novo con cariotipo de N=6 N=17
riesgo intermedio

HR, 95% IC 3,2 (1,2-8,8) 0,024

Abreviaturas: LMA-CRM: leucemia mieloide aguda con cambios relacionados con mielodisplasia; LMA-

NE: leucemia mieloide aguda no especificada de otra manera; ES: error estandar de la media; SMD:

sindrome mielodisplasico; SMD/NMP: neoplasia mielodisplésica/mieloproliferativa; SP: sangre periférica;

MO: médula 6sea; IC: intervalo de confianza; HR: hazard ratio.
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Respecto a la supervivencia global, considerando el total de casos secuenciados para
ASXLI (N=80) no se encontraron diferencias entre los pacientes ASXLI+ frente a los
ASXLI-: mediana de supervivencia de 198 dias, IC 95% (43,3-352,7, N=22) en LMA-
CRM ASXLI+, frente a 195 dias, IC 95% (127,8-262,2, N=58) en LMA-CRM ASXLI-,
(p=0,9). Tampoco se observaron diferencias significativas al analizar los casos con
citogenética de riesgo intermedio: mediana de supervivencia de 198 dias, IC 95% (36,4-
359,6; N=21), para los casos con citogenética de riesgo intermedio ASXL [+, frente a 204
dias, IC 95% (120,2-287,8; N=26) en los casos ASXLI-, (p=0,7).

Sin embargo, al seleccionar dentro del grupo con cariotipo de riesgo intermedio los casos
de LMA-CRM de novo, es decir, excluyendo el antecedente de SMD o SMD/NMP, se
observd una supervivencia significativamente inferior en el grupo con mutacion en
ASXL1I: mediana de supervivencia de los pacientes con LMA-CRM de novo con cariotipo
de riesgo intermedio ASXL I+ de 100 dias, IC 95% (32,8-167,2; N=6), frente a 306 dias,
IC 95% (213,9-398,1; N=17), en los ASXL I-, (p=0,017); lo que representa un hazard ratio
para la mutacion en ASXLI de 3,2 IC 95% (1,2-8,8), (p=0,024) (Tabla 24) (Figura 23).
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Figura 23. Supervivencia global de los pacientes con LMA-CRM de novo con

citogenética de riesgo intermedio en funcidn de la presencia de mutacion en ASXL].
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2.4. Caracteristicas de los pacientes con LMA-NE con mutacion en ASXL/

Dentro del grupo control con diagnostico de LMA-NE, solo dos pacientes tenian una
mutacion en ASXLI. Los dos eran hombres con edades de 80 y 86 afios, respectivamente.
El primero tenia un recuento de leucocitos de 30,9 x10%/L mientras que el segundo tenia
26,8 x10%/L. Ambos habian sido diagnosticados de LMA mielomonocitica segun criterios
citomorfoldgicos e inmunofenotipicos. También compartian una disgranulopoyesis
severa (cuantitativamente >50%) en la médula 6sea, no habiendo sido evaluables la
displasia en las series eritroide y megacariocitica por estar muy reducidas en ambos casos
en el momento del diagnéstico. Uno de los pacientes tenia un cariotipo normal y el
segundo presentaba trisomias 8 y 13. La supervivencia media de estos pacientes ASXL [+
(N=2) fue de 21 dias, IC 95% (20-22) frente a los 909 dias, IC 95% (590-1228) del resto
de los pacientes ASXLI- de este grupo (N=45), (p=0,01), HR: 6,25 (1,25-31,25),
(p=0,025).
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PARTE III
ESTUDIO DEL VALOR PRONOSTICO DE LA DISPLASIA
3.1. Evaluacion del valor prondstico independiente de la displasia multilinea

En el primer bloque de resultados, la cohorte de pacientes con LMA-CRM mostré una
supervivencia global inferior a la del grupo control con LMA-NE (Figura 20, resultados
parte I). En este tercer apartado, el estudio se centra en el subgrupo de pacientes con
LMA-CRM diagnosticados solo por la presencia de displasia multilinea (LMA-CRM-
morfo, N=27) con el objetivo de evaluar si este criterio diagnostico de LMA-CRM tiene
valor prondstico independiente. Dentro de las LMA-CRM, este subgrupo mostrd una
supervivencia ligeramente superior a la de los pacientes con LMA-CRM-citog y LMA-
CRM-smd, aunque las diferencias no fueron estadisticamente significativas (Figura 19
resultados parte I). Con esta premisa, y tras haber identificado la mutacion en ASXLI
como una mutacion prevalente en LMA-CRM con impacto prondstico desfavorable en el
grupo de pacientes con citogenética de riesgo intermedio y sin antecedente de SMD-
SMD/NMP (Figura 23, resultados parte II), se estudio el grupo de LMA-CRM-morfo
estratificandolo en funcidn de la presencia o no de mutacion en ASXLI, y se realizo el

mismo analisis para el resto de las mutaciones detectadas con mayor frecuencia.

A) En el caso de la mutacion en ASXL1, cuando el grupo LMA-CRM-morfo se dividio
segun su estado mutacional, los pacientes ASXL I+ (N= 6) mostraron una supervivencia
global significativamente inferior a la de los pacientes ASXL - (N=16) (p=0,014) (Figura
24), con una diferencia en la mediana de supervivencia de 100 dias (32,8-167,2) frente a

314 dias (192,8-435,2) entre los pacientes con y sin mutacion en ASXL 1, respectivamente.

De esta manera, el grupo LMA-CRM-morfo ASXLI-, mostr6 una supervivencia
significativamente superior no solo que la de los casos con LMA-CRM-morfo ASXL I+,
sino también que la de los casos con LMA-CRM-smd [mediana 314 dias (192,8-435,2)
frente a 113 dias (83,8-142,2), p de Kaplan-Meier =0,01] y que la de los casos con LMA-
CRM-citog [mediana 314 dias (192,8-435,2) frente a 171 dias (23,1-318,9), p de Kaplan-
Meier =0,06]; equiparandose su supervivencia global a la del grupo control con LMA-
NE [mediana de 314 dias (192,8-435,2) en LMA-CRM-morfo ASXLI- frente a 282 dias
(37,5-526,5) en LMA-NE, p de Kaplan-Meier =0,8].
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Figura 24. Diferencias en la supervivencia global entre los pacientes con LMA-CRM y
LMA-NE, separando los casos de LMA-CRM en funcion del criterio diagndstico y
diferenciando dentro del grupo LMA-CRM-morfo los pacientes con y sin mutacion en

ASXLI.

En resumen, la supervivencia global fue similar para los pacientes con LMA-CRM-morfo
ASXLI1+, LMA-CRM-smd y LMA-CRM-citog, mientras que los pacientes con LMA-
CRM-morfo sin mutacion en ASXL/ tuvieron una supervivencia global
significativamente mejor que estos tres subgrupos y similar a la de la cohorte control de

LMA-NE (Figura 24).

En el resto de las categorias diagnosticas de LMA-CRM (LMA-CRM-citog y LMA-
CRM-smd), no se observo que la mutacion en ASXLI contribuyera a un peor pronostico,

si bien dentro de las LMA-CRM-citog solo se detectd mutacion de ASXL/ en un caso.

B) Respecto a la mutacion de 7P53, ningin caso con LMA-CRM-morfo presento esta
mutacion. En el subgrupo con LMA-CRM-smd solo se detectd en 2/17 casos, mientras

que entre los pacientes con LMA-CRM-citog se observo en 14/22. Dentro de este ultimo
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grupo los pacientes con mutacion de 7P53 tuvieron una mediana de supervivencia
inferior, aunque las diferencias no alcanzaron significacion estadistica: mediana de
supervivencia de 46 dias 95% IC (0-96,3; N=14) frente a 382 dias (161,8-602,2; N=8)

entre pacientes con y sin mutacion de 7P53 respectivamente (p de Kaplan-Meier = 0,22).

C) Este mismo analisis se realiz6 para el resto de las mutaciones que se habian detectado
con mayor frecuencia en LMA-CRM: RUNXI, TET2, SRSF2, NRAS, DNMT3Ay SF3B1.
En el caso de TET2 y NRAS no habia ninglin paciente con mutaciones en estos genes
dentro del grupo LMA-CRM-morfo y, para el resto de los genes, aunque no se
observaron diferencias en términos de supervivencia, los resultados son poco valorables
por ser el nimero de pacientes muy bajo al realizar la estratificacion (mutados frente a

no mutados) dentro del subgrupo LMA-CRM-morfo (Tabla 25).

Tabla 25. Numero de casos mutados y no mutados en el grupo de pacientes con LMA-

CRM-morfo para RUNXI, TET2, SRSF2, NRAS, DNMT3A y SF3B1

Mutacion Mutados/no mutados
RUNXI 2/6
TET2 0/8
SRSF2 2/5
NRAS 0/8
DNMT3A 2/6
SF3B1 1/6

3.2. Asociacion de rasgos citomorfologicos de displasia con prondstico en LMA-
CRM

Adicionalmente se estudio si alguna caracteristica citomorfologica individual de displasia
mostraba asociacion con el pronostico en los pacientes con LMA-CRM. Para ello se
realiz6 un estudio de variables con impacto en la supervivencia global por el método de

Kaplan-Meier. Los signos citomorfologicos de displasia evaluados se recogen en la Tabla
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26. En resumen, de manera individual, ninguno de los signos de displasia estudiados
demostrd tener un impacto significativo en la supervivencia de los pacientes con LMA-

CRM.

Tabla 26. Impacto en la supervivencia global de signos citomorfologicos de displasia

Variable p-valor
Dismorfias en hematies 0,34
Sangre periférica Dismorfias en neutrofilos 0,67
Dismorfias en plaquetas 0,46
Multinuclearidad 0,92
Otros defectos nucleares 0,29
Serie eritroide Macrocitosis 0,9
Sideroblastos en anillo 0,06
PAS positividad 0,91
Hipogranularidad 0,34
Vacuolas 0,09
M,é dula Serie granulocitica | Gigantismo 0,58
Osea
Anomalia de pseudo-Pelger-Hiiet 0,74
Presencia de bastones de Auer 0,62
Micromegacariocitos 0,31
Megacariocitos pequeios 0,15
Serie megacariocitica | Talla grande 0,16
Nucleos hipolobulados 0,8
Nucleos multiples separados 0,18
Diseritropoyesis =50% (N= 81) 0,44
Disgranulopoyesis =50% (N= 94) 0,89
Dismegacariopoyesis =50% (N= §9) 0,04
Numero de lineas displasicas (0,1,2,3) 0,57
Criterio de displasia multilinea (N=93) 0,46
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Asimismo, se analizé el papel de la presencia de diseritropoyesis en porcentaje =50%,
disgranulopoyesis en porcentaje >50% y dismegacariopoyesis en porcentaje =>50%,
encontrando que los pacientes con dismegacariopoyesis =>50% presentaban una
supervivencia global significativamente inferior: mediana de 204 dias, IC 95% (106,6-
301,4; N=76), frente a 1500 dias, IC 95% (426,6-2573,4; N=12) en los casos con y sin
dismegacariopoyesis respectivamente (p=0,04). Ni la presencia de diseritropoyesis
>50% ni de disgranulopoyesis >50% mostraron ningun impacto en la supervivencia

global (Figura 25).
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Figura 25. Curvas de Kaplan-Meier para la presencia de disgranulopoyesis,

diseritropoyesis y dismegacariopoyesis = al 50% en pacientes con LMA-CRM.

Tampoco se observaron diferencias significativas en funcién de tener una, dos o tres
lineas displasicas (Tabla 26). Y, respecto al criterio de displasia multilinea (tener dos o
mas lineas con displasia en el 50% o mas de sus elementos), considerando los casos
evaluables, ni en el global de la serie (N=93) (Tabla 26), ni especificamente al analizar
los pacientes con LMA-CRM-citog y LMA-CRM-smd, su deteccion demostrd tener un
impacto adverso en la supervivencia global: mediana de supervivencia en LMA-CRM-
citog y LMA-CRM-smd con displasia multilinea de 178 dias IC 95% (97,1-258,9; N=49)
frente a 195 dias IC 95% (0-999,8, N=8), en los casos sin displasia, (p=0,36).

3.3. Otras variables con impacto prondstico en LMA-CRM

Por ultimo, se realizaron andlisis univariante y multivariante con el fin de evaluar otros

factores clinicos y genéticos con impacto en la supervivencia global en los pacientes con

LMA-CRM.
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En el andlisis univariante se observd que tanto la edad (HR=1,03; p<0;01) como el
antecedente hematologico de SMD o SMD/NMP previo (HR=1,77; p=0,012) constituian
factores de riesgo adverso. Otras variables significativamente asociadas con
supervivencia global fueron la cifra de leucocitos (HR=1,02; p<0,01), la LDH
(HR=1,001; p=<0,01), el porcentaje de blastos en la médula 6sea (HR=1,01; p=0,04) y
la mutacién en 7P53 (HR=2; p=0,04), (Tabla 27).

En el analisis multivariante, solo la edad y la mutacion de 7P53 mantuvieron un impacto
negativo en la supervivencia global de los pacientes con LMA-CRM, con HR de 1,1
(p=0,014) en el caso de la edad y 8,4 en el caso de la mutacion en 7P53 (p=0,03) (Tabla
28).

Tabla 27. Analisis univariante de factores con impacto en la supervivencia global en

pacientes con LMA-CRM

Variable (N) HR (95% IC) p-valor
Edad (111) 1,03 (1,01-1,04) <0,01
Antecedente SMD-SMD/NMP (111) 1,77 (1,14-2,8) 0,01
LDH (97) 1,001 (1-1,002) <0,01
Hemoglobina (111) 0,99 (0,99-1,004) 0,25
Leucocitos (111) 1,02 (1,009-1,023) <0,01
Plaquetas (111) 0,99 (0,99-1,00) 0,08
Blastos (% en MO) (111) 1,01 (1,002-1,023) 0,02
Grupo de riesgo citogenético (102) 1,04 (0,67-1,62) 0,84
ASXL1 (mutado/no mutado) (22/58) 0,98 (0,57-1,69) 0,96
TP53 (16/31) 2(1,0-4) 0,04
RUNXI (8/39) 1,4 (1,6-3,3) 0,39
TET2 (9/38) 1,6 (0,7-3,8) 0,24

Abreviaturas: HR: hazard ratio; IC: intevalo de confianza; SMD: sindrome mielodisplasico; SMD/NMP:

neoplasia mielodisplasica mieloproliferativa; MO: médula 6sea.
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Tabla 28. Analisis multivariante de factores con impacto en la supervivencia global en

pacientes con LMA-CRM

Variable (N) HR (95% IC) p-valor
Edad (111) 1,1 (1,02 -1,19) 0,01
Antecedente SMD-SMD/NMP (111) 1,89 (0,56 -6,38) 0,31
LDH (97) 1,002 (1 —1,004) 0,02
Hemoglobina (111) 1,017 (0,98 — 1,05) 0,34
Leucocitos (111) 1,003 (0,97 — 1,03) 0,84
Plaquetas (111) 1,005 (0,99 —1,02) 0,33
Blastos (% en MO) (111) 1,001 (0,97 - 1,03) 0,97
Grupo de riesgo citogenético (102) 0,92 (0,24 — 3,63) 0,91
ASXL1 (mutado/no mutado) (22/58) 0,78 (0,16 — 3,89) 0,77
TP53 (16/31) 8,4 (1,16 — 62,5) 0,03
RUNXI (8/39) 1,49 (0,35 — 641) 0,59
TET2 (9/38) 0,42 (0,06 — 3,08) 0,39

Abreviaturas: HR: hazard ratio; IC: intevalo de confianza; SMD: sindrome mielodisplasico; SMD/NMP:

neoplasia mielodisplésica mieloproliferativa; MO: médula osea.
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DISCUSION

PARTE I: CARACTERISTICAS CITOMORFOLOGICAS, CITOGENETICAS Y
MOLECULARES DE LOS PACIENTES CON LMA-CRM AL DIAGNOSTICO

Las leucemias mieloides agudas con cambios relacionados con mielodisplasia
constituyen una categoria de LMA que se introdujo por primera vez en la clasificacion de
las neoplasias hematologicas de la OMS de 2001 con la denominacién de LMA con
displasia multilinea (16). Es un grupo que supone un porcentaje muy importante de las
LMA del adulto, en algunas series de hasta el 48% (61). La base inicial de su definicion
fue agrupar aquellas LMA que, de manera similar a los SMD, se caracterizaban por la
presencia de rasgos de mielodisplasia, compartiendo también con estos el tipo de
alteraciones citogenéticas. Esta categoria se ha mantenido desde su creacion,
incorporandose modificaciones tanto en su denominacion como en su definicion en cada
una de las actualizaciones que la OMS ha realizado de la clasificacion de las LMA para,
en la revision de 2017, agrupar las LMA que debutaban con displasia multilinea y/o
presencia de anomalias citogenéticas relacionadas con SMD, y/o que provenian de un

SMD o un SMD/NMP (8).

Comenzando por las caracteristicas citomorfoldgicas, este es un tipo de leucemia en el
que la presencia de mielodisplasia es un rasgo habitual. En la serie de 111 casos de LMA-
CRM estudiados en el presente proyecto, un 76,6% presentaba displasia multilinea,
porcentaje cercano al 80% descrito en la serie de Xu y colaboradores (63). Y esta no solo
se observa en los pacientes diagnosticados exclusivamente por criterio citomorfologico,
sino que afecta al 63% de los casos con LMA-CRM-citog y al 69% de los casos con
LMA-CRM-smd. Pese a ello, son pocas las publicaciones en las que se describe el tipo
de alteraciones citomorfoldgicas mas frecuentemente observadas. En este estudio, la
mayoria de los casos correspondieron a LMA con maduracion (subtipo morfologico M2
de la FAB), y la linea hematopoy¢tica afectada en un mayor nimero de pacientes (con
dismorfias en porcentaje >50% de las células) fue la granulocitica. En la médula dsea los
signos de displasia observados con mayor frecuencia fueron: en la serie eritroide
(excluyendo los defectos citoplasmaticos que estaban presentes de manera generalizada),
la macrocitosis y los defectos nucleares (tipo lobulacion/constricciones, puentes

internucleares, cambios megaloblasticos); en la serie granulocitica, la hipogranularidad;
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y en la serie megacariocitica, el tamafio pequeiio y las formas hipolobuladas (observadas
con frecuencia similar), seguidas por los micromegacariocitos. Estos hallazgos se
aproximan a los reportados por Weinberg y colaboradores (84), que describieron como
alteracion mas habitual en la serie eritroide las irregularidades en el nucleo, en la serie
granulocitica la hipogranularidad, y en la megacariocitica los micromegacariocitos y las
formas con nucleos separados (como aclaracion en este trabajo no se recogio el tamano
pequeiio entre los signos de displasia de los megacariocitos). Asimismo, coincidiendo
con la serie de Weinberg, donde se describe un 17% de casos sin hematopoyesis suficiente
para valorar la displasia, objetivamos un 16,2% de casos en los que la displasia multilinea
no fue evaluable. Con respecto a los hallazgos en sangre periférica, si bien estos no
constituyen un criterio diagnostico de LMA-CRM, encontramos que la presencia de
dismorfias en sangre es también habitual, observandose con frecuencia en hematies

(86,1% de los casos), neutrofilos (79,5% de los casos) y plaquetas (54,3% de los casos).

Respecto a las alteraciones citogenéticas, un 45,1% de los casos de la serie presentaron
anomalias citogenéticas relacionadas con mielodisplasia, siendo las mas frecuentes el
cariotipo complejo y las alteraciones cromosdmicas en desequilibrio afectando a los
cromosomas 7 y 5, concretamente -7/del(7q) y del(5q). Ninguno de los casos de la serie
presentd alteraciones en equilibrio de las consideradas diagnosticas de esta categoria
segin la OMS de 2017 (48). Estos hallazgos coinciden con lo descrito de manera
generalizada en LMA-CRM (48,62,63,73,74,85). El perfil molecular de las LMA-CRM
también se diferencia del observado en otros subtipos de LM A, habiéndose reportado una
alta prevalencia de mutaciones en 7P53 y ASXLI (85,87-90). En nuestra serie, estas
fueron las alteraciones detectadas con mayor frecuencia, identificaindose un 34% de casos
con mutacion en 7P53 y un 27,5% de casos con mutacion en ASXLI. El resto de las
mutaciones observadas por orden de frecuencia fueron TET2 (19,1%), SRSF2 (18,9%),
RUNXI (17%), NRAS (14,9%), SF3B1 (13,5%), DNMT3A (12,8%), NF1 (10,8%), IDH2
(10,6%) y CBL (10,6%). De estas, la mutacion en SRSF2, también ha mostrado tener una
frecuencia significativamente superior en LMA-CRM frente a otros subtipos de LMA
(87,89,91); y las mutaciones en SRSF2, SF3Bl y ASXLI se han asociado a LMA
secundarias a SMD o SMD/NMP (93).
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Por ultimo, en cuanto al antecedente de SMD o SMD/NMP, en esta serie fueron mas
frecuentes los casos diagnosticados de novo (63,1%) que como progresion de un SMD o
un SMD/NMP previo (36,9%), dato que concuerda con lo publicado en la literatura
(56,62,76).

En relacion a las diferencias observadas en funcion del criterio diagnéstico de LMA-
CRM (LMA-CRM-citog, LMA-CRM-smd y LMA-CRM-morfo), observamos que los
pacientes diagnosticados como progresion de un SMD o un SMD/NMP presentaron una
edad superior a la de los casos con LMA-CRM-citog, asi como una cifra de leucocitos
mas elevada que la de los pacientes con LMA-CRM-citog y LMA-CRM-morfo. Tanto la
presencia de un cariotipo de riesgo adverso como de mutaciones en 7P53 se asociaron de
manera significativa al grupo de LMA-CRM-citog. Las mutaciones en ASXLIy TET2 se
asociaron significativamente al grupo con LMA-CRM-smd y las mutaciones en /DH?2 al
grupo de LMA-CRM-morfo. De todos estos factores es resefiable que tanto la edad como
la leucocitosis son variables que se han asociado a un peor prondstico en pacientes con
LMA, e igualmente, la presencia de un cariotipo de riesgo adverso, asi como de
mutaciones en 7TP53 y ASXLI constituyen factores de riesgo desfavorable
(18,19,21,22,26,35,148), presentandose mayoritariamente estas caracteristicas en los

grupos de LMA-CRM-citog y LMA-CRM-smd.

La supervivencia global de los 111 pacientes con LMA-CRM fue significativamente
inferior a la del grupo control con LMA-NE, dato que concuerda con lo publicado en
estudios previos cuando se analiza de manera global el conjunto de pacientes con LMA-
CRM (56,61,63,94). Al analizar en nuestra serie los diferentes subgrupos diagnodsticos
dentro de las LMA-CRM (LMA-CRM-citog, LMA-CRM-smd y LMA-CRM-morfo) no
se observaron diferencias significativas en cuanto a supervivencia global, si bien esta fue
algo mayor en los pacientes con LMA-CRM-morfo (sobre este punto se profundiza en el

ultimo apartado de la discusion).
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PARTE 11

ESTUDIO DE LA ASOCIACION DE LA MUTACION EN ASXLI A LMA-CRM

Las mutaciones en el exén 12 de ASXLI de tipo nonsense y frame-shift dan lugar a una
proteina truncada en el homeodominio PHD carboxi-terminal. Estas mutaciones de
pérdida de funcion se han asociado con diferentes tipos de neoplasias mieloides,
sugiriendo un papel de la pérdida de ASXLI en la leucemogénesis y, de manera general
estan ligadas a un prondstico desfavorable. En LMA se ha descrito una frecuencia de
mutaciones en ASXL/ que varia entre el 5,3 y el 25% de los casos segun las series
(131,141-145), mientras que, especificamente en LMA-CRM se detecta hasta en el 35%
de los pacientes (87,88). La busqueda de caracteristicas clinico-bioldgicas asociadas a la
presencia de esta mutacion en LMA se ha abordado en diferentes estudios con resultados
variables, en parte posiblemente debido a las diferentes cohortes de pacientes analizadas
(88,142,144). En esta segunda parte de la tesis el estudio se centra en evaluar la asociacion
de la mutacién en ASXLI a LMA-CRM y en la identificacion de caracteristicas asociadas

a la presencia de esta mutacion en este grupo de pacientes.

Los resultados obtenidos confirman una frecuencia de mutaciones en ASXL/ en los
pacientes con LMA-CRM significativamente superior a la detectada en LMA-NE: 27,5%
de casos con mutacion en ASXL/ en LMA-CRM frente a 4,2% en LMA-NE (p=0,001).
La mayoria de las mutaciones encontradas fueron mutaciones de tipo frame-shift, en 20
pacientes, mientras que solo en 4 casos se detectaron mutaciones de tipo nonsense. Tres
de estas mutaciones no habian sido descritas previamente en la base de datos COSMIC
(p.1641fs*15, p.l641fs*16 y p.Q1201*). La mutaciéon mas frecuente fue p.G646fs*12,
detectada en 8 pacientes con LMA-CRM, que es la mutacion que se ha descrito con mayor

prevalencia en las neoplasias mieloides (122,141).

Al comparar los pacientes con LMA-CRM con mutacion en ASXL/ frente a los no
mutados, observamos algunas diferencias significativas. Dentro de las LMA-CRM, las
mutaciones en ASXL/ se asociaron principalmente con el antecedente de SMD o
SMD/NMP. Esta asociacion se ha reportado previamente en LMA (144,145), si bien,

concretamente en el estudio de Devillier y colaboradores, centrado en LMA-CRM (88),
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no observaron esta correlacion. En los SMD y las LMMC, la presencia de mutaciones en
ASXL] se ha relacionado con menor tiempo de transformacion a LMA (133,135). Otras
de las caracteristicas que en diferentes series se han asociado a la presencia de mutacion
de ASXL1 en LMA son la edad avanzada, la leucocitosis y un menor porcentaje de blastos
en la médula 6sea (142,144,145). Los pacientes con LMA-CRM ASXL [+ estudiados en
nuestra serie tenian mas edad, una cifra de leucocitos mas elevada, y un porcentaje de
blastos en la médula 6sea inferior a los pacientes con LMA-CRM ASXLI-, si bien las
diferencias no fueron estadisticamente significativas. Entre las caracteristicas
citomorfolégicas, la mutacion en ASXLI se asocid a casos con diferenciacion monocitica
y mielomonocitica (subtipos M5 y M4 de la FAB). Ademads, encontramos diferencias
entre los pacientes con LMA-CRM ASXL [+ frente a los ASXL - respecto a determinados
signos morfologicos de displasia, destacando la mayor frecuencia de
micromegacariocitos en la médula 6sea en los pacientes ASXL/+. Los casos con ASXLI
mutado también presentaron en mayor nimero dismorfias en los hematies y las plaquetas
en la sangre periférica. A este respecto, si bien en el trabajo de Devillier y colaboradores
(88) se establecid la asociacion de la mutacion ASXLI con una mayor presencia de
disgranulopoyesis en pacientes con LMA-CRM, no hemos encontrado referencias sobre
la relacion de esta mutacion con signos especificos de displasia como la presencia de
micromegacariocitos. A pesar de que el numero de pacientes de esta serie es limitado, la
mayor presencia de algunos signos morfologicos de displasia en los casos ASXL [+ frente
a los ASXL1- podria apoyar el posible papel de esta mutacion como marcador molecular

asociado a mielodisplasia (88,127).

En relacion con los hallazgos citogenéticos y moleculares, la mutacion en ASXLI se ha
asociado previamente con la ausencia de anomalias citogenéticas relacionadas con SMD
y con un cariotipo de riesgo intermedio en pacientes con LMA-CRM (88). Ademads, en
LMA se ha vinculado con cariotipo normal y con la presencia de determinadas
alteraciones como la trisomia 8 y alteraciones en el cromosoma 11 (131,142,144). En la
serie estudiada, confirmamos la asociacion de la mutaciéon de ASXLI con un cariotipo
normal, detectandose hasta en el 48,5% de los pacientes con LMA-CRM vy cariotipo
normal mutaciones en ASXLI. De seis pacientes ASXLI+ que tenian alteraciones en el
cariotipo, tres correspondian a trisomias 8. En el caso de las alteraciones citogenéticas

relacionadas con mielodisplasia la asociacion fue negativa: solo un paciente ASXL I+
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presentd una alteracion relacionada con SMD [del(7q)], y en ninglin caso la mutacion se
presentd asociada a un cariotipo complejo, lo que podria sugerir que ambos hallazgos
pudieran ser mutuamente excluyentes. Tampoco se observéd ningun caso de LMA-CRM
ASXLI+ con mutacion de 7P53. Con respecto a mutaciones en otros genes, solo se

encontrd asociacion positiva de la mutacion en ASXL/ con mutaciones en SRSF2.

La observacion de estas caracteristicas vinculadas a la presencia de la mutacion ASXLI
en LMA-CRM, como el antecedente de SMD o SMD/NMP, el cariotipo normal o
determinados signos morfologicos de displasia como los micromegacariocitos, podria ser

de utilidad para anticipar el estado mutacional de ASXL en este grupo de pacientes.

Centrandonos en el valor pronostico de ASXL 1, en el trabajo de Devillier y colaboradores
que incluia 125 pacientes con LMA-CRM, la presencia de esta mutacion se asocid
globalmente a una menor tasa de remisiones completas y, dentro del grupo de riesgo
citogenético intermedio, a una menor supervivencia global a dos afios (88). En nuestra
serie solo se observaron diferencias en términos de supervivencia global, entre los casos
de LMA-CRM ASXLI+ frente a LMA-CRM ASXLI- tras excluir las alteraciones
citogenéticas de riesgo adverso y el antecedente de SMD o SMD/NMP. En este subgrupo
de pacientes (LMA-CRM de novo con cariotipo de riesgo intermedio) la mutacién en
ASXLI si mostr6 impacto pronostico, presentado los pacientes con mutaciéon una
supervivencia global significativamente inferior a la de los pacientes sin mutacion
(HR=3,2 p=0,024). Es de destacar que, en nuestra cohorte, a diferencia de la de Devillier
publicada en 2015, se excluyeron los casos con mutacion de NPM1 y mutacion bialélica
de CEBPA en ausencia de anomalias citogenéticas relacionadas con SMD, siguiendo las
recomendaciones de la OMS de 2017. Estos son pacientes de pronostico favorable y
normalmente ASXL/ negativos. En cualquier caso, es posible que sea necesario incluir un

mayor numero de pacientes para confirmar estas diferencias.

Finalmente, y aunque hay solo dos pacientes ASXL/+ en el grupo control de LMA-NE,
observamos que estos presentaban algunas caracteristicas comunes con los pacientes con
LMA-CRM ASXL1+, destacando el subtipo morfoldgico mielomonocitico y la presencia

de leucocitosis en ambos. Los dos pacientes con LMA-NE ASXL/+ compartian la
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presencia de disgranulopoyesis severa, afectando a mas del 50% de los elementos de la
serie granulocitica en el aspirado medular. Coincidian también ambos en que la displasia
en las otras lineas hematopoyéticas no habia sido evaluable por estar escasamente
representadas al diagnostico. Los dos pacientes tuvieron una supervivencia corta. Estas
caracteristicas comunes llevan a plantear la posibilidad de que estos dos pacientes con
LMA-NE y mutacién en ASXLI pudieran estar errbneamente categorizados, estando mas

cercanos estos casos a las LMA-CRM.

En conjunto todos estos hallazgos nos permiten sugerir el posible papel de la mutacion
en ASXLI como marcador molecular subrogado de LMA-CRM, cuya deteccion podria
facilitar el diagndstico de los pacientes dentro de este grupo, especialmente en ausencia
de otros criterios diagnosticos de LMA-CRM, como en los casos sin alteraciones
citogenéticas relacionadas con mielodisplasia, en aquellos en los que no se ha identificado
un antecedente previo de SMD o SMD/NMP, o cuando es dificil la evaluaciéon de la

displasia.

Esta hipotesis y resultados, publicados en el articulo “ASXLI mutation as a surrogate
marker in acute myeloid leukemia with myelodysplasia-related changes and normal
karyotype” (Prats-Martin y colaboradores, Cancer Medicine, 2020), estdn en consonancia
con el cambio propuesto recientemente por la OMS en la definicion de las LMA-CRM.
En la quinta edicion de la clasificacion de la OMS, publicada como articulo en junio de
2022 (151) y atn pendiente de su publicacion definitiva como libro azul, se introducen
una serie de modificaciones en la categoria de LMA-CRM, que pasa a denominarse ahora
LMA relacionada con mielodisplasia (LMA-RM). Entre otros, destaca la incorporacion
de un panel de ocho mutaciones que pasan a ser definitorias de LMA-RM y que se
incorporan como criterios diagndsticos de esta categoria. Entre estas mutaciones se
encuentra ASXLI. El resto de las mutaciones incluidas son SRSF2, SF3B1, U2AF1,
ZRSR2, EZH2, BCOR y STAG2. Estas mutaciones provienen del estudio de Lindsley y
colaboradores (93) en el que se identificaron como mutaciones altamente especificas de
LMA secundarias. En el anexo 1 se incluye la nueva definicion de LMA-RM segln la
OMS de 2022 y los criterios actuales para su diagnostico. En el anexo 2 se describe la

clasificacion de las LMA de la OMS de 2022.

116



Discusion

Coincidiendo con la clasificacion de la OMS de 2022, se ha publicado ademas la
Clasificacion de Consenso Internacional (ICC, por sus siglas en inglés International
Consensus Classification) (161) en la que un grupo de expertos, muchos de ellos
implicados en ediciones anteriores de la OMS, desarrollan una clasificacion alternativa
que presenta algunas diferencias con la OMS. En la ICC se establece una nueva categoria
de LMA denominada LMA con mutaciones génicas relacionadas con mielodisplasia
definida por la presencia de mutaciones, entre las que también se incluye ASXLI. El resto
de mutaciones definitorias de esta categoria son BCOR, EZH2, RUNXI, SF3B1, SRSF2,
STAG2, U24F1, y ZRSR2. La ICC, a diferencia de la OMS, separa este grupo con
mutaciones relacionadas con mielodisplasia del de las LMA con alteraciones
citogenéticas relacionas con mielodisplasia y de un tercer subtipo de LMA de nueva
creacion con mutaciones en 7P53, desglosando asi la categoria clasica de las LMA-CRM
que quedaria eliminada como tal. La clasificacién de las LMA de la ICC, incluidos los
cambios que esta introduce en relacion a la categoria previa de LMA-CRM, se describen

en el anexo 3.
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PARTE II1

ESTUDIO DEL VALOR PRONOSTICO DE LA DISPLASIA

En la clasificacion de las LMA de la OMS, la identificacion de anomalias citogenéticas
recurrentes y de determinadas mutaciones somadticas permite clasificar las leucemias en
grupos especificos que comparten caracteristicas bioldgicas y un pronostico similar. Sin
embargo, las LMA-CRM constituyen un grupo heterogéneo cuyo diagndstico ademas de
en alteraciones citogenéticas se ha sustentado en criterios clinicos (antecedente de SMD
o SMD/NMP) y citomorfoldgicos (presencia de displasia multilinea) (48). Esta categoria
se establecid bajo la premisa de que estos criterios agrupaban casos con caracteristicas
similares y prondstico adverso (48). Sin embargo, si todos los pacientes con LMA-CRM
comparten un prondstico analogo independientemente del criterio de diagndstico, es algo
que ha sido muy cuestionado desde la definicion de esta entidad. En particular, numerosos
estudios han establecido el impacto pronostico negativo tanto del perfil citogenético como
de la historia previa de SMD o SMD/NMP (62,63,76,85,94). Sin embargo, el valor
pronostico independiente de la displasia multilinea en los pacientes con LMA-CRM ha
sido muy discutido (56-59,61,62,67,76,85,94). Por otro lado, la generalizacion de los
estudios de NGS ha permitido la identificacion de mutaciones frecuentes en LMA-CRM,
contribuyendo a un mejor conocimiento de esta categoria; algunas, como 7P53 y ASXLI,
con relevancia pronostica (87-89,93). Concretamente en la segunda parte de resultados
de esta tesis se muestra el valor pronostico de la mutacion de ASXL1 en los pacientes con
LMA-CRM con cariotipo de riesgo intermedio una vez excluido el antecedente de SMD
o SMD/MPN. En esta tercera parte, el estudio se centra en evaluar el valor pronostico de
la displasia multilinea, en ausencia de otras variables asociadas al riesgo en LMA-CRM,
como el antecedente de SMD, las alteraciones citogenéticas relacionadas con
mielodisplasia, y nuevos factores de riesgo identificados, como las alteraciones
moleculares y especificamente la mutacion en ASXL /. Para ello, centramos el estudio en
el grupo de pacientes diagnosticados exclusivamente por criterio citomorfologico (LMA-
CRM-morfo), considerando la posible influencia de las mutaciones en el prondstico de

este subgrupo.

De manera similar a lo que se ha descrito en estudios previos (56,61,63,94), en la serie

presentada, la supervivencia global del conjunto de pacientes con LMA-CRM fue inferior
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a la de los pacientes del grupo control con LMA-NE [mediana de 178 dias 95% IC (123,1-
232,9) en pacientes con LMA-CRM, frente a 282 dias, 95% IC (37,5-526,5) en pacientes
con LMA-NE; p=0,004]. Las diferentes categorias diagnosticas dentro de las LMA-
CRM: LMA-CRM-citog, LMA-CRM-smd y LMA-CRM-morfo, no mostraron
diferencias estadisticamente significativas en cuanto a supervivencia global en nuestra
serie. Ambos hallazgos podrian respaldar la consideracion de las LMA-CRM como una
categoria de LMA de alto riesgo, tal y como quedaba definida en la OMS de 2017. Sin
embargo, al introducir los resultados del estudio mutacional en el analisis y considerar su
impacto por categorias diagnosticas si se observaron diferencias. Dentro de las
mutaciones detectadas con mayor prevalencia en la serie, ASXL/ mostré un impacto
significativo en la supervivencia del grupo con LMA-CRM-morfo, observandose dos
perfiles claramente diferenciados segun el estado mutacional de ASXL/ (Figura 24,

resultados parte III).
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Figura 24. Diferencias en la supervivencia global entre los pacientes con LMA-CRM y
LMA-NE, separando los casos de LMA-CRM en funcion del criterio diagndstico y
diferenciando dentro del grupo LMA-CRM-morfo los pacientes con y sin mutacion en

ASXLI.
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Los pacientes con LMA-CRM-morfo ASXLI+ mostraron una supervivencia
significativamente inferior a la de los pacientes con LMA-CRM-morfo ASXLI-;
equiparandose la supervivencia de las LMA-CRM-morfo ASXL /+ ala de las LMA-CRM-
smd y las LMA-CRM-citog, y diferenciandose estas tres de la supervivencia de las LMA-
CRM-morfo ASXLI-, grupo que mostrd un prondstico claramente mejor y comparable a

la del grupo control de LMA-NE.

En el caso de 7P53, ninguno de los pacientes secuenciados dentro del grupo con LMA-
CRM-morfo presentdé mutaciones en este gen. Y, para las restantes mutaciones mas
frecuentes en la serie (TET2, SRSF2, RUNXI1, NRAS, DNMT3A4 y SF3BI) si bien no se
observaron diferencias en supervivencia en funcion de la presencia o no de mutaciones
en estos genes en el grupo de pacientes con LMA-CRM-morfo, el nimero de casos
mutados frente a no mutados para cada una de ellas en este grupo fue muy bajo, lo que

limita la validez de estos resultados.

Respecto a la displasia multilinea, ni en el global de la serie ni especificamente al analizar
los subgrupos con LMA-CRM-citog y LMA-CRM-smd, su detecciéon demostrd tener un
impacto adverso en la supervivencia global de los pacientes, en linea con lo publicado en
series como la de Montalban Bravo y colaboradores (85) o Miesner y colaboradores (62).
Considerando signos individuales de displasia, en la serie estudiada ninguno mostrd
asociacion con prondstico de manera independiente, si bien la presencia de
dismegacariopoyesis en porcentaje =>50% se asocié a una menor supervivencia en el
conjunto de pacientes con LMA-CRM. En el trabajo de Weinberg y colaboradores que
incluy6 48 casos de LMA-CRM (84), entre los signos de displasia analizados, solo la
presencia de micromegacariocitos y de hipogranularidad en serie granulocitica se
asociaron con una menor supervivencia libre de evento. El hallazgo de
micromegacariocitos también se ha relacionado con peor prondstico en LMA en otra
publicacion de Weinberg y colaboradores (95), en la que se sugiere que la deteccion de
micromegacariocitos podria ser un marcador de agresividad en LMA mejor que el
concepto clasico de displasia multilinea de la OMS, que incluye la presencia de

disgranulopoyesis y de diseritropoyesis, alteraciones que en esta publicacion no afectaron
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al prondstico de los pacientes. Es remarcable que en nuestra serie la mutacion en ASXL/

se asocio a la presencia de micromegacariocitos.

Por ultimo, se estudiaron otras variables con posible impacto en la supervivencia global
de la serie, incluyendo el grupo de riesgo citogenético y los genes mutados con mas
frecuencia. En el andlisis multivariante solo la edad (HR: 1,1; p=0,014) y la mutacion en
TP53 (HR: 8,4; p=0,036) mostraron un valor pronoéstico adverso. Es destacable que la
frecuencia de mutacion en 7P53 en los pacientes con LMA-CRM-citog fue del 63,6%,
mientras que no hubo ninglin paciente con esta mutacion entre los evaluados dentro del
grupo de LMA-CRM-morfo (N=8), y solo se detectd en 2/15 casos dentro del grupo con
LMA-CRM-smd (Tabla 21, resultados bloque I).

En conjunto, estos resultados respaldan que la displasia multilinea tal y como esta
definida por la OMS no tiene un valor pronostico relevante en LMA-CRM en ausencia
de otros factores de riesgo adverso, como la historia de SMD o SMD/NMP, las anomalias
citogenéticas relacionadas con SMD y la presencia de determinadas mutaciones
patogénicas como ASXLI. En consecuencia, los criterios diagndsticos de LMA-CRM
empleados en la clasificacion OMS de 2017 podrian no ser del todo adecuados para
reconocer a los pacientes de riesgo adverso. Es posible que la diversidad en el perfil
mutacional subyacente en los pacientes con LMA-CRM diagnosticados por criterio
citomorfologico justificara los resultados dispares reportados histéricamente por
diferentes estudios en relacion al prondstico de este grupo. Curiosamente, en algunos de
los estudios en los que los pacientes con LMA-CRM diagnosticados solo por la presencia
de displasia multilinea tuvieron peores resultados comparados con LMA-NE, como el de
Weinberg y colaboradores (61) o mas recientemente Fang y colaboradores (94), la
mutacion en ASXL1I no se testd y, por tanto, no se considerd en el andlisis. Si la presencia
de dismegacariopoyesis o especificamente de micromegacariocitos, constituyen mejores
marcadores de riesgo que la displasia multilinea en LMA, y si verdaderamente estos
hallazgos tienen relevancia prondstica independiente, o pueden también estar
relacionados con factores genético-moleculares subyacentes, es un aspecto que requiere

de estudios en series mas amplias de pacientes.
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Estos resultados, que cuestionan la validez de la displasia multilinea como criterio
diagnostico tnico de LMA-CRM se han visto respaldados por el cambio propuesto por la
OMS en la definicion de las LMA relacionadas con mielodisplasia en su quinta edicion
de la clasificacion de las neoplasias hematologicas (151). En esta reciente revision de la
clasificacion de la OMS se introducen de nuevo cambios en la categoria de las LMA-
CRM (ahora denominadas LMA-RM), entre los que se incluye la eliminacion de la
displasia multilinea como criterio diagnostico de esta categoria. Segun su nueva
definicion las LMA-RM incluirian los casos con >20% de blastos mieloides que presentan
alteraciones citogenéticas y/o moleculares especificas relacionadas con SMD, surgidas
de novo o como progresion de un SMD o un SMD/NMP. Por tanto, para su diagnostico
se requiere ademas de la presencia de un porcentaje de blastos >20%, la deteccion de una
o mas anomalias citogenéticas o moleculares relacionadas con SMD y/o la historia previa
de SMD o SMD/NMP. El cambio incluye la actualizacion del listado de anomalias
citogenéticas relacionadas con SMD (de las que se han excluido las alteraciones
citogenéticas equilibradas) y la introduccioén de un panel de mutaciones que pasan a ser
definitorias de LMA-RM. En esta nueva clasificacion el grupo pasa a formar parte de las
LMA con anomalias citogenéticas definitorias. En el anexo 1 se incluye la nueva
definicion de LMA-RM segtin la OMS de 2022. En el anexo 2 se describe la clasificacion
completa de las LMA de la OMS de 2022.

En el caso de la Clasificacion Internacional de Consenso, la displasia queda también
eliminada como criterio de clasificacion de las LMA (161). Ademas, a diferencia de la
OMS, este grupo elimina también el antecedente de SMD o SMD/NMP como criterio
clasificatorio, pasando este a ser un "calificador" que se afiadiria a cualquiera de las
entidades definidas genéticamente por este grupo. Los detalles de la clasificacion de las
LMA propuesta por la ICC y los cambios que esta introduce en relacion a la categoria

previa de las LMA-CRM se resumen en el anexo 3.
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CONCLUSIONES

1. El estudio de las caracteristicas citomorfologicas, citogenéticas y moleculares de los

pacientes con LMA-CRM muestra que:

Las LMA-CRM tienen como rasgos habituales mielodisplasia; un elevado
porcentaje de cariotipos complejos y/o alteraciones en desequilibrio,
especialmente -7/del(7q) o del(5q); y una alta prevalencia de mutaciones en 7P53
y ASXLI.

Por subgrupos diagnoésticos, destaca la asociacion de leucocitosis y mutaciones
en ASXL1y TET2 a LMA-CRM-smd, de cariotipo de riesgo adverso y mutacion
en TP53 al grupo LMA-CRM-citog, y de la mutacion IDH2 a LMA-CRM-morfo.
Globalmente la supervivencia de los pacientes con LMA-CRM es inferior a la de

un grupo control de LMA-NE de riesgo intermedio.

2. El estudio de la asociacion de la mutacion en ASXLI a LMA-CRM muestra que:

En pacientes con LMA-CRM la frecuencia de mutaciones en ASXLI es
significativamente superior a la encontrada en LMA-NE.

La mutacion de ASXLI en LMA-CRM se asocia a historia de SMD o SMD/NMP,
morfologia monocitica/mielomonocitica, micromegacariocitos en médula 6sea y
cariotipo normal; hallazgos que podrian anticipar el estado mutacional de ASXL /.
Su asociacion al antecedente de SMD y a mielodisplasia y su elevada frecuencia
en este tipo de leucemia sugieren el papel de ASXLI como marcador subrogado
de LMA-CRM con posible utilidad diagnodstica.

La mutacion en ASXL1 muestra impacto prondstico adverso en los pacientes con

LMA-CRM de novo y cariotipo de riesgo intermedio.

3. El estudio del valor pronéstico independiente de la displasia multilinea en LMA-CRM

muestra que:

La displasia multilinea en ausencia de otros criterios de riesgo adverso como las
alteraciones citogenéticas relacionadas con mielodisplasia, el antecedente de
SMD o SMD/NMP y la mutacion en ASXLI, no tiene impacto pronodstico
independiente en LMA-CRM.
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e Lapresencia de dismegacariopoyesis en porcentaje >50% se asocia a una menor
supervivencia en LMA-CRM, si bien de manera aislada ningtin signo de displasia
muestra valor prondstico independiente.

e Laedad y la mutacion de 7P53 muestran impacto negativo en la supervivencia

global del grupo.
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Anexos

ANEXO 1: LMA RELACIONADA CON MIELODISPLASIA, DEFINICION DE
LA OMS 2022

La 5% edicion de la clasificacion de las neoplasias hematologicas de la OMS introduce
cambios relevantes en la categoria de las LMA-CRM (151). Esta pasa a denominarse
LMA relacionada con mielodisplasia e incluye los casos de LMA con un porcentaje de
blastos mieloides >20% que presentan alteraciones citogenéticas y/o moleculares
especificas relacionadas con mielodisplasia, ya sean de novo o secundarias a un SMD o
un SMD/NMP. Para su diagndstico son requisitos la deteccion de >20% de blastos, mas
la presencia de una o mas anomalias citogenéticas o moleculares relacionadas con

mielodisplasia (Tabla 29) y/o la historia previa de SMD o SMD/NMP.
Los principales cambios respecto a la definicion previa son:

- La eliminacion de la displasia multilinea como criterio diagnostico Unico de
LMA-RM.

- La actualizacion de las anomalias citogenéticas definitorias de LMA-RM, de las
que se han eliminado las alteraciones equilibradas.

- Laintroduccién de un panel de mutaciones definitorias de LMA-RM que incluye
8 genes: SRSF2, SF3BI1, U2AF1, ZRSR2, ASXLI1, EZH2, BCOR, STAG2. La
deteccion de mutaciones en estos genes ha demostrado ser altamente especifica

de LMA secundarias a SMD o SMD/NMP (93).

Esta modificacion en la clasificacion de la OMS probablemente responde a un intento de
eliminar la variabilidad reflejada en el prondstico de los pacientes con LMA-CRM segiin
su definicién previa, especialmente en el grupo diagnosticado solo por criterios
citomorfologicos, y a una mejor clasificacion de los mismos basada en la presencia de

alteraciones citogenéticas y/o moleculares.

Aungque la displasia multilinea queda excluida como criterio diagndstico de esta categoria
sigue siendo una caracteristica habitual en este tipo de LMA, cuya observacion puede

anticipar la presencia de alteraciones citogenéticas y/o moleculares subyacentes.
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Tabla 29. Anomalias citogenéticas y moleculares definitorias de LMA-RM (OMS 2022)

Alteraciones citogenéticas

— Cariotipo complejo (>3 anomalias)

— Delecion 5q o pérdida de 5q debido a translocacion en desequilibrio

— Monosomia 7, delecion 7q, o pérdida de 7q debida a translocacion en
desequilibrio

— Delecion 11q

— Delecion 12p o pérdida de 12p debido a translocacion en desequilibrio

— Monosomia 13 o delecion 13q

— Delecion 17p o pérdida de 17p debido a translocacion en desequilibrio

— Isocromosoma 17q

— 1idic(X)(q13)

Mutaciones somaticas
- ASXLI

— BCOR

- EZA2

— SF3BI

—  SRSF2

- STAG2

- U24FI

— ZRSR2

Abreviaturas: LMA-RM: leucemia mieloide aguda relacionada con mielodisplasia; OMS: Organizacion
Mundial de la Salud.
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Anexos

ANEXO 2: CLASIFICACION DE LAS LMA DE LA OMS 2022

En la 5% edicion de la clasificacion de las neoplasias hematoldgicas de la OMS quedan
establecidos dos grandes grupos diagnoésticos dentro de las LMA: 1) las LMA con
anomalias genéticas definitorias y 2) las LMA definidas por la diferenciacion (sustituye
al previo de LMA-NE) (151). El grupo de las LMA-CRM, redefinido como LMA
relacionadas con mielodisplasia, se introduce dentro de la categoria de LMA con
alteraciones citogenéticas definitorias. Ademas, se mantiene la definiciéon de sarcoma
mieloide como manifestacion de LMA y se define un grupo de neoplasias mieloides
secundarias que incluye las neoplasias mieloides post-terapia citotoxica y las neoplasias

mieloides asociadas con predisposicion germinal (Tabla 30).

Otra modificacion relevante afecta al porcentaje minimo de blastos necesario para el
diagnéstico de una LMA, que se elimina para todos los casos de LMA con alteraciones
genéticas definitorias con la excepcion de las LMA con fusion BCR::ABLI, las LMA con

mutacién en CEBPA, y las LMA-RM, para las que se mantiene el 20%.

Tabla 30. Clasificacion de las LMA de la OMS 2022

LMA con anomalias genéticas definitorias

— Leucemia aguda promielocitica con fusion PML::RARA
— Leucemia mieloide aguda con fusion RUNXI::RUNXITI
— Leucemia mieloide aguda con fusion CBFB::MYH11

— Leucemia mieloide aguda con fusion DEK::NUP214

— Leucemia mieloide aguda con fusion RBM15::MRTFA

— Leucemia mieloide aguda con fusion BCR::ABL1

— Leucemia mieloide aguda con reordenamiento KM72A4

— Leucemia mieloide aguda con reordenamiento MECOM
— Leucemia mieloide aguda con reordenamiento NUP98

— Leucemia mieloide aguda con mutacion NPM1

— Leucemia mieloide aguda con mutacion CEBPA

— Leucemia mieloide aguda relacionada con mielodisplasia

— Leucemia mieloide aguda con otras alteraciones genéticas definidas

Contintia
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Tabla 30. Contintia

LMA definida por la diferenciacion
— LMA con minima diferenciacion
— LMA sin maduracion

— LMA con maduracion

— Leucemia aguda de basoéfilos

— Leucemia aguda mielomonocitica
— Leucemia aguda monocitica

— Leucemia aguda eritroide

— Leucemia aguda megacariobléstica

Sarcoma mieloide

Neoplasias mieloides secundarias

— Neoplasias mieloides post-terapia citotoxica

— Neoplasias mieloides asociadas con predisposicion germinal

Abreviaturas: LMA: leucemia mieloide aguda; OMS: Organizacion Mundial de la Salud. Nota: para la
descripcion de los genes de fusion en esta tabla se siguen las recomendaciones del HUGO Gene

Nomenclature Committee, publicadas en 2021 (162).
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Anexos

ANEXO 3: CLASIFICACION DE LAS LMA DE LA ICC 2022

La Clasificacion de Consenso Internacional de las LMA presenta algunas diferencias con
la establecida por la OMS. Con respecto a las LMA-CRM, la ICC elimina la entidad tal
y como estaba definida en la OMS de 2017. En este nuevo sistema, se mantiene una
categoria de LMA definida por alteraciones citogenéticas relacionadas con mielodisplasia
y se definen dos nuevas, las LMA con mutaciones génicas relacionadas con
mielodisplasia y las LMA con TP53 mutado; entre las que quedarian agrupados los casos
"clasicos" de LMA-CRM. La displasia multilinea se elimina como criterio de diagndstico
y, a diferencia de la OMS, se elimina también el antecedente de SMD o SMD/NMP como
criterio de clasificacion, pasando este a ser un "calificador" que se afiadiria a cualquiera
de las entidades definidas genéticamente por este grupo. Para el diagndstico de LMA en
estas tres categorias se requiere la presencia de un porcentaje de blastos mieloides igual
o superior al 20%. Pero ademas, este grupo define una nueva entidad intermedia
denominada SMD/LMA que se diagnosticaria en aquellos casos con estas alteraciones
genéticas y moleculares que presentaran una blastosis entre el 10 y el 19%. Los criterios
diagnésticos de estas tres categorias junto al resto de subtipos de LMA definidos por la

ICC y el porcentaje de blastos requeridos para su diagndstico se recogen en la Tabla 31.

Tabla 31. Clasificacion de las LMA segun la ICC de 2022 y porcentaje de blastos

requeridos para su diagnostico

— Leucemia aguda promielocitica (LPA) con t(15;17)(q24.1;q21.2)/PML::RARA >10%
—  LPA con otros reordenamientos de RARA' >10%

— LMA con t(8;21)(q22;922.1)/RUNXI1::RUNXITI >10%

— LMA con inv(16)(p13.1922) o t(16;16)(p13.1;q22)/CBFB::MYH11 >10%

—  LAM con t(9;11)(p21.3;q23.3)/MLLT3.::KMT24 >10%

—  LMA con otros reordenamientos de KMT24* >10%

—  LMA con t(6;9)(p22.3;q34.1)/DEK::NUP214 >10%

— LMA con inv(3)(q21.3926.2) 0 1(3;3)(q21.3;926.2)/GATA2; MECOM(EVII) >10%
—  LMA con otros reordenamientos de MECOM® >10%

— LMA con otras traslocaciones recurrentes raras >10%

— LMA con t(9;22)(q34.1;q11.2)/BCR::ABL1 >20%

— LMA con NPMI mutado >10%

— LMA con mutacioén in-frame en bZIP de CEBPA >10%

Contintia
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Tabla 31. Contintia

— LMA y SMD/LMA con 7TP53 mutado; 10-19% (SMD/LMA) y >20% (LMA)
- LMA y SMD/LMA con mutaciones génicas relacionadas con mielodisplasia; 10-19%
(SMD/LMA) y 220% (LMA):

o Definidas por mutaciones en ASXL1, BCOR, EZH2, RUNXI, SF3B1, SRSF2,

STAG2, U2AF1 o ZRSR2
— LMA con anomalias citogenéticas relacionadas con mielodisplasia; 10-19%
(SMD/LMA) y 220% (LMA):

o Definidas por la deteccion de un cariotipo complejo ( >3 anomalias
cromosoOmicas clonales no relacionadas en ausencia de otras anomalias
genéticas recurrentes definitorias de una categoria), o de las siguientes
alteraciones clonales: del(5q)/t(5q)/add(5q), -7/del(7q), +8,
del(12p)/t(12p)/add(12p), i(17q), -17/add(17p) o del(17p), del(20q), y/o
idic(X)(q13).

— LMA no especificada de otra manera; 10-19% (SMD/LMA) y >20% (LMA)

—  Sarcoma mieloide

Uncluye las LMA con: t(1;17)(q42.3;q21.2)/IRF2BP2::RARA; t(5;17)(q35.1;q21.2)/NPM1::RARA;
t(11;17)(q23.2;q21.2)/ZBTB16::RARA; inv(17q) criptica o del(17)(q21.2q21.2)/STAT5B::RARA,
STAT3::RARA; Otros genes raramente reordenados con RARA: TBLIXR1 (3q26.3), FIPIL1 (4q12), BCOR
(Xp11.4). %Incluye LMA con: (4;11)(q21.3;q23.3)/AFF1::KMT24; 1(6;11)(q27;q23.3)/AFDN::KMT24;
t(10;11)(p12.3;23.3)/MLLT10::KMT2A4;t(10;11)(q21.3;q23.3)/TET1::KMT24;t(11;19)(q23.3;p13.1)/KM
T2A::ELL;t(11;19)(q23.3;p13.3)/KMT2A::MLLT1 ? Incluye LMA con: %(2;3)(p11~23;q26.2)/MECOM::?;
t(3;8)(q26.2;q24.2)/MYC,MECOM;t(3;12)(q26.2;p13.2)/ETV6: :MECOM;t(3;21)(q26.2;q22.1)/  MECOM: :
RUNXI. Abreviaturas: LMA: leucemia micloide aguda;, SMD: sindrome mielodisplasico; ICC:
Clasificacion de Consenso Internacional.
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Figura 1. Incidencia anual de LMA por 100000 habitantes segin edad y sexo en Suecia
(1997 a 2006), en el registro SEER (EE. UU., 2004-2008) y en el Reino Unido.

Figura 2. Supervivencia relacionada con la edad en pacientes con LMA en Inglaterra,

Suecia y EE. UU.

Figura 3. Signos de diseritropoyesis.

Figura 4. Signos de diseritropoyesis.

Figura 5. Signos de diseritropoyesis.

Figura 6. Signos de disgranulopoyesis.

Figura 7. Signos de disgranulopoyesis.

Figura 8. Signos de dismegacariopoyesis.

Figura 9. Cariotipo complejo.

Figura 10. Anomalias en desequilibrio en LMA-CRM.

Figura 11. Translocacion equilibrada en LMA-CRM.

Figura 12. Representacion del gen ASXL1 en el locus 20q11.
Figura 13. El complejo Polycomb PRC2.

Figura 14. Esquema de la técnica de citogenética con bandas G.
Figura 15. Imagen de una metafase y un cariotipo con patrén de bandas G.
Figura 16. Esquema de la técnica de FISH.

Figura 17. Representacion descriptiva de las mutaciones detectadas por NGS en los

pacientes con LMA-CRM.

Figura 18. Curva de Kaplan-Meier para la supervivencia global de los 111 pacientes con

LMA-CRM.
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Figura 19. Curva de Kaplan-Meier para la supervivencia global de los pacientes con
LMA-CRM en funcién del subgrupo diagndstico: LMA-CRM-citog, LMA-CRM-smd y
LMA-CRM-morfo.

Figura 20. Curva de Kaplan-Meier para la supervivencia global del grupo control de
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Figura 21. Dismorfias de hematies y plaquetas en sangre periférica.
Figura 22. Micromegacariocitos en médula osea.

Figura 23. Supervivencia global de los pacientes con LMA-CRM de novo con
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