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RESUMEN

La leucemia mieloide aguda (LMA) es una neoplasia que surge de las células madre y
progenitores hematopoyeéticos. Durante el curso de la transformacién maligna, estas células
experimentan una evolucion genética y epigenética continua y una diversificacion clonal.
Como consecuencia, la LMA se compone de poblaciones heterogéneas de células malignas.
Las subclonas de las células leucémicas suelen contener conjuntos distintos de anormalidades
citogenéticas y mutaciones somaéticas, lo que resulta en una considerable complejidad
genética. En la clasificacion de la leucemia mieloide aguda realizada por la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) se describen las anormalidades genéticas y su asociacion con
caracteristicas clinico patoldgicas distintivas, asi como la significancia pronostica de cada
una de ellas. En las ultimas revisiones se han incluido LMA con mutaciones genéticas que
afectan a NPM1, CEBPA y RUNX1, sin embargo existen variedad de estudios que aseveran
la significancia que otras mutaciones tienen en el desarrollo de la enfermedad, por ejemplo
genes que codifican para proteinas con diferentes funciones que van desde sefializacion (por
ejemplo FLT3, C-KIT y NRAS), modificadores de la cromatina (MLL, ASXL), genes
supresores de tumores (TP53, WT1) hasta los genes que codifican para proteinas con
funciones de reguladores epigeneticos. Todos estos tipos de aberraciones cromosémicas y
mutaciones pueden ser coexistentes entre unas y otras en los casos de LMA vy asi dar una
diferente perspectiva de la evolucién que los pacientes presentaran. Actualmente se asocian
mutaciones en genes que codifican para proteinas con funciones en la metilacion del DNA,
(DNMT3A, TET2 e IDH1/2), las cuales no se han asociado a las alteraciones cromosémicas
caracteristicas del desarrollo de LMA y su valor prondstico aun no esta clarificado.
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ABSTRACT

Acute myeloid leukemia (AML) is a neoplasm that arises from stem cells and hematopoietic
progenitors. During the course of the malignant transformation, these cells undergo
continuous genetic and epigenetic evolution and clonal diversification. As a consequence,
AML is made up of heterogeneous populations of malignant cells. The subclones of the
leukemic cells usually contain different sets of cytogenetic abnormalities and somatic
mutations, resulting in considerable genetic genetics. The classification of acute myeloid
leukemia by the World Health Organization (WHO) describes genetic abnormalities and their
association with distinctive pathological clinical features, as well as the prognostic
significance of each of them. In recent reviews, AML with genetic mutations affecting
NPM1, CEBPA and RUNX1 have been included, however there are a variety of studies that
ensure the significance that other mutations have in the development of the disease, for
example genes that code for proteins with different functions ranging from signaling (for
example FLT3, C-KIT and NRAS), chromatin modifiers (MLL, ASXL), tumor suppressor
genes (TP53, WT1) to genes encoding proteins with epigenetic regulator functions. All these
types of chromosomal aberrations and mutations can be coexisting between them in the cases
of AML and thus give a different perspective of the evolution that patients will present.
Currently, mutations are associated in genes that code for proteins with functions in DNA
methylation, (DNMT3A, TET2 and IDH1 / 2), which have not been associated with the
chromosomal alterations characteristic of the development of AML and their prognostic
value is not yet clarified

Keywords: leukemia, epigenetics, mutations, prognosis, classification.
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GLOSARIO

Alteraciones somaticas. Alteracion genética adquirida por una célula que puede transmitirse
a la progenie de la célula mutada en el curso de la division celular

Apoptosis. Muerte celular programada que ocurre en organismos multicelulares

Blastos. Célula sanguinea primitiva, indiferenciada, que a menudo se encuentra en la sangre
de las personas con leucemia.

Células madre. Célula indiferenciada de un organismo multicelular que es capaz de dar lugar
indefinidamente a méas células del mismo tipo, y de las cuales surgen ciertos otros tipos de
células por diferenciacion.

Cromatina. Masa de material genético compuesto de DNA y proteinas que se condensan
para formar cromosomas durante la division celular eucariota

Epigenética. Estudio de cambios de fenotipo heredables que no implican alteraciones en la
secuencia de DNA.

Genoma. Es el material genético de un organismo. Se compone de DNA. El genoma incluye
tanto los genes como el DNA no codificante, asi como el DNA mitocondrial y el DNA del
cloroplasto.

Hematopoyesis. La hematopoyesis se refiere a los procesos de compromiso y diferenciacion
que conducen a la formacion de todas las células sanguineas.

Hipermetilacion: La hipermetilacion es una aberracion del control epigenetico que es
importante para la inactivacion genética en las células cancerosas.

Hipometilacién. Se refiere a la pérdida del grupo metilo en el nucleétido de 5-metilcitosina
y esta asociado a activacion de genes.

Inversion. Reordenamiento cromosomico en el que un segmento de un cromosoma se
invierte de extremo a extremo.

Islas CpG. Las islas CpG se definen como tramos de DNA de 500-1500 pb de largo con una
relacién CG: GC de mas de 0.6, y normalmente se encuentran en los promotores y contienen
el extremo 5 'de la transcripcion.

Leucemia mieloide aguda. Es un trastorno heterogéneo caracterizado por la expansion
clonal de los progenitores mieloides (blastos) en la médula 6sea y la sangre periférica.

Metilacion. Denota la adicion de un grupo metilo en un sustrato, o la sustitucion de un atomo
(o grupo) por un grupo metilo (CHs).



Metiltransferasa. Las metiltransferasas son un gran grupo de enzimas que metilan todos sus
sustratos, pero se pueden dividir en varias subclases en funcion de sus caracteristicas
estructurales.

Mutacion. Una mutacion genética es una alteracion permanente en la secuencia de DNA que
forma un gen, de modo que la secuencia difiere de lo que se encuentra en la mayoria de las
personas. Las mutaciones varian en tamafio; pueden afectar en cualquier lugar, desde un solo
bloque de construccion de DNA (par de bases) hasta un gran segmento de un cromosoma que
incluye mdltiples genes.

Mutaciones frameshift. Mutacion que consiste en la insercion o delecion de un nimero de
bases, que no es maltiplo de tres, con lo que se cambia el marco de la lectura original y la
secuencia de los amino&cidos.

Mutaciones missense. ES un tipo de mutacion puntual no sindnima en la cual se produce un
cambio en un Unico nucledtido, provocando la aparicion de un codon que codifica para un
aminoacido diferente

Mutaciones nonsense. Tipo de mutacidn puntual en una secuencia de DNA que provoca la
aparicion de un codon de terminacién prematuro, llamado también codén sin sentido.

Mutaciones splice-site. Mutaciones en el sitio de empalme, mutacion que altera o suprime
la secuencia especifica que indica el sitio en el que tiene lugar el splicing de un intron.

Neoplasias mieloproliferativas. Son canceres de sangre que ocurren cuando el cuerpo
produce demasiados glébulos blancos o rojos, o plaquetas. Esta sobreproduccion de células
sanguineas en la médula Gsea puede crear problemas para el flujo sanguineo y provocar
varios sintomas.

Pronéstico. El resultado probable o el curso de una enfermedad; la posibilidad de
recuperacion o recurrencia.

Reguladores epigeneticos. Proteinas que participan en la creacion, deteccion e
interpretacion de sefiales epigeneticas, como la metilacion o las modificaciones
postraduccionales de histonas.

Sindromes mielodisplasicos. Son condiciones médicas que pueden ocurrir cuando las
células formadoras de sangre en la médula 6sea se vuelven anormales. Esto conduce a un
bajo numero de uno o mas tipos de células sanguineas. Se consideran un tipo de cancer.

Translocacion. La translocacion cromosémica es un fendmeno que produce una
reorganizacion inusual de los cromosomas. Esto incluye translocacion balanceada y no
balanceada.

Wild-type (Silvestre). Se refiere al fenotipo de la forma tipica de una especie tal como ocurre
en la naturaleza.



ABREVIATURAS

5caC. 5 Carboxilcitosina.

5fC. 5 Formilcitosina.

5hmC. 5 Hidroximetilcitosina.

5mC: 5 metilcitosina.

AMLs. Leucemia mieloide secundaria.

ATP. Trifosfato de adenosina.

CD. Cluster of differentiation.

CpG. Dinucleotido de citosina seguido de guanina.

CR. Complete Remission.

DFS. Disease free survival.

DNA. Acido desoxirribonucleico.

DNMT3A. DNA metiltransferasa 3 alfa.

DNMT3AMUT DNA metiltransferasa 3 alfa mutado.
DNMT3AR82 DNA metiltransferasa 3 alfa con mutacion en distinta a R882.
DNMT3ARS82 DNA metiltransferasa 3 alfa con mutacién en R882.
DNMT3AWT. DNA metiltransferasa 3 alfa silvestre.

ELN. European Leukemia Net.

HMAs. Agentes hipometilantes.

HSC. Células madre hematopoyeéticas.

IDH1. Enzima Isocitrato deshidrogenasa 1.

IDH1R!32, Enzima Isocitrato deshidrogenasa 1 con mutacién en R132.
IDH2. Enzima Isocitrato deshidrogenasa 2.

IDH2R!40, Enzima Isocitrato deshidrogenasa 2 con mutacién en R140.



IDH2R!7Y Enzima Isocitrato deshidrogenasa 2 con mutacién en R170.
LMA NOS. Leucemia mieloide aguda no especificada de otra manera.
LMA. Leucemia mieloide aguda.

LMA-CBF. Leucemia mieloide aguda con t(8;16) o Inv16.
LMA-CN. Leucemia mieloide aguda citogeneticamente normal.
LMA-MRC. Leucemia mieloide con cambios relacionados con mielodisplasia.
LMA-RT. Leucemia mieloide aguda relacionada con la terapia.

LSC. Células madre leucémicas.

MDS. Sindrome mielodisplasico.

MPN. Neoplasias mieloproliferativas.

MPP. Progenitor multipotente

NADP. Dinucleotido de nicotinamida y adenina fosfato.

OMS. Organizacion mundial de la salud.

OS. Supervivencia promedio.

Pre-LSC. Células madre Preleucémicas.

SAM. S-Adenosyl-L-Metionina.

TET?2. Ten eleven translocation.

WES. Whole exome sequencing.

WGS. Whole genome sequencing.

a-KG. Alfa cetoglutarato.



1 INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES

La leucemia mieloide aguda (LMA) descrita por Janet Rowley en 1973 como una enfermedad
genética (Rowley, et al., 1973), es una en neoplasia caracterizada por ser tan variable
clinicamente, genotipicamente y fenotipicamente que produce disrupciones en la
hematopoyesis normal (Lagunas-Rangel, et al.,2017). La primera relacion de la epigenética
con la LMA se da en la decada de los 90 cuando se comenz6 a investigar la hipermetilacion
del DNA vy el consecuente silenciamiento de genes (Melki, et al., 1999). Con base en las
investigaciones posteriores y el conocimiento del genoma completo se han identificado
mutaciones somaticas en genes que codifican para proteinas implicadas en diferentes vias de
regulacién celular, una de ellas es la regulacidn epigenética que incluyen la metilacion del
DNA y modificaciones quimicas de la cromatina (Plass, et al., 2008) (L.i, et al., 2017). Una
de los procesos celulares donde las modificaciones epigenéticas juegan un papel muy
importante es en la hematopoyesis por lo que alteraciones en los reguladores son detonantes
del desarrollo de leucemias y de otros trastornos hematoldgicos como sindromes
mielodisplasicos y las neoplasias mieloproliferativas (Bjorkholm, et al., 2011). Las
mutaciones en los genes DNMT3A, TET2 e IDH1/2 que forman parte de la maquinaria
regulatoria epigenética han revelado detalles del complejo desarrollo de las leucemias
mieloide agudas, asi como su contribucion en la transformacion maligna (Ley, et al., 2010)
(Abdel-Wahab, et al., 2009) (Mardis, et al., 2009) (Paschka, et al., 2010).

1.2 DEFINICION DEL PROBLEMA

La leucemia mieloide aguda comprende un conjunto de padecimientos genéticamente
heterogéneos caracterizados por la presencia de alteraciones cromosdmicas y/o genéticas.
Algunos de estos cambios genéticos han sido asociados a entidades patoldgicas bien
definidas clinicamente y se han utilizado para describir el curso de la enfermedad y respuesta
a los tratamientos establecidos. Actualmente se han descrito, para este tipo de leucemia,
nuevas mutaciones en genes que codifican para proteinas implicadas en la metilacion del
DNA (DNMT3A, TET2 e IDH1/2) cuyo valor diagndstico y prondstico ain no esta claro.
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1.3 JUSTIFICACION

La leucemia mieloide aguda (LMA\) es el tipo mé&s comun de leucemia aguda en adultos con
una tasa de mortalidad del 75% a los 5 afios, caracterizada por ser una enfermedad
heterogénea genéticamente con recurrentes anormalidades cromosémicas y mutaciones que
proveen informacion clinicopatologica y que son importantes marcadores de diagndstico y
prondstico por ejemplo las mutaciones en NPM1, CEBPA y FLT3. En la Gltima década las
investigaciones han identificado otras mutaciones somaticas, incluyendo aquellas dentro de
los genes DNMT3A, TET2 e IDH1/2, las cuales han sido asociadas con el curso de la
enfermedad, respuesta al tratamiento y el prondstico de los pacientes. La realizacion de esta
revision tiene la finalidad de orientar a la comunidad médica, asi como mejorar el
comprendimiento y las implicaciones que estas mutaciones tienen en el desarrollo de esta
neoplasia.

1.4 OBJETIVO GENERAL

Describir la prevalencia de mutaciones en los genes DNMT3A, TET2 e IDH1/2 en los
subtipos moleculares de la leucemia mieloide aguda establecidos por a la Organizacion
Mundial de la Salud.

1.5 OBJETIVO ESPECIFICO

Establecer el valor prondstico de las mutaciones en los genes DNMT3A, TET2 e IDH1/2 en
los casos de leucemia mieloide aguda.

1.6 HIPOTESIS

Las mutaciones en los genes DNMT3A, TET2 e IDH1/2 son marcadores moleculares de mal
prondstico asociadas con casos de leucemia mieloide aguda con cariotipo normal.
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2 MARCO TEORICO

2.1 LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA: INCIDENCIA Y FRECUENCIA

La leucemia mieloide aguda (LMA) es una forma de neoplasia maligna que se caracteriza
por infiltracién de la medula dsea, sangre y otros tejidos por la proliferacion, clonalidad,
diferenciacion anormal y ocasionalmente una diferenciacion pobre de células del sistema
hematopoyético. A pesar de que fue incurable hace 50 afios, los casos de LMA ahora son
curables en 35 a 40% en los pacientes adultos menores de 60 afios de edad y en un 5 a 15%
de pacientes mayores de 60 afios de edad (Dohner, et al., 2010). La LMA es uno de los tipos
de leucemia mas comunes en adultos. Aun asi, los casos de LMA son raros, representando
solo un 1% de todos los canceres en Estados Unidos de América. La LMA es una enfermedad
generalmente de personas de edad avanzada y es raro que se presente antes de los 45 afios,
se ha establecido que el promedio de edad en las personas que han sido diagnosticadas con
LMA es de 68 afios, sin embargo, existen casos reportados de LMA en nifios por lo cual
existe la posibilidad de padecer LMA en edad temprana. La LMA es ligeramente mas comdn
en hombres que en mujeres. Segun los nuevos datos de la sociedad americana del cancer
estimaron que para 2019 los casos nuevos de leucemia en Estados Unidos de Ameérica fueron
alrededor de 61,780 y 22,840 de ellos mortales segun la American Cancer Society. En
México no se cuenta con informacién confiable respecto de esta enfermedad, la incidencia,
la prevalencia y la mortalidad son datos que no se pueden considerar exactos, aunque se han
realizado diferentes esfuerzos locales o regionales para obtener informacién epidemioldgica
(Gutiérrez-Aguirre, et al., 2014). El perfil epidemiol6gico de los tumores malignos en
México, publicado en 2011, registra 2495 casos de leucemia mieloide de 2004 a 2006, para
el afio 2008 hubo 4,338 egresos hospitalarios, de los que 2896 fueron especificamente por
LMA. De acuerdo con la informacién de egresos hospitalarios del sector salud publicada en
las bases de datos de 2011 a 2015, hubo 16,291 egresos por LMA, de los que 52% fueron
hombres y 48% mujeres, mientras que 68.9% fueron adultos y 31.1% correspondieron a
menores de 17 afios de edad. EI 10.5% de los egresos se debid a defuncion y 84.5% a curacion
0 mejoria segun la Secretaria de Salud en México. A pesar de que los avances en los
tratamientos de LMA han dejado un significante mejoramiento en los resultados de pacientes
jovenes, el pronostico de los pacientes de edad avanzada los cuales se reportan como mayoria
de los nuevos casos, permanece débil (Shah, et al., 2013). Incluso con los tratamientos de
hoy en dia, el 70% de los pacientes de 65 afios de edad moriran dentro del 1 afio del
diagnostico (Meyers, et al., 2013).
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2.2 CARACTERISTICAS DE LA LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

La leucemia mieloide aguda (LMA) es un desorden clonal de las células madre
hematopoyéticas (Hematopoietic Stem Cells (HSC) en inglés) caracterizado por la inhibicion
de la diferenciacion y la subsecuente acumulacion de células en varios estadios de incompleta
maduracion (blastos) y la reduccion de la produccion de las células sanas de los elementos
hematopoyéticos, estas citopenias causan manifestaciones clinicas como los sintomas de
anemia (fatiga), neutropenia (infecciones) y la trombocitopenia (hemorragia), los cuales
estan generalmente presentes en el momento del diagnostico y son dominantes durante el
tratamiento (Ferrara Schiffe 2013). Durante la progresion leucémica, los blastos de LMA
ocupan y probablemente alteran el nicho donde las células madre hematopoyéticas residen
(Morrison, et al., 2014). Si la cantidad de blastos en la médula 6sea es de 20%, como minimo,
se considera diagndstico de LMA (Arber, et al., 2016.) Morfolégicamente hablando, los
blastos de LMA varian en el tamafio ligeramente mas grandes que los linfocitos, presentan
bastones de Auer y el nucleo es grande, generalmente contienen varios nucléolos. Los blastos
de LMA expresan antigenos que también son expresados en las células mieloides sanas
inmaduras, incluyendo marcadores de diferenciacion CD13, CD33 y CD34 (Campos, et al.,
1989). En raras ocasiones, los blastos pueden exhibir caracteristicas morfoldgicas e
inmunofenotipicas de células mieloides y linfoides, lo que dificulta su clasificacion como de
origen mieloide o linfoide. Estos casos se clasifican como leucemia fenotipica mixta y por lo
general son de peor prondstico (Wolach, et al., 2015). Las categorias de clasificacion de la
LMA pueden ser basadas en 3 factores, por ejemplo, si existe historial de tratamiento,
antecedentes de neoplasias hematoldgicas (LMA secundaria, por ejemplo, sindrome
mielodisplasico o neoplasias mieloproliferativas) o si se desarrolla cuando no existe ningun
antecedente previo de LMA (LMA de novo). Los factores de riesgo pueden ser sindromes
familiares como sindrome de Down, desérdenes genéticos, ambiental o por exposicion a
radiacion con fines terapéuticos y no terapéuticos, asi como por agentes quimioterapéuticos
antineoplasicos como los agentes alquilantes (Deschler, et al., 2006). Uno de ellos son los
inhibidores de la topoisomera Il que estdn estrechamente relacionados con la LMA con
translocacion 11g.23 (Pendleton, et al., 2014). Sin embargo, las alteraciones genéticas son
las principales causas, algunas de ellas son las anormalidades cromosomicas por ejemplo las
translocaciones t(8;21), t(15;17) y la inversion del cromosoma 16, todas ellas asociadas a un
buen prondstico (Dohner, et al., 2015), sin embargo alrededor de 40% - 50% de todos los
casos de LMA son citogeneticamente normal (LMA-CN) (Gaidzik, et al., 2008) y las
mutaciones son identificadas en mas del 97% de los casos (Patel, et al., 2012). Las
anormalidades moleculares encontradas en LMA-CN se encuentran en genes especificos que
afectan genes con diferentes funciones que van desde proteinas con funciones de
sefializacion, regulacion de la transcripcion y epigenéticas.
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2.3 CLASIFICACION DE LA LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA POR LA
ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD

En el 2001, como parte de un esfuerzo de integrar los avances realizados en el diagnostico y
manejo de leucemia mieloide aguda (LMA), la organizacion mundial de la salud (OMS)
introdujo un nuevo sistema de clasificacion seguido por una version revisada en el 2008. Los
conceptos que subyacen a esta clasificacion se derivaron de numerosos estudios clinicos y
cientificos publicados y de la experiencia de mas de 100 pat6logos, clinicos y cientificos de
todo el mundo que colaboraron para desarrollar esta clasificacion por consenso (Harris, et
al., 1997) Después en 2016 se publica una nueva version de la clasificacion de la LMA que
se distinguia por incorporar informacion genética junto con la morfologia, inmunofenotipo y
presentacion clinica para definir seis entidades principales de la enfermedad: LMA con
anomalias genéticas recurrentes, LMA con caracteristicas relacionadas con la mielodisplasia,
LMA relacionada con la terapia, LMA no especificado de otra manera, sarcoma mieloide y
proliferacion mieloide relacionada con el sindrome de Down (Arber, et al., 2016).

2.3.1 Leucemia mieloide aguda con recurrentes anormalidades genéticas.

Entre los casos de LMA con anomalias genéticas recurrentes, 11 son los subtipos que se
delinean de acuerdo con distintas translocaciones cromosdmicas. Ademas, las entidades
como NPM1 mutado y LMA con CEBPA mutado fueron introducidas como parte de la
revision de 2008 (Vardiman, et al., 2009), posteriormente se introdujo LMA con BCR-ABL1
positivo y LMA con RUNX1 mutado en la revision del 2016 (Arber, et al., 2016).
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Tabla 1. Clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud de neoplasias mieloides

y leucemia aguda.

Leucemia mieloide aguda (LMA) con recurrentes anormalidades genéticas

o |0 |0 |0 0|0 |0 O |0 |0

O

LMA con 1(8:21) (g22;922); RUNX1-RUNX1T1

LMA con inv(16)(p13.1g22) 0 t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11
LMA con PML-RARA

LMA con t(9;11)(p21.3;g23.3); MLLT3-KMT2A

LMA con t(6:9)(p23;q34.1); DEK-NUP214

LMA con inv(3)(g21.3926.2) o t(3;3)(g21.3;926.2); GATA2, MECOM
LMA (Megacarioblastica) con t(1;22) (p13.3;913.3); RBM15-MKL1
LMA con BCR-ABL1 (Entidad provisional)

LMA con mutacién en NPM1

LMA con mutaciones bialelicas de CEBPA

LMA con mutacion en RUNX1 (Entidad provisional)

Leucemia mieloide aguda con cambios relacionados con mielodisplasia

O

Neoplasia mieloide relacionada con la terapia

Leucemia mieloide aguda Not Otherwise Specified (NOS)

O

o |0 |0 |0 O |0 |0

(@]

LMA con minima diferenciacion
LMA sin maduracion

LMA con maduracion

Leucemia mielomonocitica aguda
Leucemia monoblastica/monocitica
Leucemia eritroide pura

Leucemia megacarioblastica aguda
Leucemia basofila aguda
Panmielosis aguda con mielofibrosis

Sarcoma mieloide
Proliferaciones mieloides relacionadas con Sindrome de Down

©)
©)

Mielopoyesis anormal transitoria (TAM)
Leucemia mieloide asociada con sindrome Down

Tomado de Arber, et al., 2016.
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2.4 ORIGEN DE LA LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

Los trabajos pioneros realizados por Janet Rowley establecieron que la leucemia mieloide
aguda (LMA) es una enfermedad genética, a través del descubrimiento de anormalidades
cromosOmicas somaticas como las translocaciones t(8;21) y t(15;17) en las células
leucémicas de algunos pacientes (Rowley, et al., 1973). El cambio de una célula normal a
una célula maligna requiere de la adquisicion de multiples mutaciones somaticas que
colectivamente forman parte del fenotipo maligno (Grove, et al., 2014). Los genomas del
cancer son genéticamente heterogéneos y esto es mas probable que refleje heterogeneidad a
nivel de las células madre leucémicas (Leukemic stem cell (LSC)). Las HSC normales, al
igual que otras células madre, estan indiferenciadas a lo largo de su vida. Adicionalmente,
las células madre hematopoyéticas (HSC) pueden sufrir auto-renovacién (expansion clonal)
o diferenciacion (extincién clénica) division simétrica (Pina & Enver 2007). En promedio,
se cree que las HSC humanas se dividen una vez cada 40 semanas (Catlin, et al., 2011). La
patogénesis molecular de LMA no ha sido completamente definida. Las recurrentes
variaciones en las estructuras cromosémicas (ej., t(15;17), t(8;21), inv(16), t(9;21), t(9;11),
del5, del7, etc.) estan establecidas como diagndsticas y marcadores prondsticos, sugiriendo
que la adquisicion de anormalidades genéticas juegan un papel esencial en la transformacién
leucémica (Betz & Hess, 2010) sin embargo alrededor del 50% de los casos de LMA aguda
tienen un cariotipo normal (CN) y muchas de esas anormalidades estructurales ausentes
(Bullinger, et al., 2010, Suela, et al., 2007, Walter, et al., 2009). Los analisis de secuenciacion
dirigida han identificado mutaciones severas que provén informacién diagnostica y
pronostica, incluidas mutaciones en FLT3, NPM1, CEBPA y TET2 (Bacher, et al., 2010,
Stirewalt & Radich 2003). El advenimiento de la secuenciaciébn masiva permitid el
descubrimiento de mutaciones recurrentes en DNMT3A (Ley, et al., 2010) e IDH1 (Mardis,
et al., 2009). A pesar de esos esfuerzos mas del 25% de pacientes con LMA no tienen
mutaciones en un gen conocido asociado a leucemia (Shen, et al., 2011).
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Figura 1. Hematopoyesis normal y generacién de blastos mieloides leucémicos. (A) Las HSC de auto
renovacion residen en la parte superior de la jerarquia, dando lugar a progenitores multipotentes que a su vez
dan lugar a progenitores comprometidos con el linaje que eventualmente producen células sanguineas
diferenciadas terminalmente. (B) La LMA esta organizada como una jerarquia iniciada por células madre de
leucemia autorrenovadoras que dan lugar a progenitores leucémicos, que a su vez dan lugar a estadios de
leucemia. HSC: Hematopoietic stem cells, MPP: Multi-Potent Progenitor, CMP: Common myeloid progenitor,
LSC: Leukemic stem cells. (Tomado y adaptado de Thomas & Majeti 2017).

2.5 TEORIA DEL DOBLE HIT EN LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

En al afio 2002 Gilliland and Griffin propusieron que para el desarrollo de un fenotipo
leucémico se requiere de la adquisicion de varias mutaciones basandose en “La teoria del
doble hit” en la cual describen dos clases de mutaciones. Las mutaciones de clase | (ejemplo
FLT3, KRAS, NRAS, PTPN11, NF1, y KIT) confiere a las células ventaja de supervivencia
o proliferacion y las mutaciones de clase Il (ejemplo CEBPA, NPM1, RARA, RUNXI,
PML/RARa y MLL) involucrados con la interferencia de la diferenciacion hematopoyética
y la subsecuente apoptosis. Se piensa que las lesiones de clase Il son las iniciadoras mientras
que las mutaciones de clase | son eventos posteriores (Grove, et al., 2014). El hecho de que
algunos pacientes con leucemia mieloide aguda tengan mas de una sola mutacion en sus
células leucémicas también indica que en muchos casos podria haber mas que un “hit”
genético requerido para el desarrollo de la leucemia (Welch, et al., 2012) Aunado a esto,
Higuchi et al demostraron en modelos de ratones con leucemia que una sola mutacion en
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genes no progresa hacia una evolucion leucémica y que se requieren de mutaciones de otras
clases. Gracias a los avances en técnicas como hibridacion in situ fluorescente, bandas
cromosOmicas, hibridacion gendmica comparativa de matrices, secuenciacion de Sanger,
perfiles de polimorfismo de nucle6tido Unico, secuenciacién de genoma completo (WGS),
secuenciacion del exoma completo (WES) y secuenciacion de RNA de células leucémicas se
han encontrado mutaciones que no corresponden a ninguna de las 2 clases de mutaciones y
que no han sido clasificadas porque las consecuencias de esas mutaciones no han sido
identificadas; sin embargo, se piensa que tienen un importante papel en el desarrollo de la
enfermedad, ejemplo de ello son las mutaciones en genes que codifican para reguladores
epigenéticos como por ejemplo DNMT3A, TET2 e IDH1/2.

Tabla 2: Mutaciones descritas como impulsoras del desarrollo leucemia mieloide aguda

Clase 1 Clase 2 Clase 3
Seializacion Transcripcion Epigenéticas
FLT3 CEBPA DNMT3A
JAK2 ETV6 IDH1/2
MPL NPM1 TET?2
NF1 RARA ASXL1
CBL RUNX1 EZH2

Adaptado de: Murati, et al., 2012.

Se ha demostrado que las alteraciones de DNMT3A conducen a la reprogramacion
epigenética en la leucemia. En la etapa inicial de la leucemogénesis, se observan lesiones del
DNA acumuladas, estimulos emergentes y estrés metabdlico en las células madre
hematopoyéticas de los pacientes. Estas condiciones conducen a alteraciones genéticas y
vinculan la reprogramacion epigenética al desarrollo de leucemia. Actualmente, se considera
que las lesiones genéticas en DNMT3A son alteraciones epigenéticas criticas en la aparicion
de leucemia. En muestras de pacientes y modelos de ratones, la mutacion o delecion de
DNMT3A provoca la reversion aparente de las HSC normales en células madre
preleucemicas (Pre-LSC). Con frecuencia, los Pre-LSC son inactivos y estables en las
primeras fases de la leucemia. La acumulacion de otros cambios transformadores, como una
serie de mutaciones (ej. RAS, NPM1, C-KIT) o alteraciones oncogénicas (FLT3-1TD) hacen
que las Pre-LSC experimenten una transformacion maligna en LSC, que finalmente ingrese
a la etapa de expansion clonal (Zhang, et al., 2017).
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Figura 2. Teoria del doble hit asociada al desarrollo de la leucemia. Los hallazgos establecen el orden
secuencial de adquisicion de mutaciones para los pacientes: DNMT3AM ocurre antes de NPM1y FLT3-ITD.
Ademas, proporcionan pruebas contundentes de la presencia, en el momento del diagnéstico, de HSC
preleucémicos que son ancestrales del clon dominante de LMA. Segln los datos, las HSC preleucémicas
prevalecen entre los pacientes con DNMT3AM™! que representan el 25% de los casos de LMA en adultos;
Ademas, el injerto multilinaje indica que las HSC preleucémicas también pueden existir en una proporcién de
pacientes con LMA con mutacién IDH2. Tomado de Shlush, et al., 2014.

2.6 EPIGENETICA EN LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

La regulacion epigenética se refiere a la modulacion de transcripcion y expresion genética en
la cual no se altera el codigo genético (Oki & Issa, 2010) esto con la caracteristica de ser
heredable. Esta es la clasica definicion de epigenética adoptada por Conrad Waddington en
los 1950s. Estas modulaciones principalmente se llevan a cabo por modificaciones quimicas
a nivel del DNA vy en las proteinas histonas, ejemplo es la metilacién, hidroxilacion,
formilacion y carboxilacién en el carbono 5 de las citosinas del DNA y la metilacion y
acetilacion de histonas. Posteriormente se encontrd que estas modulaciones estan asociadas
a una variedad de procesos bioldgicos como por ejemplo la impronta gendémica (Bajrami &
Spiroski 2016) inactivacion del cromosoma X (Panning, et al., 2008) embriogénesis (Eckardt
et al., 2006) diferenciacién de tejidos (Boland, et al., 2014) y en la carcinogénesis (Jones et
al., 2003), sin embargo, la iniciacion y progresién del cancer son predominantemente
conducidos por alteraciones genéticas. El panorama epigenético presente en células normales
sufre extensas disertaciones en el cancer (Jones et al., 2007). Esas mutaciones epigenéticas
junto con las mutaciones generalizadas, juegan un importante papel en la iniciacion y
progresion del cancer (Jones, et al., 2002). El epigenoma en el cancer es caracterizado por
cambios globales en la metilacion del DNA y la modificacion de los patrones en las histonas,
asi como también la alteracion de la expresion de los perfiles de las enzimas modificadoras
de la cromatina. Esos cambios epigenéticos resultan en desregulaciones globales de la
expresion de genes promoviendo el desarrollo y la progresion de los estados de la enfermedad
(Egger, et al., 2004).
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2.7 METILACION DEL DNA Y METILTRANSFERASAS.

En 1975, Holliday e independientemente Pugh & Riggs, propusieron una teoria influyente
en la cual sugerian que la metilacion del DNA representaba una modificacion epigenética
heredable para la memoria celular (Holliday, et al., 1975). La metilacion del DNA esté&
asociada en vertebrados a represion transcripcional (Klose, et al., 2006) y es
epigeneticamente heredable durante la division celular para propagar un estado represivo en
la cromatina (Bird, et al., 2002). El proceso de la metilacion del DNA involucra la adicion
de un grupo metilo (CHs) en el carbono 5 de las citosinas cediendo a la 5- metilcitosina que
se encuentran en regiones donde existen los dinucleotidos CpG (Citosina seguida de una
Guanina en direccion 5°- 37). Existen cortas regiones del DNA contiguas de
aproximadamente 1-2 kb ricas en CpG a las cuales se les conoce como islas CpG, estas a
menudo son asociadas a areas promotoras y juegan un importante papel en la regulacion
génica. La mayoria de los dinucleotidos CpG se encuentran metilados sin embargo la mayoria
de las islas CpG se encuentran desmetilados (Deaton, et al., 2011) (Jones, et al., 2012).
Existen regiones que no son CpG y se encuentran metiladas como CpA, CpT y CpC sin
embargo las funciones y los mecanismos de este tipo de metilacién ain no son elucidados y
permanecen controversiales (Patil, et al., 2014). La hipermetilacion de islas CpG esta
asociada con el silenciamiento de genes supresores de tumores (Baylin, et al., 2011).
Mientras que la hipometilacion puede dejar la activacion de genes, ya que se ha visto que
existen islas CpG que normalmente estan metiladas (Strichman-Almashanu, et al., 2002).
Esas islas CpG metiladas se vuelven hipometiladas en el cancer y los genes cércanos se
activan (Feinberg, et al., 2004). Ahora es cada vez es mas claro que las aberraciones de los
patrones de metilacion fuera de las islas CpG podrian ser tan importantes en el desarrollo
leucémico y que la hipometilacién podria ser tan relevante como la hipermetilacion. La
metilacién del DNA es mediada por la familia de metiltransferasas (DNMTS), de las cuales
el genoma humano codifica para 5: DNMT1 (de mantenimiento), DNMT2, DNMT3A
DNMT3B (de novo), and DNMT3L (Cheng, et al., 2008, Hamidi, et al., 2015). Las DNMTs
son responsables de la formacion del enlace covalente del grupo metilo de un donador
universal de metilos, S-adenosil-L-metionina (SAM) con el carbono nimero 5 de las
citosinas del DNA (Wu, et al., 1987). Todos las metiltransferasas del DNA (DNMTS) son
altamente conservadas y tienen secuencias de aminoacidos similares. EI dominio N- terminal
contiene un dominio regulador, el cual le permite a las DNMTs anclarse al ntcleo y reconocer
los &cidos nucleicos o las nucleoproteinas, el extremo C- terminal posee el dominio catalitico,
el cual es el responsable de la actividad enzimatica (Chen, et al., 2004).
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2.7.1 Metiltransferasas DNMT1, DNMT2 y DNMT3L.

DNMT1 es requerida para el mantenimiento de toda la metilacion del genoma. Durante la
replicacion, DNMT1 restaura los patrones de metilacion especificos en la cadena hija en
concordancia con la del DNA parental (Dhe-Paganon, et al., 2011). DNMT2 o TRDMT1 no
es un miembro concordatario de la familia ya que no posee actividad DNMT catalitica. En
efecto después se demostré que DNMT2 es una metiltransferasa de tRNA (Goll, et al., 2006)
que metila un pequefio set de tRNAs en una unica y especifica posicion (Citosina 38) cerca
del anticodén BOX2 (Goll, et al., 2006) (Schaefer et al., 2010). DNMT3L (Like DNMT3)
otro miembro de la familia DNMT3, muestra homologia de secuencia con las enzimas
DNMT3A / 3B, pero carece de la region N-terminal, incluido el dominio catalitico esencial.
Por lo tanto, DNMT3L no tiene actividad de DNA metiltransferasa. Sin embargo, se ha
demostrado que DNMT3L interactta con DNMT3A y DNMT3B formando tetrdmeros
activos (Aapola, et al., 2000).

2.7.2 Metiltransferasas DNMT3A y DNMT3B.

DNMT3A es una proteina de 130 KDa codificada en humanos por 23 exones en el
cromosoma 2p23. DNMT3B es una proteina de 101 KDa codificada por 24 exones
(incluyendo dos alternativos) en el cromosoma 20q11.21 (Yanagisawa, et al., 2002.). Ambas
proteinas contienen un dominio N-terminal variable seguido de un dominio PWWP, dominio
de unidn de zinc-fingers rico en cisteina relacionado con homeodomain (PHD) y denominado
dominio ADD ademas de los motifs I, 1V, VI, IX y X en el dominio catalitico: el motivo |
permite la union del donante del grupo metilo AdoMet (S-adenosil metionina). Los motivos
I y X son para la unién del cofactor y los motivos VIII y IX son para la union del DNA. Se
produce la catélisis de la metilacion del DNA en los motivs IV, V1y VIII (Yang, et al., 2015).
Estudios de expresion en humanos y ratones muestran que DNMT3A y DNMT3B son
altamente expresados en la etapa de la blastocitosis y durante el desarrollo de las células
germinales, mientras que DNMT1 ha mostrado caracteristicas de DNA metiltransferasa de
mantenimiento, DNMT3A y DNMT3B aparentan estar adaptados al establecimiento de los
patrones de metilacion de novo. Investigaciones posteriores sugieren un modelo por el cual
el curso de la metilacion del DNA de novo por DNMT3A y DNMT3B funcionan para
compensar la metilacién ineficiente (Jones, et al., 2009) (Riggs, et al., 2004).
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Figura 3. Estructura del gen y de la proteina DNMT3A. Se muestra el locus de la proteina DNMT3A en el
cromosoma 2p23.3, los 23 exones, los motifs 1 IV VI VII IX X en la regién catalitica, asi como los dominios
de la proteina de 912 aminoacidos PWWP, ADD, ZNF y Mtase. (Adaptado de Yang, et al., 2015).
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2.8 DESMETILACION DEL DNA

La desmetilacion del DNA no tiene un papel tan claro, en parte porque muchas vias pueden
contribuir y actuar de manera constante (Ooi SKT, et al., 2008). Debido a la capacidad de
recuperacion de los enlaces carbono-carbono, la metilacion se considerd originalmente como
una modificacion irreversible, que solo podia alterarse mediante dilucion o sintesis de novo
de DNA (Ohno, et al., 2013). El desarrollo de investigaciones sobre la metilacion del DNA
demostro que puede ser reversible en células de mamiferos. Posteriormente se identificaron
enzimas que son capaces de mediar la desmetilacion del DNA en las células de mamiferos.
Estos hallazgos plantean la posibilidad de que la regulacion por la metilacion del DNA es a
veces bastante dinamica, proporcionando informacion sobre por qué es posible la
reprogramacion del destino celular. Varias revisiones han descrito el contexto bioldgico en
el que puede tener lugar la desmetilacion activa del DNA ya que establecer y editar patrones
de metilacion genomica parece ser particularmente relevante en varias etapas de la
embriogénesis de mamiferos. La desmetilacion de DNA activa especifica de un locus esta
bien documentada en células post-mitéticas en el cerebro adulto y también durante los
cambios en el destino celular (Nidhi, et al., 2012, Guo, et al., 2011, Ma, et al., 2009, Pastor,
etal., 2013). Algunos de los mecanismos de desmetilacion del DNA que se han descrito son:
1.-pasivamente por la dilucién o inactivacion de las DNMTs que no reemplazan las citosinas
metiladas. 2.- Por la familia de 3 enzimas 5 metil citosina (5mC) hidrolasas TET (por sus
siglas en ingles Ten Eleven Translocation (t(10;11) (g22;923) de ahi su nombre, el cual es
encontrado en raros casos de leucemias mieloides y linfoides) que generan 5 hidroximetil
citosina (5hmC) y posteriores intermediarios oxidados. 3.- Por la familia de desaminasas
AID/APOBEC las cuales inician un proceso de desmetilacion por la desaminacion de 5mC
0 5hmC generados por la familia TET. 4.- Por la familia de glucosilasas BER que inician la
reparacion del DNA y culmina en el reemplazo de citosinas metiladas con citosinas no
metiladas (Bhutani, et al., 2012). Sin embargo, la via méas estudiada es la mediada por las
enzimas TET. Las enzimas TET (TET1, TET2 y TET3) son alfa-cetoglutarato (a-KG) (en
inglés 2- oxoglutarate (2-OG)) asi como hierro dependientes con la capacidad de catalizar la
oxidacion ciclica de 5mC a 5hmC que sucesivamente se oxida a 5 formilcitosina y 5
carboxilcitosina que se descarboxila por una descarboxilasa desconocida a 5mC (Pastor, et
al., 2013).
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2.8.1 Proteinas TET oxigenesas del DNA.

Las proteinas de Ten Eleven Translocation (TET) son dioxigenasas dependientes de Fe (I1)
que oxidan las 5 metilcitosinas del DNA usando oxigeno molecular y alfa-cetoglutarato (o-
KG) como cosustratos, generando citosinas oxidadadas, succinato y didxido de carbono
(C0O2) como coproductos. La diferencia entre las proteinas TET se basa en su estructura, pero
también sus distintos patrones de expresion: TET2 es mayoritariamente mas expresada en el
sistema hematopoyético que TET3 y TET1. Cada proteina TET también tiene funciones
especificas: por ejemplo, TET1 oxida 5mC a 5hmC, TET2y TET3 estimulan la remocién de
5hmC (Putiri, et al., 2014). La relevancia fisiologica de las proteinas TET en el desarrollo ha
sido investigada utilizando la eliminacién genética en modelos de ratones. Los fenotipos del
silenciamiento de las proteinas TET son informativos y consistentes con un defecto de
desmetilacion. La proteina TET2 tiene una masa molecular de 223 KDa codificada por 11
exones en el cromosoma humano 4g24 de 2002 amino&cidos. De acuerdo con Langemeijer
et al TET2 contiene 2 dominios conservados 1y 2 (CD o BOX) que se encuentran en los
aminoacidos de las posiciones 1104-1478 y 1845-2002 correspondientemente (figura 4).
Cada proteina tiene un dominio central catalitico con un double-stranded B-helix (DSBH)
que contiene el dominio crucial unién a metal (metal-binding) encontrado en la familia de
oxigenesas dependientes de Fe (II)/a-KG y un dominio rico en cisteina (cysteine-rich).
(Loenarz & Schofield, 2011). El dominio DSBH une Fe(II), a-KG y 5mC para la oxidacion,
mientras que el dominio en rico en cisteina envuelve alrededor del nlicleo DSBH para
estabilizar el conjunto de interaccion TET-DNA (Wu, et al., 2017) TET usa el oxigeno
molecular como sustrato para catalizar la carboxilacion oxidativa del a-KG, de este modo se
generaen laenzima Fe(IV)-oxo, intermediario que convierte 5mC en 5hmC (Kohli & Zhang,
2013).
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Figura 4. Estructura del gen y la proteina TET2. Se muestra el locus de la proteina TET2 en el cromosoma
4q24, los 11 exones, los dos dominios conservados (BOX 1-2), asi como los dominios de la proteina de 2002
aminoacidos C-rich y DSBH.

2.8.2 Enzimas isocitrato deshidrogenasa (IDH1 e IDH2)

Las enzimas isocitrato deshidrogenasas (IDH) son enzimas que catalizan la descarboxilacion
oxidativa del isocitrato, produciendo a-cetoglutarato (aKG) y CO2, usan nicotinamida
adenina dinucleétido fosfato (NADP*) como cofactor y funcionan como homodimeros. Las
dos enzimas tienen una localizacién celular diferente: IDH1 est4 situado en el citosol y los
peroxisomas, mientras que IDH2 esta en las mitocondrias (Geisbrecht, et al., 1999). La
descarboxilacion oxidativa que convierte a aKG en isocitrato ocurre predominantemente en
condiciones hipoxicas que producen citrato y acetil-CoA a partir de glutamina y glutamato.
Esta actividad es critica para preservar la biosintesis de lipidos y colesterol en las células
hipdxicas (Wise, et al., 2011, Metallo, et al., 2012, Mullen, et al., 2012) (Scott, et al., 2011)
(Fendt, et al., 2013). Maés alla de su papel en el metabolismo intermedio y la produccién de
energia, las enzimas IDH también participan en la regulacion del estado redox de los
cofactores NADP+/NADPH esenciales para la transferencia de electrones en una gran
cantidad de funciones celulares (Ying, et al., 2008, Pollak, et al., 2007). El aKG permite la
actividad de dioxigenasas dependientes de aKG, como la familia de proteinas TET, de 5-
metilcitosina hidroxilasas, el dominio Jumonji que contiene histona-lisina desmetilasas (Jmj-
KDMs) entre otros (Markolovic, et al., 2015). La proteina IDH1 tiene una masa molecular
de 46 KDa codificada por 10 exones de los cuales los primeros dos no son traducidos y que
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se encuentra en el cromosoma humano 2934 de 414 aminoacidos que se localiza
principalmente en los peroxisomas y en el citosol, mientras que IDH2 tiene una masa
molecular de 50 KDa codificada por 11 exones en el cromosoma humano 15q26.1 de 452
aminoacidos y se localiza en la mitocondria. Un tercer complejo enzimatico, IDH3 es
codificado por tres distintos genes no se han descrito mutaciones ni se han asociado a cancer

(Geisbrecht, et al., 1999).
Cromosoma 15

Cromosoma 2

.
-

BT  Dominio Isocitrato Deshidrogenasa | SSQUUIMIESMSS  Dominio lsocitrato Deshidrogenasa | il
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Figura 5 A) Estructura del gen y la proteina IDH1. Se muestra el locus en la posicion 2934, los 10 exones

siendo los primeros 2 pseudoexones. En la parte inferior se muestra la proteina de 415 aminoéacidos. B)
Estructura del gen y la proteina IDH2. Se muestra locus en la posicion 15926.1, los 11 exones y en la parte
inferior la proteina de 453 aminoécidos con el dominio MLS (Mitochondrial Localization Signal).
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2.9 METILACION DEL DNA EN CANCER

Las primeras indicaciones de la relacion de la epigenética con el cancer fueron derivadas de
estudios en la expresion génica y la metilacion del DNA (Feinberg, et al., 2004). Las células
tumorales tipicamente exhiben aberraciones en los patrones de metilacion del DNA durante
la transformacion maligna (Herman, et al., 2003). Se han descrito tres rutas en las cuales la
metilacion de islas CpG pueden contribuir al fenotipo oncogénico. La primera es por una
hipometilacion general en el genoma del cancer. La segunda es una hipermetilacion focal en
promotores de genes supresores de tumores (tumor supresor genes TSG) y la tercera es por
directa mutagénesis en 5mC consecuencia de la desaminacion por radiacion UV o exposicién
a otros carcindgenos (Jones, et al., 1999) (Jones, et al., 2002) (Jones, et al., 2007). La pérdida
de la metilacién del DNA (hipometilacidn) puede ser acompafiada con la activacion de la
transcripcion, permitiendo la trascripcion repetible de los elementos transposables y de
oncogenes (Ehrlich, et al., 2013). En cambio, la hipermetilacion en el cancer en las islas CpG
en las regiones de los genes relacionados con el cancer. Estos cambios pueden ser asociados
con silenciamiento transcripcional que pueden promover los mecanismos de inactivacion de
genes supresores de tumores (Jones, et al., 2007) (Baylin, et al., 2011). Sin embargo, este
fendmeno es generalmente atribuido a diferentes mecanismos que alteran los genes de las
DNMTs y resultan en una desregulacion gendémica de metilacion como factor causante
primario (Dawson, et al., 2012). Numerosos ejemplos de lesiones en los genes DNMTs han
sido estudiados para identificar cambios en la metilacion y evaluar el desarrollo del cancer.
Esas lesiones pueden ser clasificadas en tres categorias: sobreexpresion, mutacion y delecion
(Zhang, et al., 2017). La secuenciacion completa del genoma en una amplia gama de
carcinomas ha provisto un catdlogo de recurrentes mutaciones somaticas en numerosos
reguladores epigenéticos (Forbes, et al., 2011). Por ejemplo, las mutaciones de DNMT1 en
tumores del colon y las mutaciones en DNMT3A en malignidades hematoldgicas (Ley, et
al., 2013).

2.10 METILACION DEL DNA EN LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA.

Se ha observado que en los casos de leucemia mieloide aguda (LMA) se involucran cambios
en la expresién de genes que surgen por aberraciones en los patrones de metilacién del DNA
(Robertson, et al., 2005) (Figueroa, et al., 2010). Sin embargo, los perfiles de la metilacion
del DNA en pacientes con LMA ha revelado que la metilacion es heterogénea y puede ocurrir
tanto hipermetilacion como hipometilacion (Figueroa, et al., 2010). Estas aberraciones de la
metilacion del DNA se han observado en la mayoria de casos de LMA, incluso en las LMA
citogeneticamente anormal (Akalin, et al., 2012), en efecto en la LMA es notable las
recurrentes mutaciones en genes de modificadores epigenéticos incluidos las
metiltransferasas de novo DNMT3A que se han observado con un 22% de todos los pacientes
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con LMA (Hou & Tien, 2016, Rau, et al., 2016) y demas reguladores involucrados en la
metilacion y desmetilacion del DNA como TET2 e IDH1/2. Aunque esto podria sugerir un
significante papel de las mutaciones en DNMT3A para el desarrollo leucémico, ya que la
presencia de una sola mutacion en la proteina no evoluciona a una leucemia o alteran los
niveles de metilacion, mientras que un completo silenciamiento de DNMT3A en ceélulas
murinas se ha visto que producen propiedades similares a una diferenciacion inhibida
(Challen, et al., 2011).

2.10.1 Mutaciones en el gen DNMT3A en leucemia mieloide aguda.

Las mutaciones en DNMT3A fueron descritas en 2010 cuando una serie de mutaciones de
tipo Missense (Mutaciones de sentido errdneo), Frameshift (Mutaciones con desplazamiento
del marco de lectura), Nonsense (Mutaciones sin sentido) y Splice-site (Mutaciones en el
sitio de empalme) que afectaban DNMT3A fueron identificadas en pacientes con leucemia
mieloide aguda (LMA). La secuenciacion de exoma en muestras de LMA primaria ha
identificado mutaciones somaticas en DNMT3A en mas de un 30% de los casos de LMA-
CN (Ley, et al., 2010). Independientemente del niumero de pacientes, la mayoria de
mutaciones en DNMT3A han sido encontradas en el dominio Mtase (Dominio metil
transferasa), con una vasta cantidad de mutaciones de tipo Missense en el codon R882 (65%
de todas las mutaciones en DNMT3A), mas frecuentemente la mutacion R882H en un
residuo de arginina (Arg882) por una histidina (Ley et al., 2010, Roller, et al., 2013).
Mecanisticamente, la homo-tetramerizacion de DNMT3A es requerida para ejercer sus
propiedades cataliticas (Holz-Schietinger, et al., 2011) en base a esto Russler-Germain et al
y demas autores reportaron que la mutacion DNMT3R€2 muestra un efecto dominante-
negativo previniendo la formacién de homo-tetrdmeros activos por la interaccion con
DNMT3™T y la subsecuente formacion de heterodimeros, para lo cual se encontré un
disminucion al 29% (tipo nativo) de la actividad catalitica (Russler-Germain, et al., 2014).
Esto explicaria la dramatica reduccion de la actividad metiltransferasa de DNMT3A, la cual
se observa como una extendida hipometilacion del DNA en CpG especificos de pacientes
con mutacion DNMT3RE2, En contraste la hipermetilacion focal, la cual también se observa
en muestras de DNMT3A mutante, no pueden ser explicadas por este modelo (Ley et al.,
2010, Russler-Germain, et al., 2014). Por su parte Emperle, et al reportaron un resultado que
no concuerda con Russler-Germain et al, ya que la actividad catalitica no disminuye al formar
tetrameros de DNMT3R€2 con DNMT3WT sin embargo hay una gran cantidad de reportes de
que la mutacion DNMT3R®2 resulta en cambios en la metilacion del DNA proponiendo que
el comportamiento negativo de las mutaciones en DNMT3A podria ser explicado por otros
mecanismos no relacionados con la directa inhibicion de las subunidades Wild-Type en
heterocomplejos (Emperle, et al., 2018). A través de la investigacion de células sanguineas
en pacientes con el sindrome de Tatton-Brown-Rahman que portan la mutacion DNMT3R88?
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de manera constitutiva, se demostr6 que la mayoria de cambios fueron eventos de
hipometilacion. Este estudio sugiere que la hipermetilacién observada en LMA con
DNMT3R82 es un evento secundario (Spencer, et al., 2017), incluso la observacion de
algunas de lesiones como TET2 y DNMT3A en sangre de individuos hematol6gicamente
normales apoyan la teoria de que estas mutaciones son iniciadoras (Jacobs, et al., 2012,
Laurie, et al., 2012).

Codén GGT TTC GTC CCA CAC TAT ACT GAC GTC TCC AAC ATG AGC CGC TTG GCG AGG CAG AGA CTG (TG GGC CGG TCA TGG AGC GTG
WILD TYPE G FP VHYTDVSNMSRLARQRILILGHRSWS V

DNMT3A p.R882S  GGT TTC GIC CCA CAC TAT ACT GAC GTC TCC AAC ATG AGC AGC TTG GCG AGG CAG AGA CTG CTG GGC CGG TCA TGG AGC GTG
G FPVHYTDVSNMSSL ARG QRLLGERSWSV

DNMT3A p.R8B2H = GGT TTC GTC CCA CAC TAT ACT GAC GTC TCC AAC ATG AGC CAC TTG GCG AGG CAG AGA CTG CTG GGC (GG TCA TGG AGC GTG
G FP VHYTDVSNMSHILARU QRTLTLGE RSWSYV

DNMT3A pR882C  GGT T1C GIC CCA CAC TAT ACT GAC GTC TCC AAC ATG AGC TGE TTG GCG AGG CAG AGA CTG CTG GGC CGG TCA TGG AGE GTG
G FPVHYTDVSNUMSTECLARTU QRTILTILTGT RSWSV
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Figura 6. Localizacion de las mutaciones mas frecuentes en DNMT3A. Se muestran los 23 exones del gen
y las mutaciones mas frecuentes asociadas a leucemia mieloide aguda dentro del exon 23, el cambio de
aminoacido en el codon CGC que codifica para arginina de la posicién 882 (R882) por serina, histidina y
cisteina.
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2.10.2 Mutaciones en el gen TET2 en leucemia mieloide aguda

La familia de proteinas TET fue primeramente identificada en pacientes con t(10;11)
(922;923) fusién de TET1 y MLL (de ahi su nombre Ten eleven translocation) (Ono, et al.,
2002). Posteriormente en 2009 se reportaron mutaciones somaticas en multiples
malignidades hematoldgicas, inclusive en leucemia mieloide aguda (Abdel-Wahab, et al.,
2009). Las mutaciones somaticas en TET2 ocurren en aproximadamente el 15% de los
pacientes con varios tipos de cancer mieloide (Delhommeau, et al., 2009) y en los casos de
LMA oprimaria y secundaria se encuentra frecuentemente mutado (12%-32%
respectivamente) (Rasmussen, et al., 2016, Shih, et al., 2012, Xie, et al., 2014).
Interesantemente las mutaciones en TET2 han sido asociadas con hipermetilacion en LMA
y mutuamente exclusivas con mutaciones en IDH1/2 (Figueroa, et al., 2010) y en asociacion
a los niveles de 5hmC que son significantemente reducidos en pacientes que tienen
disrupciones homocigotas o heterocigotos comparadas con los pacientes con TET2T (Ko,
et al., 2010). Existen ahora investigaciones que evidencian el papel de las alteraciones en
TET2 como una de las primeras aberraciones genéticas en el comienzo de las malignidades
hematoldgicas ya que las mutaciones en TET2 pueden ser encontradas en las HSC
premalignas en los pacientes con MDS vy el hecho de encontrar mutaciones en TET2 en
pacientes de edad avanzada que son hematoldgicamente sanos (ltzykson, et al., 2011) (Xie,
et al., 2014). Estudios posteriores en diversos grupos de pacientes identificaron no solo
aberraciones cromosdmicas sino también mutaciones puntuales altamente heterogéneas que
incluian inserciones, deleciones, mutaciones tipo missense, nonsense y frameshift que a
menudo resultaban en disrupciones o decrecimiento de la actividad catalitica de la enzima
TET2 (Weissmann, et al., 2012). Esas mutaciones abarcan toda la secuencia de codificacion
TET2, la presencia de deleciones y esas mutaciones de desplazamiento de marco en TET2
proporciono datos genéticos que sugieren que TET2 funciona como un supresor tumoral en
tumores malignos mieloides (Weissmann, et al., 2012). La proteina TET2 ha sido
ampliamente reconocida como un supresor tumoral, la eliminacion de TET2 es suficiente
para causar malignidades mieloides y linfoides en ratones (Li, et al., 2011). Las mutaciones
estan distribuidas sobre todos los exones, mayoritariamente implicadas en los exones largos
3y 11y en la mayoria de los casos esas mutaciones resultan en tipo Frameshift y Missense
(Tefferi, et al., 2009). En la figura 9 se muestran algunas de las mutaciones mas frecuentes
descritas en casos de LMA.
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Figura 7. Mutaciones en el gen TET2 en leucemia mieloide aguda. Se muestran los 11 exones del gen y las
mutaciones mas frecuentes asociados a leucemia mieloide aguda dentro del exén 11, el cambio de aminoacido
en el coddn 11873 ATT (isoleucina por treonina) y en el 1721 TTG (leucina por triptéfano).

2.10.3 Mutaciones en los genes IDH1 e IDH2 en leucemia mieloide aguda

En 2009, la secuenciacién completa del genoma en un paciente con leucemia mieloide aguda
identifico la mutacion IDH1R!32 (Mardis, et al., 2009). Analisis subsecuentes en una cantidad
de pacientes con LMA confirmaron la presencia de mutaciones en IDH1 y también se
identificaron mutaciones en IDH2 en aproximadamente 20% de pacientes en LMA-CN
(Mardis, et al., 2009). Las mutaciones en IDH1 estan presentes hasta en 7-14% de los
pacientes con LMA (Platt, et al., 2015). Los pacientes con mutaciones IDH1/2 son candidatos
para terapias dirigidas como los inhibidores de IDH1™! (ivosidenib) o de IDH2M
(enasidenib), han mostrado resultados prometedores en pacientes con LMA o sindrome
mielodisplasico (Madeiros, et al 2017). Se ha demostrado que estas moléculas inducen la
diferenciacion de células leucémicas primarias in vitro (Chaturvedi, et al., 2013) (Wang, et
al., 2013) e in vivo (Amantangelo, et al., 2017) para promover respuestas clinicas. La LMA
y una variedad de neoplasias muestran recurrentes mutaciones de tipo missense en IDH1 e
IDH2, lo que provoca que IDH1™ e IDH2™ sinteticen 2-hidroxiglutarato (2-HG) en vez de
aKG (Losman, et al., 2013). El Oncometabolito 2-HG es un inhibidor competitivo del aKG
lo cual produce una inhibicién de las proteinas dioxigenasas, incluida la familia TET. En
LMA las mutaciones en TET2 e IDH1/2 se sugiere son mutuamente excluyentes, por lo que
las dos mutaciones podrian actuar en la misma via (Figueroa, et al., 2010) (Xu, et al., 2011).
Normalmente ambas proteinas, IDH1 citosolica e IDH2 mitocondrial existen como
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homodimeros dentro de su respectivo compartimento celular y las proteinas mutadas retienen
la habilidad de unirse con respectiva compariera wild-type. Todos los reportes de las
mutaciones de IDH han sido de tipo heterocigoto, con las células cancerigenas conservando
una copia Wild-type. Anteriormente no se habia reportado algin caso en que el mismo
paciente tuviera las dos mutaciones, sin embargo, Paschka et al y Abbas et al reportaron
casos de LMA con mutaciones en ambos genes. En LMA las mutaciones en IDH1/2 resultan
en el cambio de aminoacido, ocurriendo primeramente en el residuo R132 en IDH1 y en
R140 o0 en R172 en IDH2 (Chou, et al., 2011). Algunos autores apoyan la nocién de que las
mutaciones R140 o en R172 en IDH2 pueden ser mutuamente excluyentes y han reforzado
la idea de que la mutacion del codén 140 IDH2 y el codon 172, tienen consecuencias
fisiopatoldgicas distintas (Marcucci, et al., 2010) (Patel, et al., 2017). El bloqueo del a-KG
y la presencia del inhibidor competitivo 2-HG en células que expresan IDH1™ e IDH2™
atenla la actividad de TET2. Se ha demostrado que la perdida de la funcion de TET2 e
IDH1™! e IDH2M" estan asociadas con defectos epigenéticos similares y la expresion de las
proteinas IDH1™! e IDH2™! produce una actividad ineficiente de la funcion catalitica de
TET2 en las células. Adicionalmente la expresion de las proteinas IDH1™! e IDH2™ o
TET2™ perjudica la diferenciacion mieloide e incrementa la expresion de marcadores de las
células madre progenitoras, sugiriendo que el papel de esas mutaciones en la LMA es
blogueador. El codon R132 en IDH1 y el residuo R172 en IDH2 son homologos. (Figueroa,
etal., 2010).

Exones 1 i ?f

Coden CTT GTG AGT GGA TGG GTA AAA CCT ATC ATC ATA GGT CGT CAT GCT TAT GGG GAT CAA TAC AGA GCA ACT GAT TIT
' LVSG6GQVKPII I GRHAYGDQYRATDE
ooden CTT GTG AGT GGA TG GTA AA CCT ATC ATC ATA GGT CAT CAT GCT TAT GGG GAT CA TAC AGA GCA ACT GAT TTT
LVSGQVKP I I I 6GHHAYGDQYRATDEF

| Codon CTT GTG AGT GGA TG GTA AAA CCT ATC ATC ATA GGT TAT CAT GCT TAT GGG GAT CA TAC AGA GCA ACT GAT TTT
LVSGQVKPII I GCHAYGDQYRATDEF

1 415

m-—COOH

Mutacién Missense
R132H, R132C

___________________________

Figura 8. Localizacion de las mutaciones mas frecuentes en IDH1. Se muestran los 10 exones del gen y las
mutaciones mas frecuentes asociadas a leucemia mieloide aguda dentro del exon 4, el cambio de aminoacido
(Dentro de la banda verde) en el coddn 132 CGT (cambio de arginina por histidina o cisteina).
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1 4 1

Exones W |

sodon. (TG ARG AAG ATG TGG  AAA AGT CCC AAT GGA ACT ATC CGE AAC ATC (TG GGG GGG ACT GTC TTC (GG GAG CCC ATC
LKKMWZKSPNGT IR HAYGGTYVY FREPI

o (TG AAG AAG ATG TGG  AAA AGT CCC AAT GGA ACT ATC CAG AAC ATC CTG GGG GGG ACT GTC TTC (GG GAG CCC ATC
" LKK MWEKSPNGT I QHAYGGTVEFREPI

woron (TA GTC CCT GGC TGG ACC AGG CCC ATC ACC ATT GGC AGG CAC GCC CAT GGC GAC CAG TAC AGG GCC ACA GACTTT
LvePGewWTKPITIGRHAHGD QY KATTDEF

orSden | CTA GIC CCT GGC TGG ACC AGG CCC ATC ACC ATT GGC AAG CAC GCC CAT GGC GAC CAG TAC AGG GCC ACA GAC TTT
LVPGWTKPITIGHKHAHGDO QY KATDEF

1 453
NH2 —ET5E— Dominio Isocitrato Deshidrogenasa B— COOH
Mitocondal Loafzation Sgnel Mutacion Missense Mutacién Missense
R140Q R172K

Figura 9. Localizacion de las mutaciones mas frecuentes en IDH2. Se muestran los 11 exones del gen y las
mutaciones mas frecuentes asociadas a leucemia mieloide aguda dentro del exon 4, el cambio de aminoacido
en los codones CGG donde cambia el aminoécido arginina por glutamina y AGG donde cambia el aminoacido
arginina por lisina marcados por los colores naranja y rosa respectivamente.

2.11 PRONOSTICO

A pesar de que un 70% de los pacientes con leucemia mieloide aguda (LMA) consiguen
morfologicamente una completa remision (blastos en medula 6sea <5%, ausencia de blastos
con bastones de Auer, ausencia de enfermedad extramedular, conteo absoluto de neutréfilos
>1.0x10%L (1000/uL), conteo plaquetario >100x10%L (100,000/uL), independencia de
transfusién de células rojas, Dohner, et al., 2009) con una intensiva induccion de
quimioterapia (siglas en ingles 1IC), aproximadamente 50% de esos pacientes
experimentaran una reincidencia (Walter, et al., 2015). Para establecer y aconsejar a los
pacientes acerca del pronéstico de LMA, se debe tener en cuenta una gama creciente y
bastante desconcertante de variables clinicas y biologicas por ejemplo la edad y el estado del
paciente, la carga tumoral, LMA secundaria entre otros. En el caso de los resultados de
laboratorio como el analisis citogenetico y los marcadores moleculares, el conteo total de
leucocitos y el conteo total de células sanguineas que tienen relevancia en el prondstico
incluso los niveles séricos de acido uUrico y de lactato deshidrogenasa podrian tener en
pacientes con LMA (Yamauchi, et al., 2013, Ferrara, et al., 1996, Smith, et al., 2011). El
cariotipo de los blastos leucémicos determinado por el analisis de bandeo cromosdémico es
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aceptado como el méas importante parametro de prondstico de la LMA. EI subconjunto de
entidades citogenéticas favorables incluye los casos con PML-RARA, los pacientes con
t(8;21) y pacientes con inv(16) (las cuales son Ilamadas leucemias CBF por sus siglas en
ingles Core Binding Factor ) que estan asociadas con un pronostico favorable. Del otro lado
las alteraciones con cariotipos complejos 5/5q, 7/7q, 17/abnl7p, inv (3) (g21926) / t (3; 3)
(921; g26) también son asociados con un pronoéstico desfavorable y los pacientes con LMA-
CN que muestran una alta heterogeneidad genética, son clasificados como riesgo intermedio
(Grimwade, et al., 2010). Durante la pasada década, se demostré que LMA-CN incluia una
gran cantidad de anormalidades moleculares con diferentes comportamientos de riesgo
(Dohner, et al., 2005). El impacto pronostico de muchos marcadores depende del contexto y
el efecto de una anomalia dada por la presencia o ausencia de otro (Papaemmanuil, et al.,
2016), ademas, el uso de modernas tecnologias tales como WGS o WES en una variedad de
genes como IDH1, IDH2, DNMT3A, TET2 fueron descritos en pacientes con LMA
(Grossmann, et al., 2011) (Ley, et al., 2010). Adicionalmente a esto se ha desarrollado
modelos de clasificacion pronostica combinando los hallazgos citogenetico y los
biomarcadores moleculares genéticos (Dohner, et al., 2010) (Grimwade, et al., 2009), por
ejemplo las mutaciones en NPM1 que son de pronostico favorable en la ausencia de
mutaciones en FLT3-ITD (Verhaak, et al., 2005), las mutaciones en TP53 que son asociadas
con los cariotipos complejos, cariotipos monosomales y especificas aneuploidias
cromosomicas (ej, 25/5q92, 27/792), que predicen un muy desfavorable resultado (Haferlach,
et al., 2008) (Bowen, et al., 2009), sin embargo ambos tipos de LMA-CBF estan asociadas
con mutaciones en genes que codifican para proteinas sefializadores (NRAS, KIT, NF1,
FLT3, KRAS), en LMA con t(8;21), la presencia de mutaciones en KIT, especialmente en
niveles altos de KIT mutado, aparenta estar asociada con un pronéstico desfavorable
(Paschka, et al., 2013). En ELN “genetic risk stratification” (Tabla 4), la intencion original
de las categorias genéticas era estandarizar el informe de anormalidades genéticas
particularmente para correlaciones con caracteristicas clinicas y resultados. La distincion
entre el las categorias intermedia | e intermedia Il se basaron en genética caracteristicas, mas
que en la estratificacion prondstica. Aunque un estudio posterior demostrd una supervivencia
promedio (por sus siglas en inglés overall survival (OS) el cual es definido para todos los
pacientes de un ensayo; medido desde la fecha de entrada en un estudio hasta la fecha de
fallecimiento por cualquier causa; los pacientes que no se sabe que murieron en el Gltimo
seguimiento son censurados en la fecha en que se sabia que estaban vivos por Gltima vez
(Dohner, et al., 2017)) mas largo en el grupo intermedio | que el grupo intermedio 11, los 2
grupos estaban pronosticados indistinguible en pacientes de edad avanzada, que constituyen
la mayoria de casos de LMA. Ante estos hallazgos, el panel decidio simplificar el sistema
ELN mediante el uso de una clasificacion de 3 grupos (favorable, intermedio, adverso)
(Dohner, et al., 2017).

34



Tabla 3. Clasificacion del riesgo por anormalidades genéticas de la European Leukemia
Net 2017 en casos de leucemia mieloide aguda

Categoria de Anormalidad genética
Riesgo
Favorable Favorable t(8;21) (922;022.1); RUNX1-RUNX1T1

inv (16) (p13.1g22) o t(16;16) (p13.1;922); CBFB-MYH11

NPM1 mutado sin FLT3-1TD o con FLT3-ITD'

CEBPA Bialelico mutado
Intermedio NPM1 mutado y FLT3-1TD"ie"

Wild-type NPM1 sinFLT3-ITD o con FLT3-ITD"" (sin lesiones genéticas de

riesgo desfavorable)

t(9;11) (p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A

Anormalidades citogenéticas no clasificadas como favorables o desfavorables
Desfavorable t(6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214

t(v;11923.3); KMT2A reordenamiento

t(9;22)(934.1;q11.2); BCR-ABL1

inv(3)(q21.3g26.2) or t(3;3)(921.3;926.2); GATA2, MECOM(EVI1)

-5 0 del(5q); -7; -17/abn(17p)

Cariotipo complejo?, cariotipo monosomal®

Wild-type NPM1y FLT3-ITDMd"

RUNX1 mutado*

ASXL1 mutado*

TP53 mutado

Low: Baja relacion alélica (<0.5), High: Alta relacion alélica (>0.5)

*: Estos marcadores no deben usarse como marcador de prondstico adverso si coocurren con subtipos de LMA
de riesgo favorable.

A: 3 0 més anomalias cromosomicas no relacionadas en ausencia de 1 de las translocaciones o inversiones
recurrentes designadas por la OMS, es decir, t(8;21), inv(16) o t(16;16), t(9;11), t(v;11)(v;g23.3), t(6;9),
inv(3) o t(3;3); LMA con BCR-ABL1.

B: Definido por la presencia de 1 monosomia Unica (excluida la pérdida de X o Y) en asociacion con al menos
1 monosomia adicional o anormalidad estructural.

Tomado de Dohner, et al., 2017

2.11.1 Prondstico de las mutaciones en DNMT3A, TET2 e IDH1/2

La informacion de estudios clinicos realizados sugiere que las mutaciones de DNMT3ARE
estan estrechamente relacionados con un desfavorable OS en pacientes con leucemia
mieloide aguda. Otros estudios sugieren que la importancia de DNMT3ANO-REEZ en g
pronostico es similar a los pacientes con DNMT3AR82 (Ley, et al., 2011) (Thol, et al., 2011.
Durante la Gltima década se ha asociado la mutacion DNMT3AR82 como un predictor
independiente de pronoéstico desfavorable y de resistencia a la induccion de quimioterapia
convencional (Yuan, et al., 2019), en concordancia con otros estudios que concluyen que las
mutaciones en DNMT3A tienen un significantemente peor OS sin importar la edad,
anormalidades citogenéticas o FLT3-ITD mutado (Ley, et al., 2010) (Yan, et al., 2011).
Como ejemplo la combinaciéon de las mutaciones en NPM1, FLT-ITD y DNMT3A fue
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recientemente reportado que confiere un riesgo mucho mayor en la reincidencia que los casos
de LMA con NPM1y FLT3-ITD sin la mutacion en DNMT3A (Papaemmanuil, et al., 2016).
El efecto de las mutaciones en TET2 en el prondstico de la LMA sigue siendo controversial
(Cimmino, etal., 2011). Un gran conjunto de estudios mostraron que las mutaciones en TET2
no afectan en OS en la LMA (Nibourel, et al., 2010) sin embargo existen reportes de que las
mutaciones en TET2 estan asociadas con un pobre OS en pacientes con LMA con riesgo
intermedio, sin importar la presencia de mutaciones en FLT3 (Liu, et al., 2014) en contraste
se ha visto que los pacientes con MDS y mutaciones en TET2 confiere un mejor OS (Wang,
et al., 2013). Ademas, las mutaciones en TET2 podrian predecir una respuesta favorable a
los agentes hipometilantes (siglas en ingles HMAS) en pacientes de riesgo alto (Couronne, et
al., 2010). Recientemente Cher et al reportaron casos de LMA-CBF con mutaciones en
TET2, mostrando por primera vez que las mutaciones en TET2 son un factor de pronostico
adverso en LMA-CBF. El valor prondstico de las mutaciones IDH1/2 sigue siendo una
cuestion de debate. La relevancia pronostica y clinica que tienen las mutaciones en IDH1/2
en la LMA, ha tenido resultados inconclusos (Metzeler, et al., 2016) (Papaemmanuil, et al.,
2016) (Xu, et al., 2017) (Dinardo, et al., 2015). Probablemente debido a la cantidad de
factores y diferencias en las poblaciones de pacientes, metodologia de estudio, agrupamiento
de las mutaciones para el analisis del pronostico la influencia de anormalidades genéticas
adicionales. En un reciente meta andlisis de reportes de pacientes con mutaciones en IDH1,
12747 pacientes fueron asociados a un peor OS. Sin embargo, los pacientes con mutaciones
en IDH2 fueron asociados con un favorable OS (Xu, et al., 2017). El efecto del pronéstico
de las mutaciones IDH1R!32 y IDH2R0 parece estar influenciado por el contexto genético,
pacientes con NPM1 — IDH1R'®2 _ DNMT3A, asi como los pacientes con NPM1 — IDH2R40
tienen en promedio resultados favorable, pero aquellos con la mutacion IDH1R* tienen un
prondstico significantemente peor (Papaemmanuil, et al., 2016).) Las mutaciones de IDH1/2
acompafadas con FLT3™! no tienen un significativo impacto en el OS de los pacientes
(Boddu, et al., 2017). Todos los reportes del pronéstico en casos de leucemia mieloide aguda
con mutaciones en DNMT3A, TET2 e IDH1/2 se anexaron en la tabla 5.
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1.6 RESULTADOS

Con la finalidad de determinar el nimero de reportes en la bibliografia de casos de pacientes
con leucemia mieloide en los cuales se encontrara concurrencia de mutaciones en los genes
asociados a la metilacion del DNA, DNMT3A, TET2, IDH1 e IDH2, y que tuvieran
concomitancia con alguna de las alteraciones que se describen como leucemia mieloide
aguda con recurrentes anormalidades genéticas en la clasificacion de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) sin importar variables como el tipo de leucemia mieloide aguda,
lugar del analisis, edad, sexo etcétera, se agruparon cada una de las coexistencias con el
numero de casos encontrados en la tabla 4 y en la figura 10, los reportes donde no se
menciona el numero de pacientes que coexistieron se reportaron como no definido (ND). En
total se encontraron 39 reportes dentro de los cuales en total existia la presencia de 1453
casos de mutaciones donde se encontrd coexistencia con mutaciones en DNMT3A, TET2,
IDH1 e IDH2 y las entidades de la OMS, siendo 1223 casos coexistentes con NPM1™, 40
con CEBPA™! y 57 para RUNX1™", Para los casos con alteraciones cromosdmicas como
t(8;21) se encontraron 64 casos de coexistencia (11 con DNMT3A, 34 con TETZ2, 8 con IDH1
y 11 con IDH2). Nueve con invl6 (1 con DNMT3A, 5 con TET2, 3 con IDH1 y no
determinado con IDH2) y 26 con t(15;17) (7 con DNMT3A, 1 con TET2, 12 con IDH1y 6
con IDH2). En las demas entidades el nimero de coexistencias fueron muy inferiores, por
ejemplo en DEK-NUP214 solo se encontr6é coexistencia con TET2, en el reordenamiento
GATAZ2, MECOM se encontraron dos casos coexistentes con DNMT3A™!y en BCR- ABL1
un caso de coexistencias con DNMT3A™!y otro con IDH1™, No se encontraron reportes
en MLLT3-KMT2A y RBM15-MKL1. La evaluacién pronostica de los casos de pacientes
con LMA y mutaciones en DNMT3A, TET2 e IDH1 e IDH2 también se recopil6 en la tabla
5y se graficd en la figura 11. Conforme a la informacion recabada se report6 sin efecto,
favorable, desfavorable. Para las mutaciones en DNMT3A, 25 reportes desfavorable, 1
favorable y 2 sin efecto. Para las mutaciones en TET2, 13 reportes desfavorable, 0 favorable
y 8 sin efecto. IDH1 16 reportes desfavorables, 1 favorable y 13 sin efecto y para IDH2 10
reportes desfavorable, 2 favorable y 8 sin efecto.
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Tabla 4. Casos reportados de leucemia mieloide aguda con mutaciones en DNMT3A, TET2 e IDH1/2 coexistentes en las entidades
con recurrentes anormalidades genéticas de la clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud.

LMA | RUNX1-

CBFB- PML- | KMT2A-| DEK- GATA2, RBMI15- | BCR- NPM1 CEBPA RUNX1
RUNXI1T1 | MYH11 RARA MLLT3 | NUP214 A MECOM | MKL1 | ABL1
Mutacion 1(8;21) Inv(16) | t(15;17) | t(9;11) | t(6;9) Inv(3) | t(1;22) | t(9:22)
DNMT3A 94 1" 24 - - 1 - 1t 357"/107* 77 128
lc NDo/p/w lc lal 112V/73ak 4v ND b/wi/x
1" 24 ND* 56°/57" 3
NDP 1% 37%2/24 3
1% 115/10v/4' 1Y
N Di/w/x fae ND?

TET2 192 2f 1f - ND* - - - 59 8 112
6"/59 2" 33Y 2y 8
ld/lf lj 20% N Db/u/ae llaf
171 ND® 25/3Y N DP/wix

N Dw/am ND i/ullwix/ae

IDH1 4%/2! 29 4 - - - - 1t 35™/30%/24° 24 4
19/1% 1€ 59 21Y1Y 1 34
N Db ND° 3e N Di/u/w/x/aa N Db/u/a N Db/w/ag/x

IDH2 5K ND° 69 - - - - - 40™/ 32V 4m 8ef

29 265/ Zoad 3ad N Db/w/ag/x
2m 18Y4Y/7% 2y
14 /ld N Di/w/x/aa N Db/u/ae

(-) No reportado
ND. No definido

a: Jahn, et.al., 2017, b: Kihara, et.al., 2014, ¢: Yan, et.al.,2011, d: Héllein, et al., 2019, e: Zhang, et al., 2011, f: Glass, et al., 2017, g: Duployez, et
al., 2016, h: Hou, et al., 2012, i: Ley, et al., 2013, j: Nibourel, et al., 2010 k: Krauth, et al., 2014, 1. Guan, et al., 2013, m: Abbas, et al., 2010, n:
Cher, et al., 2016, o: Fasan, et al., 2015 p: Thol, et al., 2011, q: Chotirat, et al., 2012, r: Hodge, et al., 2018, s: Ferret, et al., 2018 t: Patel, et al.,
2017, u: Rose, et al., 2017, v: lvey, et al., 2016, w: Metzeler, et al., 2016 x: Papaemmanuil, et al., 2016, y: Wang, et al., 2016, z: Marcucci, et al.,
2011, aa: Ley, et.al., 2010, ab: Renneville, et al., 2012, ac: Chou, et.al., 2011, ad: Paschka, et.al., 2010, ae: Patel, et al., 2012, af: Mendler, et al.,
2012, ag: Gaidzik, et al., 2011, ah: Pezzi, et.al., 2012, ai: Fasan, et al., 2017, aj: Weijing, et al., 2017, ak: Ribeiro, et al., 2012, al: Fried, et al.,2011,

am: Hou et al., 2014.
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Figura 10. Diagrama de cuerdas de los casos reportados de leucemia mieloide aguda
con mutaciones en DNMT3A, TET2 e IDH1/2 coexistentes en las entidades con
recurrentes anormalidades genéticas de la clasificacion de la OMS. El diagrama de
cuerdas representa la asociacion de casos de leucemia mieloide aguda donde existia
coexistencia de mutaciones en los genes DNMT3A, TET2 e IDH1/2 (marcados en negritas)
con las entidades de la clasificacion de la OMS. Elaborado con JavaScript en amCharts3,
jsfiddle.
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Figura 11. Prondstico de casos leucemia mieloide aguda con mutaciones en DNMT3,
TET2 e IDH1/2. Cada grafica se elabord a partir del nimero de casos de reportes del
prondstico en la bibliografia para cada entidad (tabla 5). El porcentaje de reportes con
diagnostico desfavorable se representa en color rojo, favorable de color verde y sin efecto de
color amarillo.
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Tabla 5. Reportes del prondstico de pacientes con leucemia mieloide aguda con
mutaciones en los genes DNMT3A, TET2 e IDH1/2

Mutacion

DNMT3A

TET2

IDH1

IDH2

Pronostico Referencia
Sin efecto Gaidzik, et al.,2013 (no-desfavorable en ELN); Marcucci, et al., 2011 (R882 jovenes)
Favorable Gaidzik, et al., 2013 (n0o-R882 en OS)

Desfavorable

Sin efecto

Favorable
Desfavorable

Sin efecto

Favorable
Desfavorable

Sin efecto

Favorable
Desfavorable

Dunlap, et al., 2019; Ying, et al., 2019; Yuan, et al., 2019; Ahn, et al., 2016 (+FLT3-
ITD); Xiao-Qing, et al., 2016; Kao, et al., 2015; Parkin, et al., 2015; Hou, et al., 2014;
Kihara, et al., 2014; Shivarov, et al., 2013; Gaidzik, et al., 2013 (solo R882 en RFS);
Ostronoff, et al., 2013; Ribeiro, et al., 2012; Renneville, et al., 2012; Markova, et al.,
2012; Hou, et al., 2012; Patel, et al., 2012; Thol, et al., 2011; Marcucci, et al., 2011 (No-
R882 jovenes y R882 edad avanzada); Shen, et al., 2011; Xiao-Jing, et al., 2011; Yan,
et al., 2011; Ley, et al.,2010; Timothy, et al., 2010; Zhang, et al.,2018.

Gaidzik, et al., 2010; Nibourel, et al., 2010; Gaidzik, et al., 2012; Damm, et al., 2014;
Hou, et al., 2014; Kao, et al., 2015 (EFS y OS) Shen, et al., 2011; Nomdedeu, et al.,
2012

No reportado

Abdel-Wahab, et al., 2009; Chou, et al., 2011; Metzeler, et al., 2011; Kosmider, et al.,
2011 (solo en LMA-RT); Chou, et al., 2011; Patel, et al., 2012; Weissmann, et al., 2012
(EFS); Tian, et al., 2014; Ohgami, et al., 2015; Ahn, et al., 2015; Parkin, et al., 2015
Cher, et al., 2016 (LFS); Lin, et al., 2017

Abbas, et al., 2012 (OS); Chotirat, et al., 2012; Chou, et al., 2010; Dinardo, et al., 2015;
Ravandi, et al., 2012; Wagner, et al., 2010 (R132); Willander, et al., 2014 (OS);
Andersson, et al., 2011; Dinardo, et al., 2014; Guan, et al., 2013; Hou, et al., 2014;
Mardis, et al., 2009; Shen, et al., 2011

Patel, et al., 2011 (NPM1™tsin FLT3-ITD)

Acref, et al., 2015; Boissel, et al., 2011 (OS); Feng, et al., 2012 (OS); Marcucci, et al.,
2010 (CR); Paschka, etal., 2010 (OS) (NPM1Mutsin FLT3-1TD); Schnittger, et al., 2010
(OS); Wagner, et al., 2010 (SNP rs11554137 ); Yamaguchi, et al., 2014; Koszarska, et
al., 2012 (R132H); Ma, et al., 2015 (OS); Molenaar, et al., 2015; Nomdedeu, et al.,
2012 (LMA-CN); Parkin, et al., 2015; Wang, et al., 2015; Zhang, et al., 2011; Xu, et
al., 2012 (NRAS™ DNMT3A™y FLT3-1TD)

Abbas, et al., 2012; Chotirat, et al., 2012; Chou, et al., 2010; Dinardo, et al., 2015; Thol,
et al., 2010; Dinardo, et al., 2014; Koszarska, et al., 2012; Shen, et al., 2011

Patel, et al., 2011 (NPM1™sin FLT3-1TD); Green, et al., 2011 (R132)

Avref, et al., 2015; Boissel, et al., 2011 (OS); Green, et al., 2011(0S)(R172); Marcucci,
et al., 2010 (CR); Paschka, et al., 2010 (OS) (NPM1M“ sin FLT3-ITD); Willander, et
al., 2014 (OS) (R140); Yamaguchi, et al., 2014; Molenaar, et al., 2015; Nomdedeu, et
al., 2012; Wang, et al., 2015
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2.6 DISCUSION

Recientemente la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Clasificacion Europea de la
leucemia mieloide aguda (ELN) han incorporado nuevas entidades citogenéticas y
moleculares como componentes esenciales de la estratificacion del riesgo y toma de
decisiones terapéuticas en el manejo clinico de pacientes con leucemia mieloide aguda
(LMA) (Dohner, et al., 2017). Hasta ahora es bien conocido que las mutaciones en los
reguladores epigenéticos son eventos genéticos comunes en LMA y que contribuyen a su
patogénesis tal es el caso de las mutaciones en los genes DNMT3A donde un gran porcentaje
de ellas son en la posicion R882 dentro de la region catalitica, TET2 con mutaciones
heterogéneas, IDH1 predominantemente en la posicion R132 e IDH2 dentro de la posicion
R140 y R173 las cuales se encuentran un gran porcentaje en los casos LMA con cariotipo
normal, coexistentes con otros marcadores como NPM1 o FLT3 (Abdel-Wahab, et al., 2011)
(Ley, et al., 2013). Sin embargo, hasta hace unos afios se habia descrito que estas mutaciones
en estos 4 reguladores epigenéticos eran mutuamente excluyentes con aberraciones
cromosomicas (Ley, et al., 2010) (Ley, et al., 2013). Recientemente la secuenciacion masiva
de todo el genoma de LMA permitié encontrar casos donde existe coexistencia relevante,
habiendo mas informacion para los reordenamientos cromosémicos mas comunes como
t(8;21), invl6 y t(15;17) y escasamente para los deméas reordenamientos cromosomicos
descritos en las clasificacion de la OMS. A pesar de que la significancia clinica de estas
coexistencias muy pocas veces se describe, por ejemplo, en las mutaciones IDH2. Los autores
que si lo reportan describen que DNMT3A, TET2 e IDH1 propician un prondstico muy
adverso, ejemplo de ello Yan et al. describieron la coexistencia de DNMT3A en 2 pacientes,
uno con Inv16 y otro con t(15;17), los cuales desarrollaron leucemia de sistema nervioso
central incluso con tratamiento intensivo. Cher et al. por su parte describieron por primera
vez que las mutaciones en TET2 eran de pronostico desfavorable en pacientes con LMA-
CBF, WEeijing et al. reportaron 2 pacientes con PML-RARA y DNMT3A con pronéstico muy
desfavorable, por su parte Zhang et al. encontraron que los pacientes con IDH1™! coexistente
con t(8;21) tenian un peor DFS, por lo cual seria importante evaluar méas detalladamente la
implicancia de estas mutaciones en la patogenia de los casos de LMA con cariotipo anormal.
En el caso de las anomalias genéticas que son importantes en LMA de novo como lo es NPM1
0 CEBPA y RUNX1, la cantidad de casos concurrentes con las mutaciones en DNMT3A,
TET2 e IDH1/2 es mucho mayor, siendo caracteristicamente la coexistencia con NPML1 la
cual ha sido estudiada como un punto importante en la patogénesis molecular (Shlush, et al.,
2014). La clasificacion mas ampliamente aceptada en los esquemas de pronostico para LMA
incluyen lesiones citogenéticas junto con NPM1, FLT3-ITD y CEBPA, sin embargo existen
numerosos estudios que evaluan la implicacion que las mutaciones dentro de los genes
DNMT3A, TET2 e IDH1/2 tienen en los casos de LMA, siendo evidente que la mutacion en
DNMT3ARE es en un predictor independiente de prondstico adverso (Yuan, et al., 2019)
asi como las mutaciones en TET2 que son mayoritariamente asociadas también a pronostico
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desfavorable y los varios subtipos de mutaciones en los genes IDH que pueden contribuir a
diferentes pronosticos (Xu, et al., 2017) deberian considerarse para su incorporacion en
pautas de pronostico porque son comunes y ejercen una fuerte influencia en los resultados
clinicos de los pacientes. Sin embargo a pesar de la gran cantidad de estudios que han
evaluado la relevancia pronostica de las mutaciones en DNMT3A, TET e IDH1/2, respuesta
a tratamientos asi como su influencia cuando coexisten con otras entidades (Ley, et al., 2010,)
(Papaemmanuil, et al., 2016,) (lvey, et al., 2016) (Yuan, et al., 2019) estas anomalias
moleculares adicionales no se han integrado en ninguna de las dos clasificaciones, sin
embargo es claro que podrian ayudar a mejorar la clasificacion de los casos de LMA en
subgrupos de riesgo mas precisos con el beneficio de un resultado general mejor para los
pacientes (Patel, et al., 2012).
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3.6 CONCLUSIONES

La nula o baja concurrencia de las mutaciones en DNMT3A, TET2e IDH1/2 en los casos de
leucemia mieloide aguda con translocaciones/inversiones balanceadas de la clasificacion de
la OMS evidencia que estas mutaciones no contribuyen a la leucemogénesis en estos casos.

La cantidad tan alta de casos coexistentes entre de las mutaciones en DNMT3A, TET2 e
IDH1/2 con NPM1 infiere la importancia patogénica y el potencial de convertirse en factores
pronosticos o dianas terapéuticas y mejorar las expectativas de vida los pacientes.

Las mutaciones en DNMT3A, TET2 e IDH1/2 tienen en su mayoria una implicacion
pronostica de caracter adverso en los casos de leucemia mieloide aguda con cariotipo normal.

En los casos aislados de leucemia mieloide aguda con cariotipo anormal coexistentes con
mutaciones en los genes DNMT3A, TET2 e IDH1 también se observa una correlacion
pronostica desfavorable, para IDH2™! no se encontrd reporte.

DNMT3A™! es un predictor independiente de prondstico desfavorable en casos de leucemia
mieloide aguda.
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