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1. INTRODUCCION







La leucemia mielomonocitica crénica (LMMC) es un trastorno
hematolégico clonal poco frecuente que suele afectar a pacientes de edad
avanzada y que tiene una expresion clinica y morfolégica muy variable. Se
caracteriza por un incremento de células de estirpe monocitica tanto en médula
6sea como en sangre periférica. Su forma de presentacion puede oscilar desde
un cuadro de hematopoyesis ineficaz con una médula o6sea hipercelular,
citopenias en sangre periférica y rasgos displasicos en una o mas de las lineas
hematopoyéticas, hasta en un cuadro medular netamente mieloproliferativo

acompafiado con frecuencia de visceromegalias.

El sustrato biolégico que subyace bajo esta heterogeneidad es
desconocido en su mayor parte. Los estudios orientados en este sentido para
desentrafar dicho sustrato biolégico pueden ser claves para la aplicacién
terapéutica de nuevos farmacos, lo que constituye un desafio para los proximos

anos.

1.1 Aproximacion histoérica

La LMMC se clasifico inicialmente como un subtipo de sindrome
mielodisplasico (SMD), ya que se trataba de un desorden hematopoyético
caracterizado por un incremento en el recuento de monocitos, a menudo
acompafiado de anemia, trombopenia o ambas con una médula o6sea
hipercelular con alteraciones displasicas en la eritropoyesis, la granulopoyesis o
la trombopoyesis. Ademas, una sustancial proporcion de casos con LMMC
presentan ciertos rasgos dado el “mieloproliferativos” junto a los rasgos

displasicos.

Los SMD son un grupo heterogéneo de trastornos hematologicos
caracterizados, en la mayoria de los pacientes, por citopenias en sangre
periférica junto a una meédula 6sea hipercelular, aunque es hipocelular en
alrededor del 25% de los casos. A principios del siglo XX se hacia hincapié en el
caracter preleucémico de los SMD, es decir, su tendencia a desarrollar una
leucemia aguda, habitualmente de estirpe mieloide, durante la evolucién de la
enfermedad. En estos pacientes existe un delicado balance entre un programa

de muerte celular acelerado (apoptosis) y una proliferaciéon de las células madre
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hematopoyéticas leucémicas que permite, en una proporcién no despreciable de
los casos, una supervivencia prolongada. Sin embargo, la historia natural de
estos sindromes comprende desde formas indolentes, con evolucion estable
durante muchos afios, hasta formas que rapidamente evolucionan a leucemia

aguda que oscilan entre un 6 y 40% en los SMD y un 15y 20% en las LMMC.

Al tratarse los SMD de un grupo de enfermedades con unas
manifestaciones clinicas y una evolucion muy heterogénea, han sido referidos en
la literatura con una terminologia muy variada hasta que comenzé a emplearse
de forma generalizada éste término. Asi, en 1938, Rhoads y Barker aplicaron el
término “anemia refractaria” a una entidad caracterizada por anemia en
presencia de diseritropoyesis medular, refiriéndose tanto a casos primarios como
a secundarios a otros procesos (Rhoads et al., 1938). Posteriormente, en 1949,
Hamilton-Paterson emplearia el término “anemia preleucémica” para referirse a
algunos casos de anemia refractaria que habian acabado desarrollando una
leucemia aguda. Otros autores utilizaron los términos preleucemia (Saarmi et al.,
1973), leucemia aguda quiescente (smoldering) (Rheingold et al., 1963), o
leucemia mielomonocitica crénica (Geary CG et al., 1975), entre otros. Sin
embargo, no fue hasta 1976 cuando el grupo cooperativo Franco-Americano-
Britanico (FAB), durante la primera reunion para establecer la clasificacion de las
leucemias agudas (Bennett et al., 1976) denominé “Sindromes Mielodisplasicos”
a un grupo de enfermedades que tenian algunas caracteristicas comunes con
las leucemias agudas pero que, a diferencia de éstas, tenian un curso crénico o
subagudo, habitualmente no necesitaban un tratamiento inmediato y afectaban
mayoritariamente a pacientes mayores (Tabla 1). En ese momento se
reconocieron dos categorias distintas: la anemia refractaria con exceso de
blastos y la leucemia mielomonocitica crénica, y se puso de manifiesto que
algunas evolucionaban a leucemia aguda coincidiendo con un aumento del
numero de blastos. El limite entre “sindromes mielodisplasicos” y leucemia

aguda se marc6 de forma arbitraria en un 30% de blastos en médula ésea.
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Tabla 1. Cronologia y terminologia de los SMD (Vallespi et al., 1998).

Término Ano Autores

Anemia refractaria 1938 Rhoads & Barker
Anemia preleucémica 1949 Hamilton-Paterson
Preleucemia 1953 Block et al.
Anemia refractaria con sideroblastos en anillo 1956 Bjérkman

Anemia normoblastica refractaria 1959 Dacie et al.
Leucemia aguda quiescente 1963 Rheingold et al.
Mielosis eritrémica crénica 1965 Dameshek
Sindrome preleucémico 1973 Saarni and Linman
Leucemia mielomonocitica subaguda 1974 Sexauer et al.
Leucemia mielomonocitica cronica 1974 Miescher & Farquet
Sindromes mielodisplasicos 1976 Dreyfus
Subgrupos FAB 1982 Bennett et al.

En sucesivas revisiones en 1982 y en 1985 (Bennett et al., 1976, 1982 y
1985), el grupo FAB fue proponiendo y refinando los criterios que definian las
distintas variedades de SMD y que los deslindaban de la leucemia mieloide
aguda (LMA). Asi quedaron agrupados bajo el término SMD las cinco categorias
que se han usado de forma generalizada en la practica clinica hasta el momento:
anemia refractaria (AR), anemia refractaria con sideroblastos en anillo (ARSA),
LMMC, anemia refractaria con exceso de blastos (AREB) y anemia refractaria

con exceso de blastos en transformacion (AREB-t).

Sin duda, el mayor éxito de la clasificacion FAB fue su aceptacion
universal para el diagnostico de los SMD (Sanz et al., 1989). No obstante, esta
clasificacién no estaba exenta de limitaciones, lo que motivé nuevas propuestas
como la de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (Jaffe et al, 2001),
recientemente revisada (Swerdlow et al., 2008). Como se detallara mas adelante,

en esta nueva clasificacion, la LMMC ha sido desgajada de los SMD e integrada
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en una nueva categoria denominada Neoplasias Mielodisplasicas/

Mieloproliferativas.

1.2 Epidemiologia

No hay datos fiables sobre la incidencia de la LMMC ya que, en la
mayoria de los estudios, se agrupa junto con las leucemias mieloides crénicas o
junto a los SMD. El analisis de las principales series en las que se analiza la
incidencia de los distintos subgrupos de los SMD segun la clasificacion FAB v,
concretamente en aquellas que no estan sesgadas por el recuento de leucocitos
(aunque incluyen pacientes entre 20 - 30% blastos), sugiere que la LMMC
representa una proporciéon en torno al 18% de los SMD (Tabla 2). Los SMD
tienen una incidencia estimada de 12,8 casos por 100.000 habitantes/afio, por
tanto la incidencia estimada de LMMC seria en torno a 3,9 casos por 100.000
habitantes/afio (Swerdlow et al., 2008). La LMMC afecta en mayor proporcion al
sexo masculino (1,8:1) y la mediana de edad al diagnéstico se sitia en torno a
los 72 afios (Germing et al., 2004).

Tabla 2. Distribucién de frecuencia de los subtipos de SMD seguin la FAB.

Estudio N° Distribucion (%)
AR ARSA AREB AREB-t LMMC

Sanz et al., 1989 370 23 16 32 10 19
Greenberg et al., 1997 816 36 15 26 28 15
Pfeilstécker et al., 1999 386 33 10 21 12 24
Solé et al., 2005 968 27 16 28 11 18
Haase et al., 2007 2124 28 12 20 15 14
TOTAL 1412 30 13 23 15 18

En los ultimos afios parece observarse un progresivo incremento de los
casos diagnosticados, sin duda influenciado por diversos factores como el

incremento de la edad media de la poblacion, mejora de las técnicas de cribado
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y diagnoéstico, aumento de las mielodisplasias secundarias a tratamientos y

posibles factores ambientales no bien establecidos (Swerdlow et al., 2008).

1.3 Etiopatogenia

La etiologia de la LMMC es desconocida y su patogenia comprende
alteraciones en las rutas de regulacién de la proliferacion, diferenciaciéon y
apoptosis de las células hematopoyéticas progenitoras mieloides. Se caracteriza
por una médula 6sea hipercelular debida a la proliferacién de una o mas de las
lineas de la serie mieloide. Con frecuencia, la proliferaciéon de una o varias de
estas lineas es eficaz y da lugar a un mayor nimero de células circulantes. Sin
embargo, estas células pueden ser morfolégica y funcionalmente displasicas.
Simultdneamente, una o mas de las otras lineas celulares puede exhibir una
proliferacion ineficaz, por lo que también pueden presentarse citopenias. Los
sintomas clinicos se deben a las complicaciones producidas por las citopenias,
la produccion de células displasicas que no funcionan normalmente, la
infiltracion leucémica en los diferentes é6rganos o sintomas generales como
fiebre o malestar (Bain BJ. 1999).

Diversos estudios han demostrado que, al igual que en los SMD, la
patogenia de la LMMC se explica por un trastorno clonal de la célula madre
hematopoyética caracterizados por una maduracion defectuosa y, en estadios
avanzados, una proliferacion descontrolada (Okamoto et al., 1998). Como en
otros trastornos neoplasicos, en la patogénesis de la LMMC cabe suponer la
existencia de multiples lesiones sucesivas que conducen a la apariciéon de un
clon anormal. Tras un dafo inicial de los progenitores hematopoyéticos inducido
por sustancias quimicas, radiaciones, drogas citotoxicas o mutaciones
endogenas espontaneas, la suma de sucesivas alteraciones pueden afectar a
estas células, confiriéndoles una ventaja proliferativa. Las alteraciones de
caracter mielodisplasico se originan en las células precursoras pluripotenciales,
que normalmente dan lugar a las células de la serie roja, neutrofilos
polimorfonucleares, monocitos y plaquetas. Cuando se producen una disrupciéon
de la jerarquia de la maduracién mieloide resulta en un trastorno hematopoyético

caracterizado por un exceso o una deficiencia en las células efectoras maduras.
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Estos cambios pueden incluir alteraciones clonales en la funcién de
algunos genes (pérdida o ganancia de funcién) debidas a mutaciones
individuales, alteraciones cromosémicas (balanceadas o no balanceadas) o
fenémenos epigenéticos, como el silenciamiento de la expresién génica por
hipermetilacion aberrante, que pueden afectar a oncogenes, genes relacionados
con el ciclo celular o factores de transcripcion, asi como a genes supresores de
tumores. Generalmente se requiere la pérdida de funcién de ambos alelos de un
gen supresor de tumores para que su efecto leucemogénico se manifieste. Sin
embargo, la haploinsuficiencia (pérdida de funcion de una sola copia del gen)
resulta en una reduccién de los productos del gen, y también puede tener un
papel patogénico. Existen crecientes evidencias de que este ultimo mecanismo
es fundamental en determinados SMD con deleciones 5q, 7q y 20q y en genes
como c¢-CBL o TET2 en la patogénesis de la LMMC (Langemeijer et al., 2009;
Kosmider et al., 2009; Tefferi et al., 2009).

Se sabe que un incremento de la apoptosis intramedular parece contribuir
a la hematopoyesis ineficaz de los SMD (Yoshida et al., 1999), y podria explicar,
al menos en parte, la aparente paradoja de la coexistencia de citopenias en
sangre periféerica con una celularidad medular aumentada. Asi, se ha
demostrado que la actividad de las caspasas 1 y 3, efectores finales de la
apoptosis, estda aumentada en las células de médula 6sea de los pacientes con
SMD de bajo riesgo (Parker et al., 2001), pero que el incremento de la apoptosis
que se produce en las fases iniciales de los SMD declina conforme progresan a
fases mas avanzadas. En la actualidad, sin embargo, se desconoce si este
incremento de los procesos apoptoéticos guarda relacion con la patogenia de la
enfermedad o si, por el contrario, no es mas que una respuesta compensatoria

indirecta a la hiperproliferacion anormal.

Por otro lado, las alteraciones de caracter mieloproliferativo de la LMMC
son evidentes al estudiar el patron in vitro de crecimiento de unidades
formadoras de colonias (CFU). A diferencia de los otros subtipos de SMD, y de
forma similar a los sindromes mieloproliferativos cronicos (SMPC), la LMMC se
caracteriza por un aumento de formacion de CFU granulo-monociticas vy
macrofagicas (Greenberg et al., 1996) en ausencia de suplemento exégeno de
factores de crecimiento hematopoyético, lo que sugiere la existencia de factores

de crecimiento autocrinos secretados por los monocitos leucémicos. Asi, hay
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estudios donde se demuestra que el factor estimulante de colonias granulo-
monociticas, producido por mecanismos tanto autocrinos como paracrinos, es
determinante en el crecimiento de las células en algunos pacientes con LMMC
(Ramshaw et al., 2002), sefialando el potencial terapéutico de las estrategias

orientadas al bloqueo de esta citoquina.

Recientemente, gracias a las nuevas técnicas de cribado genético como
los chips de polimorfismos (SNP, Single Nucleotide Polymorphism), chips de
hibridacién genomica comparada (CGH), secuenciacion de exones, Yy
secuenciacion masiva, entre otros, han permitido detectar diversas anomalias
moleculares no conocidas en neoplasias mielodisplasicas/mieloproliferativas
como las mutaciones en TET2, ASXL1, CBL, IDH1/IDH2 (Tefferi et al., 2010)
EZH2, UTX, y DNMT3A (Jankowska et al., 2011). Diversos estudios han
demostrado la existencia de estas mutaciones en LMMC y el impacto prondstico
que tienen (Gelsi-Boyer et al., 2010; Kuo et al., 2009; Kohlmann et al., 2010).
Algunos de estos nuevos marcadores parecen estar alterados en la LMMC con
mayor frecuencia de lo que lo estan en otras neoplasias mieloides. Asi, por
ejemplo, las mutaciones de ASXL7 estan presentes en mas del 40% de los
pacientes con LMMC, TET2 presenta una incidencia de entre el 30 y el 50%
segun las series (Kosminder et al., 2009, Langemeijer et al., 2009), las
mutaciones de CBL que afectan a alrededor de un 15% de las LMMC
(Kohlmann et al., 2010). Ademas, de otros genes como UTX, DNMT3A, y EZH2,
recientemente descritos, en los que se han descubierto nuevas mutaciones en el
8%, 10%, y 5.5% de los pacientes, respectivamente (Jankowska et al., 2011).
Sin embargo para muchos de estos marcadores, la verdadera frecuencia y su
impacto pronostico en la LMMC requiere todavia de estudios adicionales con

series mas amplias.

Las mutaciones en el gen TET2 (miembro de la familia de oncogenes 2)
han sido identificadas en distintas neoplasias mieloides (Delhommeau et al.,
2009) y se ha visto que se encuentran repartidas a lo largo de varios exones. En
su mayoria, son mutaciones que modifican la pauta de lectura produciendo
generalmente una traduccion truncada. De acuerdo con un estudio reciente, la
aparicion de mutaciones en TETZ2 podria estar vinculada a una actividad
enzimatica anémala que favoreceria la tumorigénesis mieloide (Ko et al., 2010).

Por el momento, en la LMMC las frecuencias descritas son bastante altas,
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habiéndose reportado un 15% y un 22% en los estudios de Tefferi et al., (2009) y
Delhommeau et al., (2009), respectivamente, mientras que la incidencia seria del
35% y del 50% en las series publicadas por Jankowska et al., (2009) y Kosmider
et al., (2009a), respectivamente. Se ha sugerido que las mutaciones en este gen
podrian asociarse a la desregulaciéon de la estirpe monocitica. Kosmider et al.,
(2009a) describié un impacto pronostico adverso de las mutaciones TETZ2 en los
pacientes con LMMC, a diferencia de lo publicado hasta el momento, que
sugeria que en otros subtipos de SMD las mutaciones en TET2 tienen un
impacto favorable (Kosmider et al., 2009b). Recientemente, Smith et al., (2010)
ha publicado los resultados obtenidos tras la secuenciacion masiva de 320
pacientes SMD y 35 pacientes con LMMC. El tasa de mutaciones en TET2 fue
de 46% en los pacientes con LMMC frente al 12% de los pacientes con SMD (P
<.001). Segun estos autores, el estado mutacional de TET2 no tiene impacto
pronostico ya que no encontraron que tuviera correlacion con el estadio del IPSS
en este estudio (Smith et al., 2010). Por todo ello, esta todavia por determinar si
las mutaciones en el gen TET2 tienen valor pronéstico en los pacientes con
LMMC.

Por otro lado, el gen c-CBL (casitas B-cell ymphoma) que codifica a la
proteina CBL tiene funcion de ubiquitinacion de diferentes tirosinas quinasas. En
pacientes con LMA, se identificaron casos esporadicos con alteraciones en esta
proteina debidos a errores en los procesos de splicing alternativo en los exones
8 y 9 (Caligiuri et al., 2007; Sargin et al., 2007). Desvelando que estas
alteraciones estaban producidas por mutaciones localizadas en el dominio de
unioén entre la tirosina quinasa y el dominio de RING. Este dominio de unién es
esencial para la interaccion entre ambos y garantiza la funcién reguladora
negativa de CBL. Posteriormente, se han descrito nuevas mutaciones sin
sentido (Caligiuri et al., 2007; Dunbar et al, 2008; Reindl et al, 2009) y
mutaciones puntuales en distintos tipos de neoplasias mieloproliferativas y
LMMC (Dunbar et al., 2008; Sanada et al, 2009). Se ha reportado una
incidencia tan dispar de esta mutacion como el 5% (Makishima et al., 2009) y el
18% (Kohlmann et al., 2010), no habiéndose esclarecido aun el impacto

pronostico.

El gen ASXL1 (additional sex-comb like 1) ha sido otro de los nuevos

genes que se han encontrado alterados recientemente en LMMC. Pertenece a
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una familia de tres miembros que codifican proteinas poco caracterizadas que se
encargan de regular la estructura de la cromatina. Ademas, recientemente se ha
sugerido la posibilidad de que puedan tener un papel como supresores de
tumores. En diversas neoplasias mieloides, incluyendo SMD, neoplasias
mieloproliferativas o LMA de novo, las mutaciones que se han identificado se
localizan en exén 12 (Carbuccia et al.,, 2009; Gelsi-Boyer et al., 2009). Todo
parece indicar que estas mutaciones afectan a la regulacion de la transcripcion y
a la sefalizacion mediada por RAS (Tefferi, et al., 2010). Su frecuencia se ha
establecido en torno al 40%, destacando una mayor frecuencia en los casos
LMMC con caracteristicas mieloproliferativas (LMMC-MP) comparados con los
casos de LMMC con caracteristicas mielodisplasicas (LMMC-MD) y los que se
transformaron a LMA. (62% vs. 22% y 28%, respectivamente, P = .022; Gelsi-
Boyer et al., 2009). Poco después, Fisher et al., (2010) analizando ratones
knock-out deficientes en ASXL1 observé que se producian anomalias en la

diferenciacion de progenitores linfoides y mieloides.

Uno de los genes que se han encontrado alterados recientemente en
neoplasias mieloides es IDH1 e IDH2 (Green & Beer, 2010). Kosmider et al.,
(2010) ha descrito la aparicion de mutaciones en el IDH1/IDH2 en 9% de los
pacientes (n=88), localizandose todas ellas en IDH2. En dos de estos pacientes
se encontraron a su vez mutaciones en el gen TET2, por ello se apunta a la
posibilidad de que exista una asociacién especifica entre las mutaciones de
IDH2 y de TET2 en los pacientes con LMMC (Kosmider et al., 2010).

Aunque el impacto prondstico de muchas de estas alteraciones genéticas
en la LMMC tiene que ser aclarado, la deteccion de estos marcadores
moleculares ya puede contribuir a un mejor caracterizacién de esta entidad
(Tabla 3).
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Tabla 3. Frecuencia de las mutaciones encontradas en LMMC.

Gen Mutado Frecuencia (%) Referencias Pronéstico

JAK2 V617F  9/116 (7.8) Levine et al. (2005) Asociado a LMMC-MP
8/78 (10.2) Pich et al. (2009)
8/81 (9.9) Kohlman et al. (2010)

NPMA1 3/60 (5) Caudill et al. (2006) No Conocido

RAS 25/65 (38.5) Onida et al. (2002) Asociado a LMMC-MP
22/84 (26.2) Loh et al. (2005) > riesgo de progresion

NRAS: 18/81 (22.2) Kohlman et al. (2010)
KRAS: 10/81 (12.3) Kohlman et al. (2010)

RUNX 1 9/29 (31) Gelsi-Boyer et al. (2008) > riesgo de progresion
30/81 (37) Kuo et al. (2009)
7/81 (8.6) Kohlman et al. (2010)

FLT3 3/38 (8) Braun et al. (2011) No Conocido

CBL 2/38 (5.3) Makishima et al. (2009) > Supervivencia global
15/81 (18.5) Kohlman et al. (2010)

TET2 6/17 (35.3) Jankowska et al. (2009) Controversia sobre:
3/15 (20) Tefferi et al. (2009) > Supervivencia global
36/81 (44.4) Kohlman et al. (2010)

IDH 7/88 (7.9) Kosmider et al., (2009a) No Conocido

ASXL1 17/39 (43.6) Gelsi-Boyer et al. (2009) Asociado a LMMC-MP
3/29 (10.3) Gelsi-Boyer et al. (2008) < Supervivencia global

1.4 Clasificacion de los SMD/SMPC

1.4.1 Clasificacion FAB

El establecimiento de unos criterios diagnésticos se realiz6 por primera
vez entre 1974-1975, cuando el Grupo FAB trabajé en refinar la nomenclatura y
la clasificaciéon de las leucemias agudas. Desde que en 1982 este grupo
estableciera la primera clasificacion de los SMD, a pesar de sus limitaciones,
constituy6 el primer consenso para el diagnoéstico y guia para el tratamiento de

estas enfermedades que aun sigue utilizandose (Tabla 4).
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Tabla 4. Clasificacion FAB de los SMD.

Sideroblastos

Subtipo Blastos SP (%) Blastos MO (%) Monocitos SP anillados MO (%)

AR <1 <5 < 1x10°L <15

ARS <1 <5 < 1x10°/L 215
AREB <5 5-20 < 1x10°/L Indiferente
AREB-t 25 21-30 < 1x10%L Indiferente
LMMC <5 0-20 > 1x10%L Indiferente

SP, Sangre periférica; MO, Médula ésea.

En la clasificacion propuesta por la FAB en 1982, la LMMC quedd
definida por la presencia de >1 x 10°%L monocitos en sangre periférica,
frecuentemente asociada con un incremento de granulocitos inmaduros, con o
sin rasgos de disgranulopoyesis (hipogranulacion y/o formas Pelger). El
porcentaje de blastos en sangre periférica debia ser menor al 5% y, en médula
6sea, podia mostrar un aumento de precursores monociticos (promonocitos) con

un porcentaje de blastos inferior al 20%.

A pesar de que la clasificacion FAB ha sido la mas usada en los ultimos
afios, ésta tiene una serie de limitaciones. Esta clasificacion solo incluye datos
morfolégicos, lo que no permite diagnosticar con certeza ciertas entidades
(Rosati et al., 1996) y, por otro lado, su aportacién prondstica es inferior a la que
proporcionan los esquemas integrados que incorporan otros parametros clinicos

y sobre todo citogenéticos (Germing et al., 2000).

1.4.1.1SMD vs. SMPC

Tanto clinica como morfolégicamente, la LMMC comprende al menos dos
subgrupos bien diferenciados: uno con caracteristicas mas proximas a los SMD y
otro a los SMPC. Basandose en el recuento leucocitario en sangre periférica, el
grupo FAB en 1994 public6 una nueva propuesta donde se distinguian dos
subtipos de LMMC: el subtipo mielodisplasico (LMMC-MD), caracterizado por un

recuento leucocitario <13x10%L, y el subtipo mieloproliferativo (LMMC-MP), con
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una cifra de leucocitos 213x10%L (Bennett et al., 2004). El subgrupo de LMMC-
MD representaria entre el 35% y el 51% de los casos segun las series (Elliot ef
al., 2006). Entre los dos grupos es posible encontrar algunas diferencias, como
una mayor prevalencia en varones, esplenomegalia y niveles mas elevados de
LDH en el grupo de LMMC-MP (Bennett et al., 1994). Sin embargo, exceptuando
el recuento leucocitario, los valores en sangre periférica son similares, al igual
que el porcentaje de blastos en médula 6sea y las tasas de supervivencia y de
evolucion a LMA que, aun siendo mas elevadas en los pacientes con LMMC-MD,
no alcanzan significacion estadistica. Del mismo modo, Germing et al. (1998)
demostraron que, aunque algunos datos sugieren que se trata de dos entidades
clinicamente distintas, su separaciébn no proporciona ninguna informacién

prondstica relevante.

Por tanto, si ambos trastornos representan diferentes fases de una misma
enfermedad, o si, por el contrario, se trata de dos entidades con diferente

etiologia y patogenia, esta todavia por aclarar.

1.4.2 Clasificacion de la OMS

La clasificacién de tumores de tejidos hematopoyéticos y linfoides de la
OMS fue un proyecto en colaboracion entre la Asociacion Europea de
Hematopatologia y la Sociedad Americana de Hematopatologia. Esta fue la
primera clasificacion con un consenso firme sobre enfermedades hematolégicas.
Este proyecto nacié en una reunién celebrada en 1997 donde la OMS propuso
una nueva clasificacion de las enfermedades hematolégicas en la que se
incluian los SMD (Harris et al., 1999). El objetivo de la revision era incorporar la
nueva informacion cientifica y clinica con el fin de perfeccionar los criterios
diagnoésticos de las neoplasias hematologicas descritas previamente e introducir
nuevas entidades ya reconocidas. Su propoésito era poner en relieve cambios
importantes en la revisién de clasificacion de la OMS de las neoplasias y

establecer las razones de esos cambios.

Posteriormente, esta propuesta de clasificacion fue publicada, liderada
por ES Jaffe, en el libro oficial de la OMS en el afio 2001 (Jaffe et al., 2001), y
mas recientemente, revisada a finales de 2008 (Swerdlow et al., 2008). Esta
clasificacion refleja un cambio de paradigma de los modelos anteriores en que,

por primera vez, la informaciéon genética se incorporé en la clasificacion junto con
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caracteristicas morfoldgicas, inmunofenotipicas y clinicas. No es de extrafar, por
tanto, que ya la primera edicién de esta clasificacion fuera precedida de un
comentario en que se hacia referencia a la necesidad futura de nuevas
actualizaciones debido a la gran velocidad con la que se producen cambios en el

conocimiento sobre la informacién genética y bioldgica.

1.4.2.1 Modificaciones de la OMS 2001 a Ila clasificacion FAB

En la clasificacion de la OMS 2001 se recomend¢ reclasificar la LMMC
separada de los SMD como una categoria independiente. Este nuevo grupo
denominado “Neoplasias mielodisplasicas /mieloproliferativas” estaba formado
por la LMMC, la leucemia mielomonocitica juvenil (LMMJ), la leucemia mieloide
cronica atipica (LMCa) y las neoplasias mielodisplasicas/mieloproliferativas

inclasificables.

Aunque algunos autores creian que la LMMC, la LMMJ y la LMCa eran
meras variaciones de una misma enfermedad, existian suficientes diferencias
tanto clinicas, como morfologicas y biolégicas para justificar su reconocimiento
como entidades nosologicas distintas. Por lo que respecta a la controversia
sobre si estas entidades se debian clasificar como trastornos mieloproliferativos
o mielodisplasicos (Michaux et al, 1993), la propuesta del grupo FAB de
establecer un punto de corte en un nimero absoluto de leucocitos de 13 x 10%/L
(Bennett et al., 1994), carecia de evidencias convincentes de que tal division
fuese clinica o biolégicamente relevante. La propuesta de la OMS 2001 de
reconocer que en ocasiones se produce una superposicion entre los SMD y
SMPC ofrecia una vision menos restrictiva de estos trastornos, y permitia a
quienes atienden a este tipo de pacientes considerarlos en el contexto de aquel

componente que predominara en cada caso.

En cuanto a la LMMC, se distinguian dos subtipos, LMMC-1 y LMMC-2,
de acuerdo a un punto de corte del porcentaje de blastos (incluyendo
promonocitos) en el 10% y el 5% en médula 6sea y en sangre periférica,
respectivamente. Esta divisidn se basoé en el reconocimiento de que los estudios
sobre LMMC identificaban el porcentaje de blastos como uno de los factores mas
importantes para la supervivencia. Se consider6 que un mayor numero de

blastos podria ayudar a identificar aquellos pacientes con un peor pronoéstico y
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un mayor riesgo de evolucion a leucemia aguda. Sin embargo, en el momento de
proponer esta clasificacion no existia ningun estudio formal que validara esta
subdivision de la enfermedad y no seria hasta varios afios mas tarde cuando el
grupo de Germing et al. (2004) lo corroboraria en una cohorte de 288 pacientes
con LMMC incluidos en el Registro de SMD de Disseldorf. Afios mas tarde
confirmaria la propuesta de la OMS con una serie de 349 pacientes. En esta
serie, la separacion en los dos grupos propuestos por la OMS, LMMC-1 y
LMMC-2, demostré tener diferencias significativas en términos tanto de
supervivencia global, con una mediana de 20 meses para el subtipo LMMC-1 y
de 15 meses para LMMC-2 (P < .005); como de evolucion a leucemia aguda, a
los dos afios el riesgo de evoluciéon a LMA fue del 14% en los pacientes con
LMMC-1 frente a un 24% en el grupo de pacientes con LMMC-2. Después de 5
afios los valores aumentaban a un 18% para LMMC-1y un 63% para LMMC-2 (P
= .001). A su vez, no encontraron diferencias en los parametros clinicos,
morfolégicos, hematologicos ni citogenéticos. De este modo, el porcentaje de
blastos en la LMMC quedaba confirmado como una variable de peso para
estratificar el pronéstico de este grupo de pacientes heterogéneos (Germing et
al., 2007).

1.4.2.2 Modificaciones de la OMS 2008 a la OMS 2001

En la clasificacion de la OMS 2008 se incluy6 una nueva modificacion en
la que los pacientes que presentaban reordenamientos de los genes PDGFRA o
PDGFRB pasaban a formar parte de un nuevo grupo independiente denominado
“Neoplasias mieloides/linfoides con eosinofilia asociados a reordenamientos en
los genes PDGFRA, PDGFRB y FGFR1”. La base de la clasificacion OMS es la
estratificacion de las neoplasias de acuerdo a su linaje: mieloide, linfoide e
histiocitos/células dendriticas. Las alteraciones genéticas tales como los
reordenamientos de FGFR1, PDGFRA y PDGFRB suponian un problema para
su clasificaciébn ya que estan presentes tanto en neoplasias mieloides como
linfoides asociadas con eosinofilia. Por esta razéon, estos reordenamientos,
principalmente de PDGFRB, fueron reconocidos inicialmente como un subgrupo
de LMMC con eosinofilia dado que se habian descrito algunos casos aislados
hasta el afio 2001 (Golub et al., 1994; Baranger et al., 1994; Wlodarska et al.,

1995). Posteriormente, al aumentar el nUmero de casos descritos, se comprobé
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que estos genes estaban frecuentemente envueltos en translocaciones cripticas
en casos de leucemia eosinofilica crénica y en un sustancial nimero de casos
de sindromes hipereosinofilicos idiopaticos (Cools ef al., 2003). Del mismo modo,
FGFR1 también se vio implicado en casos mieloproliferativos con marcada
eosinofilia (Macdonald et al., 2002). Por ello, dado que también se han
encontrado alterados en otros tipos de neoplasias linfoides (Wlodarska et al.,
1997; Steer et al., 2002) y, para evitar la confusion que produciria el incluirlos
como una categoria dentro de la leucemia eosinofilica cronica o de los SMPC, se
prefiri6 ignorar los casos de componente linfoide o de LMMC con estos
reordenamientos y, apoyados por las implicaciones terapéuticas especificas de
la sensibilidad a la terapia con Imatinib, estos casos se asignaron a este nuevo

grupo caracterizados por reordenamientos especificos de estos genes.

Sin embargo, teniendo en cuenta la gran variedad de sindromes
mieloproliferativos morfolégicamente limitrofes con la LMMC, la situacion
continda siendo compleja en la clasificacion OMS 2008. El diagnéstico diferencial
de la LMMC con la leucemia mieloide crénica (LMC) puede hacerse facilmente
basandose en estudios citogenéticos o moleculares, por la ausencia del llamado
cromosoma Filadelfia [t(9;22)(q34;911)] y/o del reordenamiento BCR/ABL. Mas
dificultoso es el diagnéstico diferencial con la leucemia mieloide cronica atipica
(LMCa), una entidad poco definida y que se diferenciaria morfolégicamente de la
LMMC-MP por la presencia de un mayor porcentaje de precursores mieloides
inmaduros en sangre periférica, una menor proporcién de monocitos circulantes
y rasgos displasicos mas acusados (Bennett et al., 1994). A pesar de ello, un
buen numero de LMCa cumplirian los criterios diagnésticos de LMMC. Algunos
estudios han comparado las anomalias genéticas y biologicas en las variantes
mielodisplasica y mieloproliferativa de la LMMC y la LMCa, pero no se han
evidenciado diferencias significativas en las caracteristicas o incidencia de las
anomalias citogenéticas, mutaciones de oncogenes o patrones de crecimiento
de colonias in vitro (Oscier D et al., 1997, Michaux JL et al., 1993).

En la Tabla 5 se detalla la nueva clasificacién de la OMS 2008 para las

neoplasias mielodisplasicas/mieloproliferativas.
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Tabla 5. Clasificacion de las neoplasias mielodisplasicas/mieloproliferativas de la
OMS 2008 (Swerdlow et al., 2008).

Neoplasias mielodisplasicas/mieloproliferativas

Subtipo

Sangre periférica

Médula 6sea

Leucemia mielomonocitica
crénica |

Leucemia mielomonocitica
croénica |l

Leucemia mieloide cronica
atipica

BCR-ABL1 negativo

Leucemia mielomonocitica
juvenil

Neoplasias Mielodisplasicas/

mieloproliferativas
inclasificables.

monocitos >1x10%L

<5% blastos

monocitos >1x10°%/L
5-19% blastos

Leucocitos =13x10%/L

<20% blastos

monocitos >1x10%L
<20% blastos

Leucocitos =13x10%L o
Plaquetas 2450x10%L
<20% blastos

<10% blastos
BCR-ABL1 negativo
PDGFRA y PDGFRB
negativo

10-19% blastos
BCR-ABL1 negativo
PDGFRA y PDGFRB
negativo

<20% blastos
BCR-ABL1 negativo

PDGFRA y PDGFRB
negativo Precursores
neutrofilos 210%

Basofilos >2%

Monocitos >10%.

<20% blastos
BCR-ABL1 negativo

Morfologia de SMD

<20% blastos

BCR-ABL1, del(5q),
t(3;3)(921;926) o
inv(3)(q21926), PDGFRA,
PDGFRBy FGFR1 negativo

1.5 Caracterizacion

1.5.1 Manifestaciones clinicas

La mayoria de los pacientes con LMMC, al diagnodstico presentan
leucocitosis con caracteristicas propias de un cuadro mieloproliferativo cronico

atipico. Sin embargo, algunos pacientes presentan una cifra de leucocitos
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normal o ligeramente disminuida con una neutropenia y/o trombopenia variable,
que los asemeja a los SMD, y que pueden dar lugar a infecciones y
complicaciones hemorragicas. Los signos de presentacion clinica mas comunes
suele ser: astenia, pérdida de peso, fiebre y sudoracién nocturna. Los hallazgos
clinicos secundarios a la infiltracién de 6rganos (hepatomegalia, esplenomegalia,
hipertrofia gingival) que pueden presentarse al diagndstico o durante el curso de
la enfermedad son mas frecuentes (mas del 50%) en aquellos con una
presentacion mieloproliferativa (Vardiman et al., 2002; Anastasi, 2007). Ademas,
la frecuencia de derrames serosos, aunque baja, representa un hallazgo muy
caracteristico de la LMMC, puede causar morbilidad significativa y es de dificil

tratamiento.

1.5.2 Morfologia e histologia

El estudio citomorfolégico de la sangre periférica y la médula 6sea,
complementado con el estudio citogenético, constituye la herramienta basica
para el diagnostico de la LMMC ya que no existe ningn marcador biolégico que
defina inequivocamente esta entidad. Los criterios actuales de la OMS para el
diagnostico de la LMMC incluyen la consideracion del nimero de citopenias, el
tipo y grado de displasia, el porcentaje de blastos en sangre periférica y médula
6sea y un incremento mantenido en el tiempo del valor absoluto de monocitos en

sangre.

La evaluacién de las caracteristicas morfolégicas de la LMMC se realiza
en extensiones de sangre periférica y de médula 6sea tefiidas normalmente con
Wright-Giemsa o May-Grinwald-Giemsa, que permiten diferenciar las distintas

estructuras celulares, incluyendo los granulos citoplasmaticos.

1.5.2.1 Sangre periférica

En la sangre se estudian las anomalias tanto numéricas como
morfolégicas de las series mieloide, eritroide y plaquetar. Se debe realizar un
recuento diferencial de al menos 200 células, siempre que el nimero de

leucocitos lo permita.

La presencia de una monocitosis mantenida es el rasgo caracteristico de

la LMMC. Por definicion los monocitos son siempre mayores a 1x10%L, que casi
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siempre se corresponden con cifras superiores al 10% del recuento leucocitario y,
normalmente, los valores oscilan entre 2 y 5 x 10%L sin exceder de 80 x 10%/L.
Los monocitos generalmente son maduros, con una morfologia que se encuentra
dentro de los limites normales, aunque pueden presentarse como monocitos
anormales con alteraciones en la forma del nucleo, en el patron de cromatina o
en la granulaciéon nuclear. Estas células, a diferencia de los monoblastos y
promonocitos, no presentan nucleolo, tienen pliegues nucleares y el citoplasma
es menos basofilo. Pueden encontrarse monoblastos y promonocitos, pero si la
suma de ambos tipos celulares es superior al 20% el diagnéstico debe ser de
leucemia aguda en lugar de LMMC. Por otro lado, los cambios en la sangre
periférica son variables. Aproximadamente la mitad de los pacientes presentan
leucocitosis con neutrofilia. En el resto, la cifra de leucocitos puede ser normal o
ligeramente disminuida asociada a neutropenia. La presencia de mielemia
(promielocitos, mielocitos) suele ser menor al 10% de los leucocitos. La
disgranulopoyesis (hipo- o hipersegmentacion, hipo- o hipergranulacién) esta
presente en la mayoria de los casos pero es mas notable en aquellos con un
recuento normal o disminuido de leucocitos, lo que dificulta el diagnostico entre
neutréfilos hipogranulares y monocitos displasicos. A veces también puede
observarse una basofilia leve. El numero de eosindéfilos normalmente es normal
0 se encuentra ligeramente elevado, aunque en algunos casos puede ser muy
elevado. La LMMC con eosinofilia debe cumplir los criterios de la LMMC y
ademas presentar unos recuentos de eosindéfilos absolutos en sangre periférica
21,5 x 10%/L. Los pacientes que presentan estas caracteristicas pueden tener
complicaciones relacionadas con la desgranulacion de los eosindfilos. Estos
casos de LMMC hipereosinofilicos pueden ser mas similares a los casos con
neoplasias mieloides con eosinofiia asociada a una alteracidon
citogenética/molecular relacionada con los genes PDGFRA o PDGFRB, por lo
cual, en estos casos deben descartarse reordenamientos donde pueda estar
implicado alguno de estos genes. También es comun encontrarnos con una
anemia leve, a menudo normocitica, pero que en alguna ocasién puede ser
macrocitica. EI numero de plaquetas es variable, pero a menudo se presenta
una trombocitopenia moderada, donde se puede observar plaquetas

atipicamente alargadas.
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1.5.2.2 Médula Osea

Debido a que la clasificacién de la OMS se basa en el porcentaje de
blastos y otras células especificas para establecer el diagnéstico de
determinadas entidades, se recomienda contar hasta 500 células nucleadas en
areas préximas de una misma extension y lo menos contaminada de sangre
periférica posible. Si se cuentan diferentes laminillas se reducirda aun mas la
posibilidad de error debida a una posible distribucién irregular de las células. Las
células a contar incluyen blastos, promonocitos, promielocitos, mielocitos,
metamielocitos, cayados, neutréfilos segmentados, eosindfilos, basdfilos,
monocitos, linfocitos, células plasmaticas, precursores eritroides y mastocitos.
Los megacariocitos, incluidas las formas displasicas, no deben incluirse en el
recuento. Si no se pudiera realizar una extracciéon de médula 6sea debido a una
fibrosis se deben usar improntas de la biopsia para valorar la médula 6sea pero
los recuentos celulares pueden no ser representativos. Ademas los recuentos
diferenciales obtenidos del aspirado de médula 6sea deben compararse con los

obtenidos en la biopsia.

Un problema frecuente es la dificultad para diferenciar monoblastos de
promonocitos, debido a que los dos tipos celulares se suman a la hora de
realizar un diagnostico de LMA. La distincién en este caso es siempre critica, ya
que la designacion de un caso de monocitosis aguda, de leucemia
mielomonocitica aguda o de leucemia mielomonocitica crénica a menudo va a

depender de esta distincion

En las extensiones de médula ésea se estudia la presencia de signos de
displasia, el porcentaje de blastos y el porcentaje de monocitos. Debe haber un
minimo de un 10% de células alteradas dentro de una misma linea celular para
considerar dicha linea como displasica. La cuantificacion del numero de blastos
es basica para el diagnostico, la clasificacion y el pronéstico de la LMMC. El
estudio puede completarse con la tincion de Perls que permite descartar la

presencia de sideroblastos en anillo en el aspirado de médula 6sea.

La médula ésea es hipercelular en el 75% de los casos, aunque también
se dan casos de médulas 6seas normocelulares o hipocelulares. El hallazgo mas
llamativo a menudo es la proliferacion granulocitica pero también puede haber

un incremento de los precursores eritroides. Siempre hay presente una
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proliferaciéon monocitica, aunque a veces puede ser dificil de apreciar en el frotis
del aspirado de médula ésea. Cuando hay sospecha de LMMC, se recomienda
realizar estudios citoquimicos e inmunohistoquimicos para identificar los

monocitos y sus formas menos maduras.

La disgranulopoyesis, similar a la encontrada en sangre periférica, esta
presente en la médula 6sea de la mayoria de las LMMC, mientras que la
diseritropoyesis (cambios megaloblasticos, contornos nucleares anormales,
sideroblastos en anillo, etc.) se observa en al menos la mitad de los pacientes
(Michaux JL, et al., 1993). Micromegacariocitos y/o megacariocitos con ndcleos
anormalmente lobulados suelen encontrarse en un 80% de los casos (Martiat P
et al., 1991), mientras que un aumento moderado de las fibras de reticulina

puede verse en el 30% de los pacientes (Maschek H et al., 1992).

1.5.2.3 Biopsia

La biopsia no es normalmente necesaria para el diagnéstico, excepto en
los casos de LMMC hipocelular o asociada a fibrosis, aunque puede aportar
valiosa informacion diagnostica y pronédstica. De hecho, la alteracion de la
estructura medular normal con la localizacion anormal de precursores inmaduros
(ALIP), ha resultado tener un valor pronostico independiente en la LMMC
(Maschek et al., 1994).

En la médula 6sea de casi un 30% de los pacientes con LMMC se puede
observar un incremento leve o moderado en la cantidad de fibras de reticulina y
en un 20% se han descrito nodulos compuestos por células maduras
plasmocitoides dendriticas (monocitos plasmocitoides). Estas células tienen
nucleos redondos, cromatina finamente dispersa, nucléolos poco llamativos y un
borde de citoplasma eosinéfilo. A menudo hay presencia de cuerpos apoptéticos
dentro de “histiocitos en cielo estrellado”. Es incierta la relaciéon entre la
proliferacion de células dendriticas plasmocitoides y las células leucémicas. Sin
embargo, un estudio reciente ha demostrado que son clonales, de naturaleza
neoplasica, y que estan estrechamente relacionadas con la neoplasia mieloide

asociada (Swerdlow et al., 2008).
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1.5.2.4 Otros tejidos

La esplenomegalia es un hallazgo comun en la LMMC y ésta se debe
principalmente a la infiltracion de la pulpa roja por células leucémicas. No es
frecuente observar adenopatias, pero cuando se observan se considera una
sefial de trasformacion a fase aguda y los nodos linfaticos pueden tener una
infiltracion difusa por blastos mieloides. Algunas veces, hay nodos linfaticos y
menos frecuentemente infiltracién del bazo por células plasmocitoides

dendriticas.

1.6 Citogenética

Las alteraciones citogenéticas han demostrado tener una enorme
importancia pronéstica en las leucemias agudas y en los SMD. Sin embargo, los
datos relativos a la citogenética en la LMMC son escasos y derivan
principalmente de distintos estudios en los que no se incluyen todos los casos de
LMMC debido a su distinta consideracién como SMD o SMPC. Ademas, la
incidencia de anomalias citogenéticas al diagnostico varia ampliamente de unas
series a otras y las alteraciones cromosomicas encontradas no son especificas

de este subgrupo de pacientes.

Al igual que en la LMA y en los SMD, el subgrupo citogenético mayoritario
dentro de la LMMC lo constituye el cariotipo normal (60- 80% de los casos). Se
trata de un grupo heterogéneo de pacientes en los que la alteracion responsable
de la transformacion neoplasica no es detectable por citogenética convencional
(ya sea por la propia naturaleza de la alteracién o por seleccion en el cultivo de
células normales). En el caso del 20 — 40% restante que presentan anomalias
citogenéticas, las alteraciones mas frecuentemente encontradas incluyen la
trisomia del cromosoma 8, las deleciones parciales y monosomias del
cromosoma 7, asi como alteraciones estructurales del brazo corto del
cromosoma 12. Las alteraciones en 11923 son infrecuentes en los casos de
LMMC vy sugieren mas un diagnéstico de LMA. Otra de las alteraciones mas
frecuente en estos pacientes es la perdida aislada del cromosoma Y, aunque su
significado prondstico es todavia desconocido, ya que, aun presentandose en un

gran numero de neoplasias, también parece ser un fenémeno relacionado con el
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envejecimiento. Sin embargo, en neoplasias hematolégicas se ha demostrado
que una proporcion significativa de metafases con pérdida del cromosoma Y (>
75%) predice de forma efectiva la clonalidad de un trastorno determinado (Zhang
et al., 2007). Clinicamente, la pérdida aislada del cromosoma Y confiere un
prondstico similar al de los casos con cariotipo normal en SMD (Greenberg et al.,
1987; Solé et al., 2005; Haase et al., 2007).

Tabla 6. Principales alteraciones citogenéticas descritas en LMMC.

Cariotipo Alteraciones mas comunes,

Autor, afio N alterado Nuamero (%)
N (%) +8 -717q Complejo#

Groupe Frangois. 1991 100 29 (29%) 6 (21) 2(7) 2(7)
Catalano et al., 1996 26 3 (11%) 1(9) 0 2 (18)
Germing U. et al., 1998 41 8 (20%) ND ND* ND
Fenaux et al., 1998 47 11 (23%) 2(9) 2(9) 2(9)
Vogloba et al., 2001 54 15 (28%) 4 (26) 0 3 (20)
Nésslinger et al., 2001 67 15 (22%) ND ND ND
S(;)(l]'\zzélez-Medina et al, 23 14 (61%) 5 (22) 2(9) 1(4)
Onida et al., 2002 205 70 (34%) 13(6) 16 (8) 13 (6)
Solé et al., 2005 170 53 (31%) 10(6) 4(2) 7 (6,5)
Germing et al., 2004 104 35 (33%) ND ND <10%
Haase et al., 2007 272 102(38%) 18(7)  23(9) 12 (4)
TOTAL 1332 391 (27%) 59(13) 49 (5) 42 (5)

Abreviaturas: ND, No Disponible. *“Complejo esta definido por presentar tres o mas
alteraciones. *La mayor parte de las alteraciones corresponde al cromosoma 7.

La alteraciones mas frecuentes descritas hasta el momento son la
trisomia del cromosoma 8, las alteraciones del cromosoma 7 y los cariotipos
complejos. La trisomia del cromosoma 8 es la Unica amplificacion recurrente que

se observa en los SMD. Se suele presentar como anomalia Unica en alrededor
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del 8% y se considera una alteracion de riesgo citogenético intermedio. En
LMMC esta descrito en alrededor del 13% de los casos (6 — 26%) segun la serie,
Tabla 6) y algunos estudios han sefialado el elevado riesgo de transformacion
aguda de esta anomalia cromosémica (Solé et al., 2005). Los pacientes de SMD
con trisomia 8 tienen una supervivencia 50% menor que los pacientes con
cariotipo normal (22 vs. 53 meses respectivamente; Haase et al., 2007). Sin
embargo, el subgrupo de pacientes con SMD y trisomia 8 aislada responden
bastante bien a terapias inmunosupresoras. Estos pacientes tienden a ser mas
jovenes, tener anemia refractaria de corta duracion y ser HLA DR15. Se ha
demostrado que estos pacientes presentan una expansion de células T CD8+
VB-restricted. Después de la terapia inmunosupresora la representacion de Vf
en las células T CD8+ pasan a tener una distribucién policlonal mas normal. Sin
embargo, a pesar de la mejoria, la médula 6sea muestra una persistencia o
incluso una mayor expansion del clon de la trisomia 8. Esto sugiere que el
sistema inmunoloégico ataca las células enfermas y, en consecuencia, perjudica
la hematopoyesis normal. Estas células con la trisomia 8 expresan altos niveles
de genes antiapoptéticos y son mas resistentes a la radiacién que las células
normales. En lo que autoinmunidad se refiere es probable que el clon con
trisomia 8 tenga una ventaja selectiva sobre los precursores hematopoyéticos

normales (Bejar et al., 2011).

Las alteraciones del cromosoma 7 afectan en torno al 2% y 9% de los
pacientes con LMMC presentandose tanto de forma aislada como en contexto de
cariotipo complejo y se consideran asociadas a un peor prondstico de la
enfermedad. Esta frecuencia puede aumentar hasta un 50% en pacientes con
neoplasias previas y tratados con agentes alquilantes o radioterapia. El curso
clinico es muy desfavorable (Greenberg et al., 1997; Solé et al., 2005; Haase et
al., 2007). Estudios mediante citogenética convencional, hibridacién in situ (FISH)
y de pérdida de heterocigosidad (Loss of heterocigozity, LOH) muestran una
gran heterogeneidad en las deleciones del brazo largo del cromosoma 7 en las
diversas neoplasias mieloides. Al menos hay tres regiones identificadas como
comunmente delecionadas en 7q, sin embargo, las lesiones moleculares que
conllevan todavia no estdn bien caracterizadas. Recientemente se ha
descubierto el gen EZH2, localizado en 7936 que podria arrojar luz al porqué

esta regién se deleciona frecuentemente en SMD. No obstante, aunque el
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cuadro general parece mas complejo, existe consenso en definir una region
comunmente delecionada en 7g22 en la mayoria de los casos (Liang et al.,
1998).

Por ultimo los cariotipos complejos definidos por la presencia de 3 o mas
alteraciones cromosdmicas independientes afectan a aproximadamente el 20%
de los casos con alteraciones de LMMC e incluyen frecuentemente anomalias no
balanceadas, especialmente de los cromosomas 5 y 7. Clinicamente se

caracterizan por un pronéstico desfavorable.

1.6.1 Groupe Francais de Cytogénétique Hématologique

En 1991 el grupo francés publico una de las primeras referencias
concretas a la citogenética en la LMMC. Ya entonces se encontraron
alteraciones en 29 de los 100 casos estudiados. Estas alteraciones se dividian
principalmente en trisomias del cromosoma 8 (21%), monosomias del
cromosoma 7 o deleciones 7q (7%) y cariotipos complejos (7%). En trabajos
posteriores se confirmaron los datos de incidencia de estas alteraciones y en
algunos estudios se identificaron otras como deleciones de 12p (Groupe
Francais de Cytogénétique Hématologique. 1991), trisomia del cromosoma 21
(Solé et al.,, 2005), deleciones de 20q (Ngo et al., 2008) o cariotipos
hipodiploides (Catalano et al., 1996) (Tabla 6). Tres estudios recientes basados

en la clasificaciéon de la OMS 2001 destacan por el numero de casos analizados:

1.6.2 M. D. Anderson Cancer Centre (MDACC).

Esta serie incluye 213 pacientes de LMMC analizados en el momento del
diagnéstico o referidos de otros centros en un periodo maximo de 3 meses
(Onida et al., 2002). Se estudi6 la citogenética en 204 de los pacientes
presentando anomalias cromosdmicas un 34%. Las alteraciones mas
frecuentemente encontradas fueron: monosomia 7 (7,8%), trisomia 8 (6,3%) y
cariotipo complejo con mas de tres anomalias (6,3%) (Onida et al., 2002). En
este estudio se encontré que las alteraciones citogenéticas estaban asociadas a
una menor supervivencia global pero no se pudo establecer el significado
pronéstico de ninguna de las alteraciones por separado de forma global, ni
tampoco encontrar diferencias pronosticas entre las distintas alteraciones

clonales cuando se analizaba s6lo los casos con alteraciones.
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1.6.3 Registro de SMD de Diisseldorf.

En esta serie se estudiaban 104 pacientes de LMMC incluidos en el
Registro de SMD de Disseldorf (Germing et al., 2004). Se encontraron
alteraciones cromosémicas en el 33% de los pacientes y aunque no se detalla el
tipo de alteracién, se hace referencia a que correspondian principalmente a las
del grupo de alto riesgo del indice pronéstico internacional para SMD (IPSS,
International Prognostic Scoring System. Greenberg et al., 1997): monosomias 7
y cariotipos complejos. Las alteraciones citogenéticas también mostraron
asociacion con la supervivencia en el analisis univariante pero no en el

multivariante.

1.6.4 Grupo Espanol de Citogenética Hematologica.

Esta serie incluia 968 pacientes de SMD primario, de los que 170
pacientes tenian una LMMC (un 42% con caracteristicas mieloproliferativas, Solé
et al., 2005). En el analisis del subgrupo de pacientes con LMMC se observaron
alteraciones en el 33% de los casos, siendo las mas frecuentes la trisomia 8
(6%), el cariotipo complejo (6,5%) y la monosomia 7/delecién 7q (2%). Llama la
atencién la baja incidencia de ésta ultima con respecto al resto de series
publicadas. En este caso los analisis estadisticos para estimar el impacto
prondstico de la citogenética se realizaron excluyendo los casos con >12 x 10°

Leucocitos/L.

Estos y otros estudios (Tabla 6) dejan constancia de la heterogeneidad
latente en esta enfermedad y, aunque establecen la frecuencia de alteraciones
en alrededor del 27%, los porcentajes son variables en cuanto al tipo de
alteraciones encontradas. Ademas, en ninguno de ellos se consigue establecer
el valor pronoéstico independiente de las distintas alteraciones citogenéticas. Ello
ha supuesto que las anomalias citogenéticas no se hayan considerado como
parametros importantes en los sistemas pronésticos disefiados para este
subgrupo de pacientes y sélo se han tenido en cuenta en los casos de LMMC-
MD cuyo prondéstico era estimado de acuerdo al indice prondstico internacional
para SMD.
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1.7 Biologia Molecular

1.7.1 Implicaciones de los marcadores moleculares

Los recientes descubrimientos en los mecanismos moleculares de los
SMD han propiciado el ensayo de nuevos agentes terapéuticos como inhibidores
de la angiogénesis (talidomida, lenalidomida, SU5416 e inhibidores del factor de
crecimiento del endotelio vascular [VEGF]), inhibidores de la via de sefializacion
de RAS (inhibidores de farnesil transferasa) y farmacos hipometilantes (5-
azacitidina y decitabina). La reciente constatacién de una excelente respuesta a
los farmacos con capacidad inhibidora de los receptores tirosina quinasa IlI/IV en
los casos con LMMC con determinados reordenamientos obliga a un analisis
minucioso de este tipo de alteraciones. La identificacion de nuevos marcadores
moleculares sin duda contribuira a una mejor caracterizacion de esta
enfermedad que permita la identificacion de nuevas dianas terapéuticas

especificas, asi como una mejor estimacion del riesgo.

Recientes andlisis orientados a la caracterizacién de los SMPC y SMD
han revelado el importante papel que desempefian las rutas de sefalizacion
mediadas por tirosina quinasas en la patogénesis de estas enfermedades. Los
receptores con actividad tirosina quinasa median las acciones de multiples
factores que controlan el crecimiento y la diferenciacién celular y sus cascadas
de sefializaciébn concentran un numero muy elevado de oncoproteinas. La
activaciéon incontrolada de estas vias puede producirse por sobreexpresion del
propio factor de crecimiento (PDGFs, VFGFs, entre otros); por mutaciones,
fusiones o deleciones en los propios receptores que conducen a su dimerizaciéon
y/o activacion constitutiva de su dominio citoplasmico catalitico (por ejemplo,
mutaciones en el receptor de CSF-1 o las fusiones Tel/PDGFB); o por la
sobreexpresion o amplificacion del receptor. Hay evidencias de que la expresion
celular de VEGF y de otros péptidos angiogénicos en los monocitos y en los
precursores mieloides podria contribuir en la patogenia de las enfermedades
hematopoyéticas. Los genes receptores con actividad tirosina quinasa de VEGF,
como VEGFR1 (o KDR) y VEGFR2 (o FLT1) podrian estar relacionados con la
migracion celular de la leucemogénesis. Igualmente sucede con el gen c-FMS,
que codifica el receptor del CSF macrofagico (CSF-M o CSF-1) y en el que

varios estudios han demostrado la existencia de mutaciones activadas
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prevalentemente en leucemias caracterizadas por una diferenciacion monocitica
(LMMC, y el subtipo LMA-M4) (Padua et al., 1998).

Las alteraciones moleculares que se han descrito hasta el momento en la
LMMC son escasas. La principal excepcion la constituian las mutaciones de los
genes RAS, presentes en alrededor del 40% de los pacientes, ya sea al
momento del diagnodstico o durante el curso de la enfermedad y la mutacion
V617F del gen JAK2 presente en el 9% de los casos (Tyner et al., 2008). El
papel central de la via Ras en muchas rutas de sefalizacién celular hace que
diversos tipos de alteraciones relacionadas con ésta via estén implicadas en el
desarrollo de tumores. Son frecuentes las mutaciones constitutivamente
activadas de H-RAS, K-RAS y N-RAS, y las alteraciones en sus proteinas
activadoras Ras-GEF (intercambiadores de GDP por GTP), en sus proteinas
atenuadoras Ras-GAP (que incrementan su actividad GTP), o en proteinas
efectoras de RAS (Raf y la cascada MEK/ERK 1/2, PI3K, PKC-ZETA, etc.)
también implicadas en tumorogénesis. Recientes estudios han demostrado que
las mutaciones de RAS funcionan como un evento secundario contribuyendo al
desarrollo de la LMMC principalmente en la variante mieloproliferativa, y que
estan asociadas con un peor pronostico de la enfermedad (Ricci et al., 2010).
Por ejemplo, la mutacion adquirida V617F en el gen de JAK2 produce una
ganancia de funcién en el dominio JH2-like, una activacion constitutiva del
receptor y una desregulacién de la actividad quinasa, contribuyendo a la
expansion del clon mieloproliferativo. La identificacion de esta mutacion ha

abierto el camino para el desarrollo de nuevas terapias dirigidas.

Existen alteraciones de gran importancia en LMA (incluyendo LMA
secundarias a LMMC) en las que diversos trabajos han sugerido que, dado el
porcentaje de evolucion de LMMC a LMA, podrian estar presentes en la fase
inicial de la enfermedad. Entre ellas se encuentran las proteinas de la familia Ill
de los receptores tirosina quinasa que engloba a las proteinas codificadas por
PDGFRA, PDGFRB, c-FMS, c-KIT y FLT3, todos ellos receptores de factores de
crecimiento que participan en vias de transduccién de sefiales implicadas en la
proliferacion y diferenciacion celular. Se han descrito diversas alteraciones como
fusiones, amplificaciones, deleciones y, en algunos casos, mutaciones puntuales
que provocarian su actividad constitutiva e independiente de ligando de estos

receptores.
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Por ultimo, recientemente, y gracias a las nuevas tecnologias de arrays,
se han descrito nuevos genes con alta incidencia de mutaciones en la LMMC,
entre los que destacan c-CBL, ASXL1, TET2, IDH1 o DNMT3A.

1.7.1 PDGFRA y PDGFRB

En la clasificacion OMS 2001, consideraban la alteraciéon de los genes
PDGFRA y PDGFRB como un marcador caracteristico de la LMMC y/o de
eosinofilia. Estas alteraciones definirian un pequefio subgrupo de LMMC
caracterizado por la presencia de translocaciones reciprocas que afectarian a la
banda 5q33, y que implican al gen del receptor B del factor de crecimiento
derivado de las plaquetas (PDGFRB), o por la delecion criptica de la banda 4912
que implicaria el reordenamiento del gen del receptor o del factor de crecimiento
derivado de las plaquetas (PDGFRA).

La mas frecuente de estas translocaciones es la 1(5;12)(q33;p13), cuya
contrapartida molecular es el reordenamiento TEL/PDGFRB, aunque hasta la
fecha PDGFRB se han descrito al menos otros 8 reordenamiento. PDGFRB es
un receptor con actividad tirosina-quinasa, de manera que la translocacién une el
extremo 3’ del gen PDGFRB, correspondiente al dominio con actividad tirosina
quinasa, y el extremo 5 del segundo gen implicado, en el que se localiza un
dominio de oligomerizaciéon. Esta fusion provoca la activacion constitucional del
dominio tirosina quinasa del gen PDGFRB y le confiere la capacidad de
transformacion celular (Carroll et al., 1996). Recientemente se ha demostrado en
ratones transgénicos la capacidad transformadora del transcrito de fusiéon
TEL/PDGFRB y la produccién de una enfermedad similar a la LMMC humana.
Uno de los modelos posibles para explicar el mecanismo de transformacion
celular del transcrito TEL/PDGFRB seria a través de la alteracion de la
regulacion en la via de sefializacion RAS. De hecho, la frecuencia de mutaciones
RAS en la LMMC es del 66%, mas elevada que en otros SMD (Padua et al,
1998). Asimismo, estudios moleculares en la leucemia mielomonocitica juvenil,
enfermedad con gran similitud a la LMMC, han mostrado que estos pacientes
presentan mutaciones en el gen NF1 (Miyauchi et al., 1994), que codifica una
proteina con actividad GPTasa que inhibe RAS (Shannon et al., 1994). Por otra
parte, parece que la expresion de MYC es requerida para que TEL/PDGFRB

adquiera su potencial de transformacion celular (Bourgeade et al.,, 2005). Sin
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embargo, la respuesta funcional final a la expresion de TEL/PDGFRB,
proliferativa o proapoptética, es mucho mas compleja y estda modulada por la

expresion de diferentes citosinas (Wheadon et al., 2003).

Actualmente, y tras la nueva clasificaciéon de la OMS 2008, el grupo de
pacientes que presentan estos reordenamientos han pasado a formar parte de
un nuevo subgrupo, ya que estan presentes tanto en neoplasias mieloides como
linfoides asociadas con eosinofilia. Desde el punto de vista terapéutico, se
caracterizan por la respuesta al tratamiento con farmacos con capacidad
inhibidora de los receptores tirosina-quinasa Ill/IV, tanto en ratones (Cain et al.,
2004) como en humanos (Magnusson et al., 2002, Apperley et al., 2002, Gunby
et al., 2003). Por ello, en la nueva clasificacion es imprescindible descartar la

presencia de ambos reordenamientos en los casos de LMMC.

1.7.2 FLT3

El receptor tirosina quinasa de clase Ill FMS-like esta codificado por el
gen FLT3 localizado en 13912 y se expresa fundamentalmente en las células
hematopoyéticas progenitoras, mediando en la diferenciacion y proliferacion de
las mismas (Lyman et al., 1998; McKenna et al., 2000). Esta compuesto por un
dominio extracelular, un dominio transmembrana y un dominio quinasa
citoplasmatico dividido en dos partes con un dominio de unién. La interaccién de
la proteina FLT3 con su ligando da como resultado la activacion mediante
fosforilacion de las vias de sefalizacion celular que intervienen en la
proliferacion y apoptosis, que incluyen las vias de STAT5a, RAS/MAP-K y Pi3-K,
y se ha comprobado que es capaz de aumentar la capacidad proliferativa de las
células de LMA in vitro (Thiede et al., 2002; Frohling et al., 2002). Se han
descrito mutaciones asociadas a LMA y SMD que dan como resultado una
activacion constitutiva e intensa del receptor de las vias STAT5, Ras o Quinasa
MAP. Entre las alteraciones mas importantes destacan por su frecuencia e
implicacién prondstica las duplicaciones internas en tdndem de FLT3 (FLT3-ITD).
FLT3-ITD se observa en la LMA con una prevalencia de entre el 20 y 27%
(Thiede et al., 2002; Frohling et al., 2002; Kottaridis et al., 2001). En la LMMC,
donde aproximadamente un 20% de los pacientes evolucionan a leucemia aguda,
seria de gran interés conocer si las mutaciones de FLT3 pueden estar

relacionadas con esta evolucion.
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A pesar de sus conocidas propiedades de transformacion, los efectos
leucemogénicos de las mutaciones de FLT3-ITD en las células progenitoras
hematopoyéticas y en su diferenciacion no se conocen bien. En un trabajo
realizado por Lee et al., (2007) presentaron un modelo murino al que se le
introducia un locus de FLT3-ITD y éste desarrollaba una enfermedad
mieloproliferativa parecida a la LMMC humana. Este modelo proporcion6
informacion detallada sobre las vias de sefializacion constitutiva de una tirosina
quinasa oncogénica en las células hematopoyéticas quiescentes y sobre su
funcion celular. Ello les llevo a estudiar la presencia de mutaciones de FLT3
activadores en una serie de pacientes con SMPC en la que encontraron una
frecuencia muy baja de mutaciones. Cabe destacar que todos los casos en que
se encontro la mutacion tenian LMMC. Concluyeron que era prematuro decir que
la LMMC con FLT3-ITD era un subtipo Unico de LMMC aunque sus datos
sugerian un posible efecto negativo en el pronéstico y que debian estudiarse en

series mas amplias (Lee et al., 2007).

Por ultimo, la posibilidad reciente de disponer de farmacos inhibidores de
FLT3, algunos de los cuales ya se ha demostrado su eficacia (Sanz et al., 2009),
abre la puerta a un potencial terapéutico en los pacientes con LMMC que

presenten alteraciones en éste gen.

1.7.3 NPM1

La nucleofosmina (NPM) es una fosfoproteina de localizacion
predominantemente nucleolar que previene la agregacion de las proteinas en el
nucleolo y regula el ensamblaje y transporte de las particulas preribosomales a
través de la membrana nuclear (Dumbar et al., 1989; Tarapore et al., 2002; Sipos
et al.,, 1991). También esta implicada en la regulacion de la estabilidad y la
activacion de la transcripcion de p53 a través de la proteina ARF (Colombo et al.,
2002). Esta codificada por el gen NPM1 localizado en 5q35. Se ha descrito la
existencia de mutaciones en el gen NPM1 que consisten fundamentalmente en
la insercion de 4 pares de bases en el exén 12, dando lugar a una proteina

anormalmente alargada que queda retenida en el citoplasma (Falini et al., 2005).

La incidencia de mutaciones de NPM1 oscila entre 25% y 53% de las
LMA, siendo significativamente mas frecuente en los pacientes con cariotipo

normal (entre 46% y 67%). Existe ademas una clara asociacion entre las
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mutaciones de FLT3 y las de NPM1 y por esta razon, su estudio se suele hacer

de forma conjunta.

Desde el punto de vista de la evolucién de los pacientes, la mayoria de
trabajos otorgan un papel pronéstico favorable a las mutaciones de NPM1. No
obstante, este pronodstico favorable se observa fundamentalmente en los
pacientes con mutaciones de NPM1 pero sin FLT3-ITD. (Dohner et al., 2005;
Thiede et al., 2006).

1.7.4 c-FMS

La diferenciacion macrofagica es controlada por el factor de estimulacion
de colonias macrofagicas CSF-1 (colony stimulating factor-1), mediante el
receptor de membrana (CSF-1Rs) codificado por el protooncogen c-FMS. Este
receptor media muchos de los procesos producidos por las citoquinas. La
proteina codificada por este gen es una glicoproteina de pared celular
dependiente de ligando y con actividad tirosina quinasa que es expresada en las

lineas monociticas/macrofagicas.

La mutacién de este receptor ha sido asociada con la predisposicion a
enfermedades en la serie mieloide. De hecho, c-FMS esta localizada en la banda
5q33.3, una regién frecuentemente alterada en SMD. Por otro lado, estudios
previos desarrollados por Ridge et al., (1990) y Tobal et al., (1990) empleando
sondas de hibridaciones alelo especificas (ASO), identificaron la activacion de
mutaciones puntuales localizadas en los codones 301 y 969 en el 18% de las
LMA y en el 15% de los sindromes mielodisplasicos, sugiriendo el importante
papel que juega c-FMS en la leucemogénesis (Ridge et al., 1990; Tobal et al.,
1990).

Las alteraciones en el codon 301 [TTG (Leu)] inducen una transformacion
neoplasica independiente del ligando y un receptor con actividad tirosina quinasa
constitucional, mientras que el residuo de tirosina del codén 969 [TAT(Tyr)] tiene
un efecto potenciador dependiente de la estimulacion de CSF-1. Estas
mutaciones activadas fueron mas prevalentes en leucemias caracterizadas por
una diferenciacion monocitica (leucemia mielomonocitica cronica, LMMC, y el
subtipo LMA-M4). En este caso, Padua et al., estudiaron las mutaciones de

activacion de oncogenes en mielodisplasia, incluido RAS, c-FMS y mutaciones
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de p53 identificando un 12% de pacientes con mutaciones en c-FMS,

principalmente en el codon 969 (Padua ef al., 1998).

Por otra parte el estado de la mutacion para RAS y c-FMS se ha
relacionado con el subgrupo de LMMC-MD, sobre todo en los que tienen una
enfermedad de alto riesgo (Padua ef al., 1998). En cambio, numerosos estudios
posteriores que estudiaron estos genes con una amplia variedad de técnicas
tales como analisis de secuenciacién directa, analisis especifico de restriccion de
alelos (ASRA), hibridacién de ASO o electroforesis en gel de conformacién no
pudieron detectar estas mutaciones puntuales ni en SMD ni en LMA (Tyner et al.,
2008; Meshinchi et al., 2003), por lo que existe una gran controversia respecto al
papel que estas mutaciones podrian desempefiar en el proceso de la

leucemogeénesis.

1.7.5 JAK2

Diversos estudios han detectado la presencia de una mutacién somatica
activadora del dominio tirosina-quinasa del gen JAK2 (mutacion V617F) en mas
del 50% de pacientes diagnosticados de distintos subtipos de SMPC (Kralovics
et al., 2005; Jones et al., 2005). Concretamente en LMMC la frecuencia baja
hasta aproximadamente el 9% (Tyner et al., 2009). La proteina quinasa Jano
(JAK) tiene dos dominios similares que se encuentran enfrentados en
direcciones opuestas. Contiene cuatro miembros: JAK1, JAK2, JAK3 y Tyk2. Las
proteinas quinasas son enzimas que catalizan la fosforilacién de otras proteinas.
Estas, a su vez, estan reguladas por fosfatasas que hacen lo contrario, regular la
actividad de las proteinas quinasas a través de la desfosforilacion. Un tipo de
proteina quinasas son las tirosina-quinasas, que catalizan la transferencia del
grupo y-fosfato del ATP a los grupos hidroxilo de los residuos de tirosina en las
moléculas de transduccion de sefales. Las proteinas JAK fosforilan
transductores de sefiales de co-activadores de la transcripcion (STAT) de forma
simultanea con otras fosforilaciones necesarias para activacion (Kralovics et al.,
2005). JAK2 es la quinasa activada predominante en respuesta a factores de
crecimiento y citosinas como IL-3, GM-CSF o eritropoyetina. Se encuentra
asociada al receptor de prolactina y es necesaria en la respuesta al interferon
gamma. La mutacién adquirida en el gen de JAK2 en el codén 617 conlleva un

cambio de aminoacido de valina a fenilalanina (V617F), produciendo una
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ganancia de funcion en el dominio JH2-like, una activacion constitutiva del
receptor y una desregulacion de la actividad quinasa. La presencia de esta
mutacion contribuye a la expansion del clon mieloproliferativo y se correlaciona
con la aparicion de complicaciones clinicas. La identificaciéon de esta mutacion
ha abierto el camino para el desarrollo de nuevas terapias dirigidas, asi como

para una nueva clasificacion dentro de los SMPC.

1.7.6 VEGFR1 (o KDR) y VEGFR2 (o FLT1)

La angiogénesis es reconocida como un elemento caracteristico de
muchos procesos fisiopatolégicos humanos. En tumores solidos, la
angiogénesis anormal ha sido estudiada extensamente. Sin embargo, en los
trastornos hematoldgicos primarios, incluyendo mieloma, mielodisplasias y
leucemias agudas y cronicas son ahora objeto frecuente de estudio. Estos
estudios han consistido en detectar un incremento o una angiogénesis anormal
en la médula 6sea de pacientes con trastornos hematologicos sugiriendo que la
vascularizaciéon puede contribuir a la patogénesis de la enfermedad, debiéndose,
probablemente, a que el microambiente de la médula 6sea posee sustancias que

favorecen la supervivencia y la proliferacion de las células leucémicas.

Los factores de crecimiento endotelial vascular (VEGF, vascular
endothelial growth factor) intervienen en la regulacion del desarrollo vascular
embrionario, la remodelacion de la matriz extracelular, la generacion de
citoquinas inflamatorias, la intensificaciéon de la permeabilidad vascular y la
supervivencia de las células endoteliales, entre otras funciones. Esta ultima
actividad es de gran interés porque una de las caracteristicas de las células
leucémicas es su resistencia a la apoptosis. Ejercen sus efectos biol6gicos sobre
las células hematopoyéticas al interaccionar con dos de sus cuatro receptores
tirosina quinasa, el VEGF-R1 y el VEGF-R2 (De Vries et al, 1992; Terman et al,
1992). La expresion celular de estos receptores de VEGF no sélo se da en las
células endoteliales que estan proliferando, sino también en macréfagos,
megacariocitos y en células madre hematopoyéticas primitivas (Barleon et al.,
1996; Bellamy et al., 1999). Asimismo, Se ha observado que se producia una
sobreexpresion y secrecion de VEGF en el 72% de los pacientes con LMA y la
correspondiente expresion del RNA mensajero del gen FLT1 o KDR en el 52% vy

en el 19% de los pacientes, respectivamente (Fiedler et al., 1997). Ademas se
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comprobd que la densidad microvascular de la meédula oOsea estaba
incrementada en pacientes con SMD y LMA y que estaba directamente
correlacionado con el porcentaje de mieloblastos (Pruneri et al, 1999).
Posteriormente se demostré que VEGF actua como un factor tréfico que da
soporte a la renovacion de los progenitores leucémicos por una induccion
autocrina o paracrina de factores de crecimiento mieloide secretados por

elementos del estroma (Bellamy et al., 2001).

Una activacion constitutiva de VEGFR-1 y 2, producida por mutaciones
puntuales en la secuencia de los genes que los codifican, podria alterar la
proliferacién, supervivencia o la diferenciacion celular de las células
hematopoyéticas dando lugar a una angiogénesis anormal. En este sentido, se
han identificado mutaciones que resultan en una activacion constitutiva de la
actividad quinasa en un amplio espectro de tumores humanos, siendo mas
comunes en enfermedades hematolégicas (Krause et al., 2005). En LMA y en
LMMC, la mayoria de las mutaciones activadoras de estos receptores son por
ganancia de funcion afectando al dominio de activacion (AL, activation loop) del
receptor o por pérdida de funcion del dominio autoinhibidor (JM, dominio

yuxtamembrana) del receptor tirosina-quinasa (Tyner et al., 2008).

Existen cuatro receptores de VEGF pero sélo los dos primeros (VEGFR-1
y VEGFR-2) se encuentran involucrados en la leucemogénesis. El receptor
VEGFR-1, codificado por el gen FLT1 y localizado en la banda cromosémica
13912, contiene 30 exones, de los que el exén 16 codifica el dominio
yuxtamembrana y el exdon 17 el dominio tirosina-quinasa. EI VEGFR-1 fue el
primer receptor identificado de alta afinidad para el VEGF pero su funcién
precisa es aun controvertida (Maru et al., 1998). EIl receptor VEGFR-2,
codificado por el gen KDR y localizado en la banda cromosémica 4q11-12, esta
formado por 30 exones, de los que el ex6n 16 codifica el dominio
yuxtamembrana y el exén 17 el dominio tirosina-quinasa. Solo la forma
glicosilada final del VEGFR-2 es capaz de autofosforilarse en respuesta al VEGF
y participa de manera crucial en la angiogénesis en el desarrollo y la

hematopoyesis. (Ferrara et al., 2003).

Se han construido vectores con mutaciones que activan constitutivamente
los receptores de VEGF in vitro, pero tales mutaciones no han sido todavia

identificadas en ninguna de las enfermedades mieloides.
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1.7.7 c-CBL

Entre las anomalias cromosdémicas involucradas en la patogénesis
molecular de los trastornos hematolégicos, la disomia uniparental (UPD) esta
empezando a ser reconocida como una de las alteraciones mas frecuentes.
Recientemente, con las técnicas de ‘arrays’ de polimorfismos (SNPs), se ha
podido detectar en qué regiones del genoma hay una mayor incidencia de UPD
en las enfermedades hematologicas. En varios estudios realizados en pacientes
con SMD o con SMPC se ha observado que una de las regiones con mayor
incidencia de UPD es 11q, principalmente en LMMC (48%) y SMD/SMPC
inclasificables (38%). A raiz de estos trabajos se ha profundizado en el andlisis
de esta region y se han descrito distintas mutaciones que afectan al gen c-CBL
en este mismo subgrupo de pacientes y que podria ser un proceso anterior a la
UPD (Makishima et al., 2009).

El gen c-CBL, forma parte de la familia de CBL. Esta compuesto por 16
exones que codifican 906 aminoacidos en un uUnico transcrito. Se encuentra
localizado en 11g23.3 y codifica una ubiquitin ligasa E3, que juega un papel
regulador en la sefializacién de las tirosinas quinasas. Por una parte, favorece su
activacion, al provocar la unién del activador al dominio de unién en N-terminal y,
por otra, sirve de adaptador al reclutar componentes reguladores de las sefales

de transducciéon como SHP2 y P13K.

Se han encontrado hasta 12 mutaciones diferentes localizadas en el ex6n
8 del gen, 11 mutaciones en el exén 9 y 4 en la region intrénica (Grand et al.,
2009). Muchas de las variaciones que se han descrito son sustituciones
‘missense’ (78%) en el dominio RING o en el dominio de union, que impiden la
actividad ubiquitin ligasa de CBL, por lo que las células adquieren una mayor
capacidad proliferativa, ya que conlleva a una sobreexpresion de FLT3 (Reindl et
al., 2009). Otras mutaciones producen alteraciones en el ‘splicing’ (19%), y la
formacién de nuevos codones de parada (3%) (Grand et al.,, 2009). Estas
mutaciones podrian explicar la desregulacion de las rutas de proliferaciéon que se
observan en los pacientes de SMD/SMPC. Diferentes analisis demuestran que
las mutaciones en c¢-CBL son adquiridas y que raramente se ven relacionadas
con otras mutaciones conocidas. En cuanto a la repercusion clinica que pudieran

tener, parece que los pacientes que tienen estas mutaciones tienden a tener una
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supervivencia global y una supervivencia libre de progresibn mas corta que en

los pacientes sin dicha mutacion.

1.7.8 IDH

La enzima Isocitrato deshidrogenasa (IDH) es importante en el
metabolismo de los carbohidratos que participa en el ciclo de Krebs catalizando
la descarboxilacion oxidativa del isocitrato en 2-oxoglutarato. Esta reaccion
genera la reduccion de los agentes NADPH y NADH, necesarios para diferentes

procesos biolégicos.

En los organismos eucariontes existen varias isoformas de IDH
localizadas en diferentes compartimentos celulares y que emplean diferentes
cofactores. La enzima IDH1 esta localizada en el citoplasma o en el peroxisoma,
catalizando las reacciones de descarboxilacion oxidativa del isocitrato y del
oxalosuccinato mediante el uso exclusivo de NADP+ como aceptor de electrones.
El gen que codifica para esta enzima se encuentra situado en el cromosoma

2g33.3, dando lugar a una proteina homodimérica de 414 aminoacidos.

Su variante mitocondrial es la enzima IDH2, que cataliza las reacciones
de descarboxilacién oxidativa del isocitrato y del oxalosuccinato, utilizando
también exclusivamente NADP+ como aceptor de electrones. Esta proteina de
452 aminoacidos esta codificada por el gen [IDH2 localizado en
cromosoma15q26.1. Participa en el metabolismo intermedio y en la produccion
de energia estando estrechamente asociada al complejo piruvato

deshidrogenasa.

Las mutaciones en IDH1 fueron identificadas por primera vez en los
gliomas malignos y mas recientemente en las LMA (Yan et al., 2009; Mardis et
al., 2009). Estudios posteriores revelaron que algunos pacientes presentaban
mutaciones en IDH1 pero también en IDH2 (Mardis et al., 2009) con diferentes
frecuencias dependiendo de la enfermedad. Las mutaciones en estos genes son
un evento poco frecuente en pacientes con sindromes mieloproliferativos (Tefferi
et al., 2010) y en sindromes mielodisplasicos (Kosmider et al., 2010). En
cualquier caso, las mutaciones que se han descrito hasta el momento en IDHT1 y
IDH2 se encuentran localizadas en el exén 4 que es el encargado de codificar el

sitio de unioén del isocitrato. En el gen IDH1 la arginina en posicion 132 es la que
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con mayor frecuencia se encuentra afectada; en el gen IDH2 las mutaciones se

localizan en el codén 140 o en el 172 (Figura 1).

Figura 1. Localizacion de las principales mutaciones de IDH1 e IDH2 en la proteina.
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Las mutaciones de IDH1 (arg132) e IDH2 (arg172) se encuentran principalmente en los

sitios de union al isocitrato.

Los estudios publicados hasta el momento muestran que las distintas
mutaciones en IDH se asocian con una citogenética de riesgo intermedio, mas
concretamente con LMA de cariotipo normal y con mutaciones en NPM1. Estas
mutaciones confieren un pronostico adverso principalmente al subgrupo de
pacientes de LMA con cariotipo normal, por ello se trata de un nuevo marcador
que permite refinar la evaluacion del riesgo de estos pacientes sin alteraciones
moleculares identificadas (Paschka et al., 2010). Recientemente, también se
han descrito estas mutaciones en SMD y SMPC, asociandose con un mayor
riesgo de evolucion a LMA (Thol et al., 2010; Ward et al., 2010; Kosmider et al.,
2010) Concretamente, en LMMC se ha demostrado la presencia de estas
mismas mutaciones, todas afectando a los residuos R132 en IDH1 y R140
yR172 en IDH2 (Kosmider et al., 2010; Figueroa et al., 2010; Yoshida et al.,
2011). Sin embargo, la relevancia pronéstico de las mismas sigue siendo

desconocido.
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1.8 Factores prondésticos

Hasta el momento han sido desarrollados varios sistemas pronésticos
para predecir el curso de los SMD. Entre ellos, el indice pronostico internacional
(IPSS) es el mas usado. Este sistema incluye casos de LMMC, pero limita su
andlisis y validacién a los casos con una cifra leucocitaria inferior a 12x10%/L
(LMMC-MD) vy, por tanto, no es aplicable en aproximadamente la mitad de los
casos de esta enfermedad. Sin embargo, no existe una justificacién clinica o
biologica relevante para la exclusién de estos casos y se basa en la hipétesis de
que estos pacientes representan mas un trastorno mieloproliferativo que un
verdadero SMD (Greenberg et al., 1997).

Tabla 7. Principales indices pronésticos descritos para LMMC.

Blast PMI HB PLQ PMN wBC LDH Linf

Unidades % % gldL  x10°L  x10°L  x10°L UL x10°%L
Bournemouth <25

modificado > ° - <10 <100 4% - - -
MDAPS >10 >0 <12 . _ ) } 525
Grup? >5 - <12 _ } <10 >1.5x

Espafiol

Dusseldorf >5 - <9 <100 - ; Elaeva-

Abreviaturas: Blast, Blastos en Médula Osea; PMI, Precursores Mieloides
Inmaduros; HB, hemoglobina; PLQ, Plaquetas; PMN, Polimorfonucleares; WBC,

Leucocitos; LDH, Lactato Deshidrogenasa; Linf, Linfocitos.

Existen cuatro sistemas prondsticos especificamente desarrollados y
validados en LMMC. Estos sistemas permiten definir de dos a cuatro grupos
pronésticos, basados en la presencia de diferentes factores pronésticos (Tabla 7).
Si bien alguno de estos parametros esté representado en mas de uno de estos
sistemas prondsticos, solo el porcentaje blastos es comun en todos ellos aunque

no asi el punto de corte de los mismos.

1.8.1 indice de Bournemounth modificado

El Sistema de Bournemounth modificado fue el primero desarrollado
especificamente para LMMC ( Molica et al.,1990). Este sistema incorporaba la

variable de bajo o alto numero de neutrofilos y los valores de hemoglobina,
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recuento de plaquetas y porcentaje de blastos en médula ésea. Este sistema
pronostico era capaz de segregar en dos grupos de riesgo, alto y bajo, bien
definidos con unas medianas de supervivencia de 15 y 27 meses,
respectivamente. Los puntos de corte de las variables utilizadas se muestran en
la tabla 7.

1.8.2 indice espariol

Afos mas tarde, Gonzalez-Medina et al., (2002) presentaron un estudio
de una serie de 70 pacientes con LMMC en un solo centro. Construyeron un
indice pronéstico que permitia diferenciar dos grupos de riesgo: uno con una

mediana de supervivencia de 44 meses; y otro con una mediana de 7 meses.

1.8.3 indice de Diisseldorf

El grupo de Dusseldorf propuso un nuevo indice pronéstico para SMD
que permitia estratificar los pacientes en riesgo alto, intermedio y bajo riesgo (Aul
et al., 1992). Este sistema prondstico, que incluia por primera vez como factor de
riesgo los niveles elevados de LDH, resultdé ser particularmente bueno para
LMMC (Germing et al., 2004). Este permitia identificar un pequefio grupo de
pacientes (6%) con muy buen pronéstico que presentaba una mediana de
supervivencia de 93 meses), un grupo mas amplio de pacientes de peor
pronéstico (con una mediana de supervivencia de 12 meses) y un grupo de

pronéstico intermedio (26 meses).

1.8.4 indice del M.D. Anderson Cancer Center

Mas recientemente, el M.D. Anderson Cancer Center (MDACC) propuso
un nuevo sistema pronéstico desarrollado en una amplia serie de pacientes con
LMMC (Onida et al., 2002). Este indice permitia distinguir cuatro grupos de
riesgo: alto, intermedio-1, intermedio-2 y bajo, con unas medias de supervivencia
global de 24, 15, 8 y 5 meses, respectivamente. Este sistema es el Unico que
incluye los linfocitos como factor pronéstico independiente, que parece ser
especifico de la LMMC ya que no se observa en otros tipos de SMD. La
significacién pronéstica y especifica ha sido confirmada en dos series

independientes (Germing et al., 2002; Breccia et al., 2004).
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1.8.5 Comparacion de los principales indices prondsticos

Todos los indices pronésticos construidos especificamente para la LMMC
son capaces de separar diferentes grupos de riesgo utilizando variables distintas.
Ninguno de ellos incluye la citogenética, pero utilizan parametros cominmente
disponibles en el momento del diagnostico. En la figura 2 se muestran los
resultados al aplicar los 4 sistemas pronésticos anteriormente comentados en
212 pacientes de LMMC del Registro de SMD de Disseldorf (Germing et al.,
2004). En todos los casos hay diferencias significativas en los grupos de riesgo,
sin embargo la estimacién de supervivencia para un mismo paciente varia segun
el sistema pronostico que utilicemos. No obstante, hacen falta nuevos trabajos
de validacion en series mas amplias que permitan identificar el sistema

pronéstico mas eficaz y adecuado.

Figura 2. Metanalisis realizado por Germing et al., (2004) donde se aplican los cuatro

indices prondsticos mas relevantes al mismo grupo de pacientes.

p=0.02 1,07 p=0.0009

low-risk lorw-risk:

cum. survival
cum. survival

2 high-risk

12 36 60 84 108 132 156 12 6 60 B4 108 132 156

months
months

A. Supervivencia global de acuerdo al indice pronostico de Bournemouth
modificado: bajo y alto riesgo (n =212). B. Supervivencia global de acuerdo al

indice pronostico Espafiol: bajo y alto riesgo (n =212).
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Figura 2 (continuacion). Metandlisis realizado por Germing et al., (2004) donde se

aplican los cuatro indices pronésticos mas relevantes al mismo grupo de pacientes.

cum . sur val
eurm. sarvival

L

0 12 24 36 48 60 72 84 9 108 120 132 144 156

months months

C. Supervivencia global de acuerdo al indice pronostico de Diisseldorf: bajo,
intermedio y alto riesgo (n =212). D. Supervivencia global de acuerdo al indice

pronostico de MDAPS: bajo, intermedio-l, intermedio-Il y alto riesgo. (n =212).
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Hipotesis

La caracterizacion y clasificaciéon de los pacientes con LMMC ha ido
refinandose hasta constituir un grupo bien reconocible. Sin embargo, sigue
siendo un grupo con una gran variabilidad clinica y biolégica. Aumentar el
conocimiento de las alteraciones citogenéticas y moleculares en paralelo con el
comportamiento clinico podria contribuir no solo a un mejor conocimiento de los
mecanismos moleculares implicados en esta enfermedad, sino también a un mas

apropiado manejo terapéutico.
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Objetivos

Partiendo de la hipétesis de que es preciso aumentar el conocimiento de
las alteraciones citogenéticas y moleculares de la LMMC, en paralelo con su
comportamiento clinico, para contribuir a un mejor conocimiento de los
mecanismos biolégicos implicados y para realizar tratamiento mas ajustado al

riesgo, los objetivos de este trabajo de tesis doctoral son:

1. Analizar las caracteristicas clinico-bioldégicas la evolucién clinica de una
amplia serie de pacientes con LMMC, haciéndose particular énfasis en el

estudio de:
a. Las alteraciones citogenéticas al diagnéstico

b. La presencia de mutaciones, mediante amplificacién y secuenciacion
directa, de las regiones codificantes de los dominios de activacién de los
siguientes genes: FLT3, NPM1, JAK2, KDR, FLT1, c-FMS, c-CBL, IDH1 y
IDH2.

c. La incidencia de los reordenamientos de PDGFRa y PDGFRB mediante

hibridacion in situ fluorescente (FISH).

2. Analizar el valor pronéstico de las alteraciones citogenéticas y moleculares en

el contexto de otras variables clinico-biolégicas en pacientes con LMMC.

3. Construir un nuevo indice pronéstico especifico para LMMC que incluya las
alteraciones citogenéticas y moleculares que eventualmente pudieran tener

un valor prondstico independiente.
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Material y métodos

4.1 Pacientes

4.1.1 Recogida de datos

El Registro Espafiol de SMD (RESMD) es una base de datos creada
dentro del Grupo Cooperativo Espafol de SMD (GESMD), el cual fue constituido
en 2005 para promover estudios cooperativos de investigacion entre las distintas
instituciones espafolas que trabajan en este area (Apéndice 1). La base de
datos incluye datos clinicos y biologicos de los pacientes diagnosticados de SMD
y LMMC de 104 instituciones participantes. Todos los datos fueron verificados y
actualizados por los responsables de cada institucion y revisados para evitar
casos duplicados. Este estudio fue aprobado por el comité ético del Instituto de
Investigacion Sanitaria La Fe y todos los procedimientos se realizaron de

acuerdo a la revision del aino 2000 de la Declaracién de Helsinki.

4.1.2 Serie de estudio

Se recogieron retrospectivamente los datos clinicos y hematolégicos de
los pacientes con LMMC de novo diagnosticados entre 1980 y 2009 de acuerdo
a los criterios de clasificacion de la OMS 2008 en el GESMD. Antes de 2008, los
pacientes fueron diagnosticados de acuerdo a los criterios de la clasificaciones
FAB y OMS vigentes en el momento del diagnéstico y reclasificados
posteriormente segun la clasificacion de la OMS 2008. Los pacientes con un
porcentaje de blastos en médula ésea o sangre periférica igual o superior al 20%

fueron excluidos del estudio al ser reclasificados como LMA.

La mayoria de los pacientes recibieron tratamiento de soporte
(transfusiones de hematies y/o plaquetas y antibidticos) segun el requerimiento.
Los pacientes con hiperleucocitosis y/o los sintomas relacionados con la
esplenomegalia recibieron hydroxyurea. Ninguno de los pacientes incluidos en
este estudio recibié azacitidina o decitabina y los que recibieron un trasplante
alogénico de progenitores hematopoyéticos (n = 4) o quimioterapia intensiva tipo
LMA (n = 23) fue interrumpida la observacion a efectos de calculos actuariales

en el momento en el que comenzaron estos procedimientos.

De 75 pacientes de la serie se recogieron y almacenaron muestras de

médula 6sea y/o sangre periférica en el Laboratorio de Citogenética y Biologia
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Molecular del Servicio de Hematologia del Hospital Universitario La Fe para el

estudio de las alteraciones genéticas.

4.1.3 Serie de validacion

Para validar los resultados, dispusimos de una serie independiente de
274 pacientes (191 hombres y 83 mujeres) procedente del Registro de SMD de
Dusseldorf del Hospital Heinrich-Heine-University (Dusseldorf, Germany) entre
1982 y 2009 (n = 153) y del Servicio de Hematologia del Hospital San Matteo
(Pavia, ltaly) entre 1992 y 2009 (n = 121). Se seleccionaron los pacientes con
diagnéstico de LMMC de novo segun los mismos criterios de inclusién que la
serie de estudio. La mediana de seguimiento de la serie fue de 16 meses (1 —

170 meses).

4.2 Estudio citogenético

El analisis citogenético convencional de los casos diagnosticados en
nuestro centro consistié en el estudio de las alteraciones cromos6micas en las
metafases de las células leucémicas obtenidas tras el cultivo in vitro de células

de médula 6sea.

4.2.1 Procesamiento de las muestras para el bandeo G

A partir de muestras de aspirado de médula 6sea se practicaron cultivos
de 24 horas en medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con suero bovino
fetal al 10% y antibiotico. Los cultivos se prepararon en camara de flujo laminar y
posteriormente se incubaron a 37°C durante toda la noche en un incubador con
5% de presion de CO, y una humedad del 90%.

4.2.1.1 Sacrifico del cultivo

Para impedir la formacion del huso acromatico y que por tanto los
cromosomas se dirijan a los polos de la célula, se afiadieron 100uL de Colcemid
al dia siguiente, dejandolo actuar 30 minutos a 37°C. Para la recoleccion de los
cromosomas se transfirié el cultivo a un tubo cénico y se centrifugd durante 5

minutos a 1500 rpm, decantandose el sobrenadante y resuspendiendo el
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sedimento posteriormente. Se afiadieron 10mL de CIK (atemperado a 37°C) y se
incub6 durante 30 minutos a 37°C para permitir su entrada en las células y que
éstas aumentaran de volumen. Posteriormente, se vertié gota a gota el fijador
Carnoy (metanol:acido acético 3:1) completando hasta 5mL, se centrifugd,
decanto y resuspendié el botén celular. La fijacion con disolucion de Carnoy se

repitidé hasta tres veces para la obtencion de un botén celular limpio.

4.2.1.2 Preparacion de extensiones

Para la elaboracién de las preparaciones se verti6 una gota de
suspension celular sobre un portaobjetos desengrasado previamente en metanol
frio. La extension se secd al aire y en llama. Los portaobjetos con metafases

aptas se dejaron envejecer toda la noche en horno a 60°C.

4.2.1.3 Tincién de bandas G

Los cromosomas se identificaron mediante el método de bandas G con
tripsina-Giemsa (Seabright et al, 1971). Las extensiones se sometieron a una
digestion enzimatica con tripsina y se tifieron con una solucién de Giemsa
(47,5mL fosfato monopotasico + 47,5mL fosfato bisédico + 5mL de Giemsa)

durante 5 minutos. Por ultimo se lavaron y se dejaron secar toda la noche.

4.2.2 Analisis del cariotipo

Para la aceptacién de un cariotipo como normal, se analizaron al menos
20 metafases por muestra. Las metafases se visualizaron con un microscopio
Nikon Eclipse E600 (Tokyo, Japén) y fueron analizadas usando el programa
Ikaros (Metasystems Inc., Alemania). La nomenclatura utilizada para describir las
anomalias cromosomicas ha sido de acuerdo al Sistema Internacional de

Nomenclatura Cromosoémica (ISCN, Shaffer et al, 2005).

4.2.3 Hibridacion in situ Fluorescente (FISH)

El estudio de los reordenamientos de los genes PDGFRA y PDGFRB se
realizd segun las indicaciones de la casa comercial. Referencias: KB10003 y
KB10004 (Kreatech diagnostics).
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Figura 3. Estructura de las sondas comerciales para PDGFRA y PDGFRB.
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Referencias: KB10003 y KB10004 (Kreatech diagnostics).

4.3 Estudio de las alteraciones moleculares

En la caracterizacion molecular de rutina de los pacientes, se realizé un

analisis de aquellas alteraciones que han sido descritas como mas relevantes.

4.3.1 Extraccion de acidos nucleicos

Para la extraccion del DNA se utilizoé el kit comercial QI Amp® DNA Mini
kit (Quiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Este método es rapido y
eficaz y permite extraer DNA incluso de muestras muy hipocelulares. La calidad,
integridad y cantidad del DNA se determin6 mediante espectrofotometria medida
como absorbancia a una longitud de onda (A) de 260nm y 280nm (Nanodrop) y
mediante la migracion en geles de agarosa y tincién con bromuro de etidio para
visualizacion del nivel de degradacion. Se seleccionaran aquellas muestras con
concentraciones superiores a 50mg/mL, cuya cantidad total no sea inferior a 1ug
y presenten ratios Abs260/280 alrededor de 1.8. Las muestras seran

almacenadas a -80°C hasta su utilizacién.

4.3.2 FLT3 y NPM1

El estudio de las mutaciones de FLT3-ITD y NPM1 se realiz6 mediante
PCR utilizando cebadores especificos descritos previamente (Nakao et al, 1996

y Schnittger et al, 2005). Los productos de PCR se analizaron mediante analisis
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de fragmentos en secuenciador ABIPRISM 3100 Genetic Analizer (Applied
Biosystems, Foster City, CA).

4.3.3 JAK2

La deteccion de la mutacion puntual V617F del gen JAK2 se fundamenta
en el uso de PCR alelo especificas disefiadas para amplificar el alelo mutado y/o
el alelo normal realizando una PCR cualitativa segun el método descrito por
Jones et al, (2005).

4.3.4 c-FMS, KDR, FLT1, c-CBL, IDH1 e IDH2
4.3.4.1 Diseno de cebadores

La deteccion de mutaciones en los genes de estudio se bas6 en la
amplificacion y posterior secuenciacion de los exones de interés. Se usaron
cebadores especificos para cada uno de los genes. En el disefio de los
cebadores se tuvo en cuenta la longitud de los cebadores (entre17-28
nucledtidos), que el contenido de GC fuese elevado y que terminaran en C/G.
Ademas, se comprobd que la pareja de cebadores tuviera un porcentaje de GC
similar, que fuesen complementarios a las regiones deseadas y que ambos
cebadores tuvieran una temperatura de fusion similar (Tm~4GC+2AT)
(normalmente, Tm>56). Con estos criterios, se disefiaron cebadores especificos
para cada una de las regiones de interés en los genes a estudio (Tabla 8). Los
cebadores se hibridaron en las regiones intrénicas flanqueantes a los exones de

interés para conseguir secuencias de entre 300-850pb.
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Tabla 8. Secuencia de cebadores empleados para el estudio de los genes.

GEN Cebador Secuencia

C-FMS, Dominio tirosina-quinasa (TK)

Sentido 5-GGGACTGGATCAATGGGTGG -3’

Anti-sentido 5_-GTCCCAGGTAGGTCCAGTTAAAA-3
C-FMS, Dominio Yustamembrana (YM)

Sentido 5-CTGACCTGCGAGCAA-3

Anti-sentido 5-CCCCGTGTCGCCCCATCC-3
FLT1, Dominio tirosina-quinasa

Sentido 5-GGTTTACTTTGCCACTTCTTGC -3’

Anti-sentido 5-AACTGTTGCAAGAACAAACAGG-3’

Secuenciacion 5TGTGATGAGTGTATGTGAATGTGG-3’
FLT1, Dominio Yustamembrana

Sentido 5-CATTTTAATGGGCTTTTGTTCC-3

Anti-sentido 5-TACGGCTTTTCTTTTGAACACC-3

Secuenciacién 5-TGTATACTGCCTGGCTTAGAAGG-3’
KDR, Dominio tirosina-quinasa

Sentido 5-CCTTAATTCTGAGCTCCTTTGG-3

Anti-sentido 5-CAAATGTCCTGCTTTGGATG -3

Secuenciacion 5-"GGGACAAGGGAAACTAGAAGC-3’
KDR, Dominio Yustamembrana

Sentido 5- TACGGGTGTGTAACTGTTGTCC -3’

Anti-sentido 5-GGGCAGGAACGTTATTGTATTG-3’

Secuenciacion 5-TACGGGTGTGTAACTGTTGTCC-3'
C-CBL, Ex6n 8

Sentido 5-GGACCCAGACTAGATGCTTTCT -3’

Anti-sentido 5-TTTTTGATCTCTAGGAAATGTATTTTC -3’
C-CBL, Ex6n 9

Sentido 5-CTGGCTTTTGGGGTTAGGTT-3’

Anti-sentido 5'-AAAGCCGTAAAACACTTAACGA -3’
IDH1, Ex6n 4

Sentido 5-CCATTTGTCTGAAAAACTTTGCT -3

Anti-sentido 5- AAGTCATGTTGGCAATAATGTGA -3’
IDH2, Ex6n 4

Sentido 5-GCTGCAGTGGGACCACTATT -3’

Anti-sentido 5-CTCTGCAGTACAAGGCCACA -3’
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4.3.4.2 Amplificaciéon

La amplificacion por PCR fue llevada a cabo en el termociclador 2720-
Thermal Cycler de Applied Biosystem, comportando una primera etapa de
activacion de la polimerasa a 94°C durante 10 minutos, seguido de 35 ciclos que
comprendian, una primera fase de desnaturalizacion de 94°C durante 30
segundos, una fase de hibridacion a 54-60°C segun el gen estudiado (ver detalle
en Tabla 9), y una fase de extension de la cadena a 72°C durante 30 — 45

segundos. El programa finalizd con una extension a 72°C durante siete minutos.

Todas las PCR se amplificaron en una reaccién final de 25pL,
conteniendo 25-50ng de DNA gendémico, 2.5uL de tampoén de PCR 10X, 2,5mM
de MgCL2, 2mM de desoxirribonucleétidos (ANTP), 1.5U de DNA polimerasa
(Ampliaq gold, 5U/uL) y 50pmol de los cebadores especificos.

Tabla 9. Temperatura de amplificacion empleada para cada pareja de cebadores.

Dominio T° de amplificacion Amplicén
c-FMS (c.301) 55°C 370 pb
c-FMS (c.969) 55°C 405 pb
FLT1 (Dominio YM) 57°C 671 pb
FLT1 (Dominio TK) 57°C 834 pb
KDR (Dominio TK) 56°C 390 pb
KDR (Dominio TK) 56°C 525 pb
c-CBL 8 52°C 446 pb
c-CBL 9 60°C 399 pb
IDH1 54°C 360 pb
IDH2 54°C 293 bp

Tras la amplificacion, 10uL del producto se corrieron en un gel de agarosa al 3%

para comprobar que habia producto amplificado correspondiente al tamario
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esperado [el marcador de peso molecular utilizado fue el Marker VI (0.15-2.1kpb,

Roche, Indianapolis USA)] y que no habian productos inespecificos.

4.3.4.3 Secuenciacion

Las muestras con una amplificacion correcta fueron tratadas con
ExoSAP-IT (USB Corporation, Cleveland, Ohio USA) para eliminar los cebadores
y nucleotidos que habian quedado sin utilizar tras la amplificacion. Para ello se
mezclaron 8uL del producto de PCR obtenido con 2uL de ExoSAP-IT y se
incubaron a 37°C durante 15 minutos (tiempo en el que realiza su accion) y a
80°C durante otros 15 minutos para inactivarlo. La incubacién se llevé a cabo en

el termociclador 2720-Thermal Cycler de Applied Biosystems.

La primera fase de la reaccion de secuenciacion se llevé a cabo en el
termociclador 2720-Thermal Cycler de Applied Biosystems, comportando una
primera etapa de activacion de la polimerasa a 94°C durante 3 minutos, seguido
de 25 ciclos que comprendian una primera fase de desnaturalizacién de 96°C
durante 10 segundos, una fase de hibridacién a 50°C para todos los genes
durante 6 segundos, y una fase de extension de la cadena a 60°C durante 4

minutos.

La purificacion de la reaccién de secuenciacion se realizé por filtracion
(Gel Filtration Cartridge. Genycell Biotech Espafa, S.L.). Finalmente, el producto
de reaccién fue resuspendido en 20uL de formamida. Se utiliz6 el secuenciador
ABIPRISM 3100 Genetic Analizer (Applied Biosystems, Foster City, CA).

El analisis de la secuencia se correlaciond con el GeneBank Accession
number de cada uno de los genes (Tabla 10) y con los controles negativos de
médulas 6seas de donantes sanos, todo ello mediante el programa de analisis
Sequence Scanner de Applied Biosystems y el MEGA 4.1. En todas las muestras

se secuencio6 la cadena sentido y anti-sentido.
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Tabla 10. Nimeros de GeneBank accesion con los que se ha comparado los

resultados.

Gen GeneBank Accesion n°® Exé6n estudiado
c-FMS NG_012303.1 Gl: 239787264 22
FLT1 NC_000013.10 NT_024524.14 16y 17
KDR NC_000004.11 NT_022853.15 16y 17
c-CBL NC_000011.9 NT_033899.8 16
IDH1 NC_000002.11 NT_005403.17 4
IDH2 NC_000015.9 NT_010274.17 4

4.4 Analisis estadistico

En primer lugar se realizé un analisis estadistico descriptivo de la serie.
Los resultados se expresaron como porcentajes en las variables categoricas y
como medianas (extremos) para las variables continuas. El estudio de la
comparacion de la distribucion de las variables en los distintos subgrupos de
pacientes se realizO mediante el test de t-student cuando se estudiaban

variables continuas y Chi-cuadrado de Pearson para las variables categoricas.

Se incluyeron en el estudio datos demograficos basicos (edad y sexo),
parametros hematoloégicos (nivel de hemoglobina, recuento de leucocitos,
neutrofilos y plaquetas y porcentaje de blastos en SP), porcentaje de blastos en
MO, niveles de LDH en suero, niveles de ferritina, la dependencia transfusional
al diagnostico (haber recibido al menos una transfusién de concentrado de
hematies cada 8 semanas en un periodo de 4 meses) y la citogenética. Las
variables continuas fueron categorizadas de acuerdo al punto de corte mas
discriminante o al establecido por trabajos previos. Para el analisis citogenético,
las alteraciones se clasificaron en seis categorias: cariotipo normal, trisomia 8
(aislada o con una alteracion adicional), perdida aislada del cromosoma Y,
cariotipo complejo (tres o mas alteraciones), alteraciones del cromosoma 7
(monosomia o delecion del brazo largo, aislada o con una alteracién adicional), y

otras anomalias diversas (simples o dobles).
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La estimacion de la supervivencia global se realiz6 mediante el método
de Kaplan-Meier (Kaplan EL. 1958) y para comparaciones las pruebas de log-
rank (Mantel N. 1966). La probabilidad de evolucion a LMA se calculé mediante
los métodos de Kaplan-Meier y el método de incidencia acumulativa (riesgo
competitivo, Gooley TA et al., 1999). Para el analisis de la incidencia acumulativa,
se considerd evento competitivo la muerte sin evolucion. La supervivencia global
se definio como el tiempo transcurrido entre el diagnostico y la muerte o el ultimo
seguimiento y la probabilidad de evolucién a LMA, como el tiempo transcurrido

entre el diagnéstico y la progresion a leucemia aguda o el ultimo seguimiento.

Las variables con un valor de P < 0.10 para cada ‘end point’ fueron
incluidas en los analisis multivariantes usando el método de riesgo proporcional
de Cox para eventos temporales (observaciones incompletas, Cox DR. 1972) o
el método de Fine and Gray para la incidencia acumulativa (Fine JP, Gray RJ.
1999). El andlisis estadistico se realizd6 usando el SPSSv17 y el lenguaje y
entorno de programacién R version 2.13.2, usando los paquetes maxstat v0.7-14,

survival v2.36-10, , Design 2.3-0, prodlim v1.2.1 y cmprsk v2.2-2.

92



5. RESULTADOS







5.1

Descripcion de la serie

Se seleccionaron un total de 558 pacientes procedentes del RESMD. La

mediana de edad de la serie fue de 74 afos (extremos, 17 — 99). Trescientos

setenta y siete pacientes (69%) fueron hombres y 181 (31%) mujeres. De
acuerdo a la clasificacion FAB, 338 pacientes (60%) fueron LMMC-MD y 220
(40%) fueron LMMC-MP. Segun la clasificacion de la OMS, 478 pacientes (86%)
fueron LMMC-1 y 80 (14%) fueron LMMC-2. Las caracteristicas principales de

los pacientes se muestran en las tabla 11.

Tabla 11. Caracteristicas principales de los paciente segun las clasificaciones FAB

y OMS.

Mediana LMMC-MD

N (%) N (%)

Total 558 338 (60)
Edad 73 (19 —99)
<70 190 (34) 111 (33)
>70 368 (66) 227 (67)
Sexo
Hombre 377 (68) 225 (66)
Mujer 181 (32) 113 (34)
Clasificacion OMS
LMMC 1 478 (86) 295 (87)
LMMC 2 80 (14) 43 (13)
Leucocitos 10 (1 — 156)
<13 x10%/L 338 (60) -
213 x10%/L 220 (40) --
Hemoglobina 11 (3 -19)
<10 g/dL 190 (34) 98 (29)
> 10 g/dL 368 (66) 240 (71)

Clasificacion FAB

LMMC-MP

N (%)

220 (40)

79 (36)
141 (64)

152 (69)
68 (31)

183 (83)
37 (17)

92 (48)
128 (58)

95

P

455

.534

117

.001

Clasificacion OMS

LMMC-1
N (%)
478 (86)

161 (34)
317 (66)

320 (67)
158 (33)

295 (62)
183 (38)

149 (31)
329 (69)

LMMC-2
N (%)
80 (14)

29 (36)
51 (64)

57 (71)
23 (29)

41 (51)
39 (49)

P

.654

447

AT7

.001
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Tabla 11 (continuacién). Caracteristicas principales de los paciente segun las

clasificaciones FAB y OMS.

Total
Plaquetas
<100 x10%/L
=100 x10%/L
Neutrofilos
<1.8x10°/L
= 1.8x10%/L
Monocitos
<3 x10%L
=3 x10%L
Blastos MO
<5%

5-9%

10 - 19%
Blastos SP
<0

>0

LDH

=480 U/L

> 480 U/L

Clasificacion FAB

Mediana LMMC-MD
N (%) N (%)
558 338 (60)
123 (4 — 928)

221 (40) 138 (41)

337 (60) 200 (59)

4.2 (1-74)

101 (18) 99 (29)

457 (82) 239 (71)

2.6 (1-41)

234 (56) 199 (82)

182 (44) 45 (18)
3(0-19)

347 (62) 210 (62)

138 (25) 89 (26)
73(13)  39(12)

365 (78) 239 (85)
102 (22) 41 (15)
394(104 — 2976)

242 (68) 165 (78)
115(32) 46 (22)

Disgranulopoyesis

<10
=10

31 (20) 16 (17)
124 (80) 77 (83)

Diseritropoyesis

<10
210

79(53) 45 (53)
69 (47) 40 (47)

Distrombopoyesis

<10
210

84 (49) 56 (53)
89 (51) 49 (47)

LMMC-MP

N (%)
220 (40)

83 (38)
137 (62)
<
2(1)
218 (99)
<
35 (20)
137 (80)

137 (62)
49 (22)

34 (16)

126 (67)
61 (33)

77 (53)
69 (47)

96

P

464

.001

.001

294

.001

.001

.283

.902

126

Clasificacion OMS
LMMC-2

LMMC-1
N (%)
478 (86)

181 (38)
297 (62)

90 (19)
388 (81)

209 (58)
148 (42)

344 (72)
134 (28)
0 (0)

334 (84)
65 (16)

216 (71)
89 (29)

29 (20)
110 (79)

N (%)
80 (14)

3(4)
4(5)
73 (92)

31 (46)
37 (54)

2 (10)
14 (90)

5 (33)
10 (67)

7 (41)
10 (59)

<

P

.040

.275

.020

.001

.001

.003

434

.102

.524
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5.1.1 Comparacion entre LMMC-MD y LMMC-MP

Con las variables estudiadas, pueden observarse marcadas diferencias
entre los subtipos mielodisplasicos y mieloproliferativos de la LMMC. Los
pacientes con LMMC-MD en comparacion con los que tenian LMMC-MP
presentaron menos anemia (29% vs. 58%, P = .001), mas neutropenia (29% vs.
1%, P < .001), menor recuento de monocitos absolutos (18% vs. 80%, P < .001),
menos blastos en SP (15% vs. 33%, P < .001), menor incidencia de LDH
elevada (22% vs. 47%, P < .001; Tabla 12). Por el contrario, el porcentaje de
blastos en MO vy la frecuencia de cariotipos alterados es similar en ambos

subgrupos.

5.1.2 Comparacion entre LMMC-1y LMMC-2

También pudieron observarse marcadas diferencias entre los dos
subgrupos propuesto por la OMS. Los pacientes con LMMC-2, ademas de un
mayor porcentaje de blastos ya determinado por la propia definicién de estas
categorias, presentaron mayor frecuencia de anemia (31% vs. 51%, P = .001), y
trombopenia (38% vs. 50%, P = .040). Ademas los pacientes con LMMC-2
presentaron mayor frecuencia alteraciones citogenéticas (22% vs. 56%, P < .001;
Tabla 12).

5.2 Citogenética

5.2.1 Descripcion

Para determinar la importancia pronéstica de las alteraciones
citogenéticas en pacientes con LMMC se analizaron los resultados del cariotipo
de 414 pacientes. De ellos, trescientos cuatro pacientes (73%) presentaron un
cariotipo normal al diagnostico y 110 pacientes (27%) presentaron un cariotipo
anormal. La alteracion citogenética mas frecuente fue la trisomia del cromosoma
8 (n = 30), veinticuatro pacientes presentaron la alteracion de forma aislada y
seis con una de las siguientes alteraciones adicionales: del(5)(q31933), +10,
del(11)(q14), del(12)(p13), add(17)(p13.3), +19, y +21. Le siguieron en
frecuencia la pérdida aislada del cromosoma Y (n = 18), las alteraciones del
cromosoma 7 (n = 6), cinco con monosomia 7 y uno con del(7q), cuatro de ellos

como alteracion aislada y dos casos con una alteracion adicional. En cinco
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pacientes se hallé un cariotipo complejo con mas de dos alteraciones (n = 12).
Cuarenta y cuatro pacientes adicionales presentaron otras anomalias no
recurrentes. Entre ellas se presentaban en al menos tres casos las siguientes
alteraciones: del(20q) (n = 3), como alteracion aislada en todos los casos y
del(5q) (n = 3), que se encontr6 de forma aislada en dos pacientes y en el
restante con una alteracion adicional. En las figuras 4 y 5 se muestra un
diagrama con las frecuencias de las alteraciones mas relevantes encontradas y

su presentacion aislada o con otras anomalias.

Figura 4. Frecuencia de las alteraciones cromosdmicas mas comunes.

 Cariotipo normal
i Trisomia 8 aislada o con una alteracion adicional
i Perdida aislada del cromosoma Y
W Cariotipo complejo (23 alteraciones)
I Alteraciones del cromosoma 7
I Delecién 5q

Delecién 20q

Otras (otras alteraciones simples o dobles)

Figura 5. Frecuencia de las alteraciones cromosémicas mas comunes segun se

presentacion aislada, con una alteracién adicional o en cariotipo complejo.
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5.2.2 Asociacion de la citogenética con otras variables

Al analizar el grupo de pacientes con cariotipo normal y con cariotipo
alterado por separado, observamos que las alteraciones cromosémicas se
encontraban con mayor frecuencia en el subgrupo de LMMC-2 de la clasificacion
de la OMS (P < .001). Ademas, este subgrupo presentaba una frecuencia mas
alta de blastos en MO (igual o superior al 10%, P < .001), una mayor presencia
de blastos en SP (P < .001), mas diseritropoyesis (P = .015) y mas
disgranulopoyesis (P = .037). En la tabla 12 estan detalladas las principales

caracteristicas de estos pacientes.

Tabla 12. Comparacion de los pacientes con LMMC de acuerdo a la presencia o no

de alteraciones cromosémicas.

Caracteristicas Cariotipo normal Cariotipo alterado

N (%) N (%) P
Total 304 (78) 110 (22)
Edad, afios .300
<70 102 (34) 44 (40)
>70 202 (66) 66 (60)
Sexo .181
Hombre 205 (67) 82 (74)
Mujer 99 (43) 28 (36)
Clasificacion OMS <.001
LMMC 1 283 (93) 82 (75)
LMMC 2 21 (7) 27 (25)
Hemoglobina g/dL .101
<10 101 (67) 46 (42)
=10 203 (33) 64 (78)
Leucocitos, x 10°/L .102
<13 187 (62) 60 (55)
=13 117 (48) 50 (45)
Plaquetas, x 10°/L 283
<100 113 (37) 43 (39)
=100 189 (73) 64 (61)
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Tabla 12 (continuacion). Comparacion de los pacientes con LMMC de acuerdo a la

presencia o no de alteraciones cromosémicas.

Caracteristicas Cariotipo normal Cariotipo alterado

N (%) N (%) P
Neutréfilos, x 10°/L 252
<18 62 (20) 17 (16)
=18 242 (80) 92 (84)
Blastos en MO, % <.001
0-9 292 (96) 91 (83)
10-19 12 (4) 19 (17)
Blastos en SP <.001
No 245 (81) 67 (61)
Si 17 (19) 17 (39)
LDH, U/L .053
<480 149 (70) 39 (58)
> 480 63 (30) 28 (42)
Disgranulopoyesis .037
<10 27 (24) 4 (10)
210 88 (76) 36 (90)
Diseritropoyesis .015
<10 65 (59) 14 (37)
210 45 (41) 24 (63)
Distrombopoyesis .643
<10 65 (50) 19 (45)
210 66 (50) 23 (55)

5.2.3 Impacto de las alteraciones citogenéticas en la supervivencia
5.2.3.1 Efecto sobre la supervivencia global

Para poder categorizar las alteraciones citogenéticas segun su impacto
en la supervivencia se analizaron cada una de las alteraciones mas frecuentes
por separado. La mediana de seguimiento de la serie fue de 16 meses (extremos,
1 — 170) y la mediana de supervivencia global de la serie de 31 meses. Los
pacientes con cariotipo normal tuvieron una supervivencia global mas larga que

los que presentaron alteraciones citogenéticas (36 vs. 16 meses, P = .001).
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Igualmente, los pacientes con una pérdida aislada del cromosoma Y mostraron
una mayor supervivencia global que el resto de pacientes con alteraciones
citogenéticas (41 vs. 16 meses, P = .020). Por el contrario, los pacientes con
trisomia del cromosoma 8 o un cariotipo complejo presentaron una supervivencia
global mas corta que el resto de pacientes con alteraciones cromos6micas (11 vs.
16 meses, P < .001 y 8 vs. 16 meses, P < .001, para trisomia 8 y cariotipo
complejo, respectivamente). El resto de pacientes con alteraciones no
recurrentes mostraron una supervivencia global significativamente menor que los
pacientes con cariotipo normal o una pérdida aislada del cromosoma Y (19 vs.
39 meses para el grupo de cariotipo normal y 41 meses para el grupo de pérdida
aislada del cromosoma Y, P = .017) y significativamente mas larga que en los
pacientes que presentaban trisomia del 8 o cariotipo complejo (19 vs. 11 meses
para el grupo de trisomia y 9 meses para cariotipo complejo, P = .007). No se
observaron diferencias en la supervivencia en ninguna de las alteraciones de
baja frecuencia (simples o dobles) incluidas en el grupo de alteraciones no

recurrentes (Tabla 13).

Tabla 13. Relaciéon del cariotipo y de las alteraciones mas frecuentes encontradas

con la supervivencia global.

Supervivencia Global

Mediana Vivos a los

Caracteristicas N (%) (meses) 5 afios (%) P
Total 414 (100) 35 33

Cariotipo .001
Normal 304 (73) 39 36

Alterado 110 (27) 16 23

Categorias citogenéticas <.001
Cariotipo normal 304 (73) 39 36
famstassoonia  wgy) 1w

Perdida aislada del cromosoma Y 18 (4.3) 41 41

Cariotipo complejo (=3 alteraciones) 12 (2.9) 9

Alteraciones del cromosoma 7 6 (1.5) 18

Otras (simples o dobles) 44 (10.6) 19 27
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La mediana de supervivencia en los pacientes con alteraciones del
cromosoma 7 fue de 18 meses, menor que la observada en la serie global (35
meses). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre este
grupo y el resto de grupos citogenéticos. Cabe destacar que los analisis de
supervivencia en las alteraciones que se presentaron con muy baja frecuencia,
incluida las alteraciones del cromosoma 7, se vieron dificultados por el bajo

numero de casos encontrados.

5.2.3.2 Efecto sobre el riesgo de evolucion a LMA

Al estudiar el impacto de las alteraciones citogenéticas en el riesgo de
evoluciéon a LMA, de los 414 pacientes estudiados, 59 de ellos evolucionaron a
LMA. La mediana de tiempo de la probabilidad de que el 25% evolucione a LMA
fue de 59 meses y la probabilidad de evolucion a LMA a los 2 y 5 afios fue del 15%
y 29%, respectivamente. Al comparar los distintos subgrupos de alteraciones
citogenéticas, los pacientes con cariotipo complejo asociaron una mayor
probabilidad de desarrollar LMA (P < .001; Tabla 14)

Tabla 14. Relacion del cariotipo y de las alteraciones mas frecuentes encontradas

con la evoluciéon a LMA.

Evolucién a LMA

Evolucién Probabilidad

Caracteristicas del 25% actuarial (%) P
(meses) 2 aiios 5 afios

Total 39 15 29
Cariotipo .010
Normal 59 12 27
Alterado 13 26 36
Categorias citogenéticas .001
Cariotipo normal 59 12 27
Trsorms© st o con une R
Perdida aislada del cromosoma Y 25 11 26
Cariotipo complejo (=3 alteraciones) 7 44 100
Alteraciones del cromosoma 7 6 33 33
Otras (simples o dobles) 8 21 34
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También los pacientes con una trisomia del cromosoma 8 mostraron una
tendencia a evolucionar a LMA (P = .081). En contraste, los pacientes con una
citogenética normal tenian una baja probabilidad de evolucion a LMA (P = .010).
En los casos con alteraciones del cromosoma 7 la mediana de tiempo de la
probabilidad de que el 25% evolucione a LMA fue de 6 meses y la probabilidad
de evolucién a LMA a los 2 afios del 33% pero, al igual que en supervivencia
global, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el
riesgo de evolucion a LMA de este subgrupo de pacientes y el resto de

subgrupos citogenéticos (Tabla 14).

5.2.4 Propuesta de una clasificacion de riesgo citogenético

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el andlisis univariante, se
desarroll6 una nueva clasificaciéon de riesgo citogenético para LMMC. Los
pacientes se estratificaron en tres grupos pronoésticos (favorable, intermedio y
desfavorable) de acuerdo a las alteraciones citogenéticas y la supervivencia
global obtenida en cada uno de ellos. De esta forma, los pacientes con cariotipo
normal y delecion aislada del cromosoma Y se asignaron a la categoria de buen
pronostico. Los pacientes con trisomia 8, alteraciones del cromosoma 7 y
cariotipo complejo fueron considerados de pronostico desfavorable. Las
alteraciones del cromosoma 7 se asignaron al grupo de pronostico desfavorable,
a pesar de su falta de significacion estadistica en el andlisis univariante, en base
a su corta supervivencia global y su alto riesgo de evoluciéon a LMA en esta
serie y en otros importantes estudios que incluian pacientes con LMMC (Onida et
al., 2002) y a la cohorte del IPSS (Greenberg et al., 1997). El resto de pacientes
con otras alteraciones tanto simples como dobles se definieron como grupo
intermedio. Las principales caracteristicas de los pacientes estratificados segun

la nueva clasificacion citogenética se detallan en la Tabla 15.
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Tabla 15. Caracteristicas principales segun el riesgo citogenético.

Bajo Intermedio Alto
Caracteristicas N (%) N (%) N (%) P
Total 320 (78) 49 (12) 42 (10)
Edad, afnos .21

<70 102 (32) 26 (52) 17 (41)

>70 218 (68) 24 (48) 25 (59)

Sexo .16

Hombre 322 (69) 39 (78) 26 (62)

Mujer 100 (31) 11 (22) 16 (38)
Clasificacion OMS <.001
LMMC 1 297 (93) 39 (80) 29 (69)

LMMC 2 23 (7) 10 (20) 13(31)

Hemoglobina g/dL .08
<10 106 (33) 20 (40) 21 (50)

=10 214 (67) 30 (60) 21 (50)

Leucocitos, x 10°/L .04
<13 202 (63) 26 (52) 19 (45)

=13 118 (37) 24 (48) 23 (55)

Plaquetas, x 10°/L 236
<100 125 (39) 23 (47) 20 (49)

=100 195 (61) 26 (53) 22 (51)

Neutréfilos, x 10°/L 472
<18 61 (19) 6 (13) 6 (14)

=1.8 259 (81) 43 (87) 36 (86)

Blastos en MO, % .004
<5 224 (70) 27 (55) 24 (58)

5-9 79 (25) 16 (33) 9 (22)

10-19 16 (5) 6 (12) 8 (20)

Blastos en SP <.001
No 259 (93) 31 (84) 22 (71)

Si 19 (7) 6 (16) 9 (29)

LDH, U/L .071
<480 158 (71) 20 (57) 10 (50)

> 480 66 (29) 15 (43) 10 (50)
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5.2.4.1 Efecto de la citogenética en la supervivencia global

Aplicando esta estratificacion, la mediana de supervivencia en cada uno

de estos grupos fue de 37, 18 y 11 meses, respectivamente. La supervivencia a

los 5 afios en las tres diferentes categorias citogenéticas fueron del 35% para el

grupo de pronéstico favorable, 26% para el grupo de prondstico intermedio y de

un 4% para el grupo de pronéstico desfavorable. (Tabla 16 y Figura 6).

Tabla 16. Supervivencia global de acuerdo al grupo a la nueva clasificacion

desarrollada para LMMC.

Supervivencia Global

Mediana

Vivos a los

0,
Rlittal (meses) 5 afios (%) #
Clasificacion citogenética especifica <.001
para LMMC ’
Bajo riesgo (cariotipo normal 'y -Y) 324 (78) 37 35
Riesgo intermedio (otras alteraciones) 39 (9) 18 26
Alto riesgo (+8, anomalias del 51 (12) 1 4

cromosoma 7 y cariotipo complejo)

Figura 6. Supervivencia global de acuerdo a la nueva clasificacidon propuesta para

LMMC.

Supervivenci
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5.2.4.2 Efecto de la citogenética en la evolucién a LMA

En relacién a la probabilidad de evolucién a LMA, el nuevo sistema
pronéstico fue capaz de diferenciar los tres grupos prondsticos (significacion
global de P = .001, Figura 7). Los riesgos de trasformacion en los tres diferentes
grupos a los 2 afios fueron de: un 12% en el grupo de buen prondstico, un 20%
en el grupo de pronostico intermedio y un 40% en el grupo de prondstico
desfavorable (Tabla 17, P = .001). Sin embargo, cuando comparamos las
diferencias entre los grupos de riesgo, so6lo se obtuvieron diferencias

significativas entre el grupo de buen prondstico vs. el de pronéstico intermedio (P

.047) y entre el grupo de buen pronéstico vs. el de pronéstico desfavorable (P

.001). No se encontraron diferencias significativas entre los grupos de

pronostico intermedio y pronostico desfavorable entre si (P = .NS).

Tabla 17. Riesgo de evolucion a LMA de acuerdo al grupo a la nueva clasificacion

desarrollada para LMMC.

Evoluciéon a LMA

Evolucion Probabilidad
del 25% actuarial (%) P
(meses)  "5afios 5 anos
Clasificacion citogenética especifica para LMMC .001
Bajo riesgo (cariotipo normal y -Y) 59 12 27
Riesgo intermedio (otras alteraciones) 10 20 33
Alto riesgo (+8, anomalias del 8 42 42

cromosoma 7 y cariotipo complejo)
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Figura 7. Riesgo de evolucion a LMA de acuerdo a la nueva clasificacion propuesta
para LMMC.

08

0,6

Probabilidad (%)

5.2.4.3 Comparacion con la clasificacion citogenética del IPSS

Hasta el momento la clasificacion de riesgo citogenético mas usada es la
clasificacion citogenética segun el IPSS. Por esta razén, se compard esta nueva
clasificacién de riesgo citogenético, desarrollada especificamente para LMMC,
con la clasificacion citogenética del IPSS que incluye: en el bajo riesgo, el
cariotipo normal, la perdida aislada del cromosoma Y, y las alteraciones del(5q) y
del(20q); en el grupo de alto riesgo, el cariotipo complejo (con tres o mas
anomalias) y las alteraciones del cromosoma 7; vy, en el riesgo intermedio, todas

las demas alteraciones.

En el andlisis univariante, la clasificacion citogenética del IPSS mostro
una asociacion estadisticamente significativa con la supervivencia (P = .001,
Tabla 18). Sin embargo, sélo fue capaz de segregar dos grupos de riesgo, de
forma que la supervivencia en el grupo intermedio y de alto riesgo eran
practicamente iguales (medianas de supervivencia de 37, 12 y 11 meses para
los pacientes del riesgo bueno, intermedio y pronostico desfavorable

respectivamente; Figura 8).
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Tabla 18. Supervivencia global de acuerdo al grupo a la nueva clasificacion
desarrollada para LMMC vy a la clasificacién citogenética del IPSS.

Supervivencia Global

Mediana Vivos a los

0,
hia) (meses) 5 afios (%) 7
Clasificacion citogenética especifica para LMMC < .001
Bajo riesgo 324 (78) 37 35
Riesgo intermedio 39 (9) 18 26
Alto riesgo 51 (12) 11 4
Clasificacion citogenética segun IPSS = .001
Bajo riesgo 327 (79) 37 36
Riesgo intermedio 67 (16) 12 20
Alto riesgo 20 (5) 11 12

Clasificacion nueva: Bajo riesgo, cariotipo normal y -Y; Alto riesgo, +8, anomalias del
cromosoma 7 y cariotipo complejo; y, Riesgo intermedio, otras alteraciones. Clasificacion
IPSS: Bajo riesgo, del(5q) aislada, del(20qg), -Y y cariotipo normal; Alto riesgo, anomalias

del cromosoma 7 y cariotipo complejo; y Riesgo intermedio, otras alteraciones.

Figura 8. Supervivencia global de acuerdo a la nueva clasificacion de riesgo

citogenético para LMMC (A) y a la clasificacion de riesgo citogenético del IPSS (B).

Survival
Survival

Months

2 95
Months

Risk Groups P value o Risk Groups P value
ow ris

Low vs. Intermediate 017 s Intermediate risk| LOW Vs. Intermediate < .001

Low vs. High <.001 = - — - Highrrisk Low vs. High < .001

Intermediate vs. High .007 Intermediate vs. High .51
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A continuacion se realiz6 un anadlisis multivariante con ambas
clasificaciones para poder determinar cual de ellas presentaba mayor poder
estadistico. En un primer analisis la categorizacién citogenética del IPSS
quedaba fuera del modelo de regresion entrando en primer lugar la nueva
clasificacion citogenética propuesta para LMMC. Se realizé un segundo analisis
forzando la entrada de ambas clasificaciones en el modelo de regresion, en este

caso la significacion estadistica para el IPSS fue no significativa, P = .076.

Por otro lado, se estudié el riesgo de evolucion a LMA. La clasificacion
del IPSS también permitié diferenciar distintos grupos de riesgo de evolucion a
LMA (P = .005) pero, al igual que la nueva clasificacion propuesta, no permitié
diferenciar los pacientes incluidos en los grupos de riesgo desfavorable e
intermedio (P = .NS; Tabla 19 y Figura 9).

Tabla 19. Riesgo de evoluciéon a LMA de acuerdo al grupo a la nueva clasificacion

desarrollada para LMMC y a la clasificacién citogenética del IPSS.

Evoluciéon a LMA

Evolucion Probabilidad

del 25% actuarial (%) P

(meses) 2 ainos 5 afnos
Clasificacion citogenética especifica para LMMC .001
Bajo riesgo 59 12 27
Riesgo intermedio 10 20 33
Alto riesgo 8 42 42
Clasificacion citogenética segun IPSS .005
Bajo riesgo 59 12 27
Riesgo intermedio 12 29 38
Alto riesgo 7 46 46

Clasificacion nueva: Bajo riesgo, cariotipo normal y -Y; Alto riesgo, +8, anomalias del
cromosoma 7 y cariotipo complejo; y, Riesgo intermedio, otras alteraciones. Clasificacion
IPSS: Bajo riesgo, del(5q) aislada, del(20q), -Y y cariotipo normal; Alto riesgo, anomalias

del cromosoma 7 y cariotipo complejo; y Riesgo intermedio, otras alteraciones.
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Figura 9. Riesgo de evolucion a LMA de acuerdo a la nueva clasificacion de riesgo

citogenético para LMMC (A) y a la clasificacion de riesgo citogenético del IPSS (B).
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Intermediate vs. High 42 Intermediate vs. High .36

5.2.4.4 Citogenética en los subgrupos LMMC-MD y LMMC-MP

Posteriormente se analizaron la asociacion de las dos clasificaciones
citogenéticas a la poblacion de pacientes a la que es aplicable el IPSS: los casos
con menos de 12 x 10%/L.

Ambas clasificaciones permitieron diferenciar tres grupos de riesgo

estadisticamente significativos tanto para supervivencia global como para riesgo

de evolucion a LMA en los dos subgrupos de pacientes LMMC-MD y LMMC-MP
(Tabla 20 y 21).
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Tabla 20. Supervivencia global de acuerdo al grupo a la nueva clasificaciéon
desarrollada para LMMC y a la clasificacion citogenética del IPSS para LMMC-MD y
LMMC-MP.

Supervivencia Global

Mediana Vivos a los

) (meses) 5 anos (%) 2
LMMC-MD
Clasificacion citogenética especifica para LMMC < .001
Bajo riesgo 210 48 43
Riesgo intermedio 23 30 35
Alto riesgo 22 12 13
Clasificacion citogenética segun IPSS = .001
Bajo riesgo 215 46 43
Riesgo intermedio 32 14 26
Alto riesgo 8 9 42
LMMC-MP
Clasificacion citogenética especifica para LMMC < .001
Bajo riesgo 113 23 19
Riesgo intermedio 19 11 15
Alto riesgo 29 10 100
Clasificacion citogenética segun IPSS = .001
Bajo riesgo 114 23 19
Riesgo intermedio 36 6 9
Alto riesgo 11 15 100

Clasificacion nueva: Bajo riesgo, cariotipo normal y -Y; Alto riesgo, +8, anomalias del
cromosoma 7 y cariotipo complejo; y, Riesgo intermedio, otras alteraciones. Clasificacion
IPSS: Bajo riesgo, del(5q) aislada, del(20q), -Y y cariotipo normal; Alto riesgo, anomalias

del cromosoma 7 y cariotipo complejo; y Riesgo intermedio, otras alteraciones.
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Tabla 21. Riesgo de evolucion a LMA de acuerdo al grupo a la nueva clasificacion
desarrollada para LMMC y a la clasificacion citogenética del IPSS para LMMC-MD y
LMMC-MP.

Evolucién a LMA

Evolucién Probabilidad
del 25% actuarial (%) P
(meses) 2 aios 5 afios
LMMC-MD
Clasificacion citogenética especifica para LMMC .016
Bajo riesgo 66 10 16
Riesgo intermedio 8 21 21
Alto riesgo 7 37 37
Clasificacion citogenética segun IPSS .047
Bajo riesgo 66 10 16
Riesgo intermedio 13 28 28
Alto riesgo 7 25 25
LMMC-MP
Clasificacion citogenética especifica para LMMC .022
Bajo riesgo 28 15 44
Riesgo intermedio 5 17 58
Alto riesgo 6 48 48
Clasificacion citogenética segun IPSS .043
Bajo riesgo 28 15 44
Riesgo intermedio 13 31 65
Alto riesgo 6 47 47

Clasificacion nueva: Bajo riesgo, cariotipo normal y -Y; Alto riesgo, +8, anomalias del
cromosoma 7 y cariotipo complejo; y, Riesgo intermedio, otras alteraciones. Clasificacion
IPSS: Bajo riesgo, del(5q) aislada, del(20qg), -Y y cariotipo normal; Alto riesgo, anomalias

del cromosoma 7 y cariotipo complejo; y Riesgo intermedio, otras alteraciones.

Sin embargo, mientras que la forma de las curvas de supervivencia con la
nueva clasificacion citogenética en el subgrupo de pacientes de LMM-MP fue el
esperado, cuando se aplicaba la clasificacion citogenética del IPSS en este
mismo subgrupo de pacientes la curva de supervivencia correspondiente la
categoria de riesgo intermedio se dibujaba por debajo de la categoria de

pacientes de riesgo alto (Figura 10A-D).
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Figura 10. Supervivencia global de acuerdo a la nueva clasificacion de riesgo

citogenético para LMMC (A y B) y a la clasificacion de riesgo citogenético del IPSS
(C y D) en LMMC-MD y LMMC-MP respectivamente.
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5.3 Alteraciones moleculares

5.3.1 FLT3y NPM1

Para determinar la frecuencia de mutaciones de los genes FLT3 y NPM1
en pacientes con LMMC se amplific6 el DNA usando cebadores especificos
marcados para ambos genes. El producto de PCR obtenido fue analizado
simultaneamente mediante electroforesis capilar en el ABIPLISM 3130 DNA
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA). Todas las muestras se

analizaron por duplicado.

No se encontraron mutaciones en FLT3-ITD/NPM1 en ninguno de los 70
pacientes estudiados. En la Figura 11 se muestra una imagen de los resultados

obtenidos, donde pueden observarse los alelos normales para ambos genes.

Figura 11. Analisis de fragmentos obtenidos mediante PCR multiple de NPM1y
FLT3. El tamaiio del alelo normal de NPM1y FLT3 son 236pb y 330pb,
respectivamente.
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5.3.2 JAK2

Se estudio la presencia del alelo JAK2V617F en las 70 muestras de
LMMC. Seis de los pacientes (8%) resultaron positivos para el alelo mutado de
forma heterocitogota (Figura 12). Dada la baja incidencia no se pudo establecer

su implicacién pronéstica.

Figura 12. Gel de agarosa donde se muestran dos pacientes positivos y dos

negativos.

Abreviaturas: P, pacientes; C+, control positivo; C-, control negativo; B, Blanco; M,

marcador de peso molecular

5.3.3 c-FMS, FLT1, KDR, c-CBL, IDH1 e IDH2
5.3.3.1¢c-FMS, FLT1, KDR y c-CBL

Para determinar el posible potencial oncogénico de las mutaciones en los
receptores tirosina-quinasa c-FMS, FLT1 y KDR y en la actividad ubiquitin ligasa
de c-CBL se secuenciaron los exones de interés en cada uno de los casos

detallados en la Tabla 9.

Una vez obtenidos los cromatogramas mediante secuenciacion directa,
se compararon las secuencias con las proporcionadas por el “GeneBank
Accesion number” y no se encontraron mutaciones en ninguno de los genes
estudiados. Todas las secuencias se correspondieron con la secuencia normal

de cada uno de los genes. Ademas no se encontrd ningun polimorfismo en los
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genes estudiados: ¢c-FMS, FLT1, KDR y c-CBL. Esto se confirmé6 en la base de
datos de SNP del “National Center for Biotechnology Information (NCBI)".

5.3.3.2IDH1 e IDH2

Se han estudiado mediante secuenciacion directa la incidencia de las

mutaciones R132 y R172 que afectan a IDH1 e IDH2 respectivamente.

De los 70 casos estudiados dos fueron no valorables. Dos de 68
pacientes (3%) resultaron positivos para el alelo mutado IDH7 R132. Sin
embargo, no se encontrd ningun caso que presentara la mutacion R172 en IDH2.
Las mutaciones encontradas se trataban de p.Arg132His, el cambio mas

frecuente descrito que se produce por el cambio de base c.G395A (Figura 13).

Ademas, en 7/68 (10%) se observo la presencia del polimorfismo SNP
rs11554137 (V711) localizado en el coddén 105 (GGC_GGT; IDH1105GGT)
localizado en el mismo exdn que las mutaciones que se han descrito hasta el

momento en IDH1 (Figura 13).

Figura 13. Cromatograma del gen IDH1

SNP rs. 11554137

SNP'rs. 11554137 ¢.G395A! p.R132H

Se encuentra sefalada la mutacion R132H y el polimorfismo SNP rs11554137
localizado en el codén 105 (GGC_GGT; IDH1105GGT) obtenida en uno de los

pacientes estudiados.

Este polimorfismo se presenta en torno al 7,5% de la poblacién europea.
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP). Un estudio a niveles de mRNA de
IDH1 demostrd que los pacientes que presentaba el SNP en heterocigosis o en

homocigosis tenian una expresion significativamente mayor de mRNA. El
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aumento de expresion podria afectar a los niveles de proteina IDH1 vy, por
consiguiente, al metabolismo intracelular de NADPH, lo que a su vez afectaria a

diferentes rutas de la mielopoyesis (Wagner et al., 2009).

Dado la baja frecuencia encontrada en nuestra serie no se han podido
correlacionar las variaciones encontradas en la secuencia de IDH71 con las

caracteristicas clinicas o biolégicas de los pacientes estudiados.

5.3.4 Reordenamiento de los genes PDGFRA y PDGFRB

El estudio por FISH de reordenamientos de los genes PDGFRA y
PDGFRB mostré que ninguno de los casos estudiados se encontré reordenado.
Todos los casos mostraron un patrén normal con una doble sefial de fusion.

Variables pronésticas en LMMC.

5.4 Factores pronodsticos en LMMC

5.4.1 Supervivencia global

Para determinar que factores de riesgos fueron predictivos tanto para
muerte como para evoluciéon a LMA se realiz6 un analisis univariante en la serie
de 558 pacientes con cada una de las variables recogidas en el momento del

diagnostico.

5.4.1.1 Andlisis univariante

Diferentes variables se asociaron una menor supervivencia global: la
edad, el sexo, la clasificacion OMS para LMMC y por tanto también los blastos
en MO y en SP, la hemoglobina, el recuento de leucocitos, PMN y monocitos, los
niveles de LDH y Ferritina en suero (aunque estos datos soélo se disponian de en
un menor numero de pacientes) y la dependencia transfusional al diagnéstico
(Tabla 22).
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Tabla 22. Asociacion de las principales caracteristicas de la serie con la

supervivencia global.

Supervivencia Global

No. de Mediana Vivos alos 5

Caracteristicas pacientes (%) (meses) anos (%) P
Total 558 (100)

Edad, afnos .008
<70 190 (34) 37 37

>70 207 (66) 28 27

Sexo .021
Hombre 377 (68) 29 28

Mujer 181 (32) 42 36

Clasificacion OMS <.001
LMMC 1 478 (86) 37 34

LMMC 2 80 (14) 12 12

Hemoglobina g/dL <.001
<10 190 (34) 18 16

210 368 (66) 43 38

Leucocitos, x 10°/L <.001
<13 338 (61) 44 42

=13 220 (39) 21 16

Plaquetas, x 10°/L .054
<100 221 (40) 30 29

=100 337 (60) 36 32

Neutréfilos, x 10°/L .021
<18 101 (18) 53 42

=18 457 (82) 29 29

Monocitos, x 10°/L =.001
<3 234(57) 42 40

=3 182(43) 26 21

Blastos en MO, % <.001
<5 347 (62) 36 34

5-9 138 (25) 43 35

10-19 73 (13) 11 10

Blastos en SP <.001
No 367 (77) 39 34

Si 100 (21) 15 11
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Tabla 22 (continuacion). Asociacion de las principales caracteristicas de la serie

con la supervivencia global.

Supervivencia Global

No. de Mediana

Vivos alos 5

Caracteristicas pacientes (%) (meses) anos (%) P
Total 558 (100)

LDH, U/L <.001
<480 242 (68) 43 43

> 480 115 (32) 20 11

Ferritina, mg/dL <.001
< 500 mg/dL 173 (80) 42 35

> 500 mg/dL 43 (20) 20 16

Dependencia transfusional <.001
No 441 (79) 40 38

Si 116 (21) 14 9

Clasificacion citogenética especifica para LMMC <.001
Bueno 429 (81) 39 36

Intermedio 47 (9) 18 20

Malo 56 (10) 12 7

5.4.1.2 Analisis multivariante

Todas las variables estadisticamente significativas se incluyeron en el

analisis. Cinco variables mantuvieron significacion pronostica en el analisis

multivariante para supervivencia global: la Clasificacion segun la OMS, los

leucocitos, la dependencia transfusional al diagnéstico, la nueva clasificacidon

citogenética para LMMC vy los niveles de LDH en suero (Tabla 23).
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Tabla 23. Analisis multivariante para supervivencia global.

VARIABLES HR (95% Cl) P
Supervivencia Global
Leucocitos (</=z 13 x 109/L) 1.730 (1.268 — 2.360) P <.001
Categorias OMS 2.055 (1.402 - 3.012) P <.001
Citogenética de LMMC 1.605 (1.259 — 2.047) P < .001
Dependencia transfusional 1.904 (1.368 — 2.652) P < .001
LDH en suero 2.197 (1.583 — 3.047) P < .001

5.4.2 Riesgo de Evolucién a LMA
5.4.2.1 Andlisis univariante

5.4.2.1.1 Analisis mediante Kaplan Meier

En el analisis univariante de Kaplan-Meier las variables asociadas con un
mayor riesgo de evolucion a LMA fueron: la clasificacion OMS y por tanto
también los blastos en MO y en SP, la hemoglobina, la clasificacion de la FAB, el
recuento de PMN y monocitos, la dependencia transfusional al diagnéstico, la
nueva clasificacion citogenética para LMMC y los niveles de LDH vy ferritina en
suero (Tabla 24).

5.4.2.1.2 Analisis mediante riesgos competitivos

En el andlisis univariante de incidencia acumulada de riesgo competitivo
las variables asociadas con un mayor riesgo de evolucién a LMA fueron: la edad,
la clasificacion OMS y por tanto también los blastos en MO y en SP, la
clasificacion de la FAB, la nueva clasificacion citogenética para LMMC vy los

niveles de ferritina en suero (Tabla 24).

120



Resultados

Tabla 24. Asociacion de las principales caracteristicas de la serie con el riesgo de

evoluciéon a LMA.

Evolucién a LMA

Incidencia mediante

Incidencia acumulada
mediante riesgo

N (%) S T ) competitivo (%)

2 anos 5 anos P | 2afhos 5 anos P
Total (?gg)
Edad, afios .071 .014
<70 190 (34) 22 34 18 26
>70 207 (66) 15 25 11 17
Sexo .074 .190
Hombre 377 (68) 17 34 14 23
Mujer 181 (32) 17 22 15 15
Clasificacion OMS <.001 <.001
LMMC 1 478 (86) 13 25 11 18
LMMC 2 80 (14) 47 54 32 35
Hemoglobina g/dL <.001 .065
<10 190 (34) 29 40 21 26
210 368 (66) 13 25 11 18
Leucocitos, x 10°/L <.001 .014
<13 338 (61) 14 20 12 15
=13 220 (39) 23 49 17 28
Plaquetas, x 10°/L .850 650
<100 221 (40) 21 30 16 21
=100 337 (60) 15 28 13 21
Neutréfilos, x 10°/L 470 931
<18 101 (18) 20 24 13 21
=18 457 (82) 17 31 18 21
Monocitos, x 10°/L .068 341
<3 234(57) 14 20 11 16
>3 182(43) 17 34 13 21
Blastos en MO, % <.001 <.001
<5 347 (62) 12 26 10 18
5-9 138 (25) 16 24 14 19
10-19 73 (13) 49 58 34 36
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Tabla 24 (continuacion). Asociacion de las principales caracteristicas de la serie

con el riesgo de evoluciéon a LMA.

Evolucién a LMA

Incidencia mediante Incide(rjlf:iatacl_Jmulada
N (%) Kaplan-Meier (%) competitivo (%)

2 anos 5 afos P | 2 aiios 5 afnos P
Total (?(5)3)
Blastos en SP <.001 .005
No 367 (77) 12 25 10 18
Si 100 (21) 39 48 26 30
LDH, U/L .456 451
<480 242 (68) 14 25 12 20
> 480 115 (32) 14 25 11 15
Ferritina, mg/dL <.001 .014
< 500 mg/dL 173 (80) 10 15 8 12
> 500 mg/dL 43 (20) 30 48 23 28
Dependencia transfusional <.001 .222
No 441 (79) 14 25 12 19
Si 116 (21) 32 47 21 26
Clasificacion citogenética para LMMC <.001 <.001
Bueno 429 (81) 12 24 11 18
Intermedio 47 (9) 31 45 25 29
Malo 56 (10) 56 67 38 41

5.4.2.2 Analisis multivariante

5.4.2.2.1 Analisis mediante Regresion de Cox

Las variables que mantuvieron significado pronostico en el analisis
multivariante fueron: el recuento de leucocitos, la clasificacién seguin la OMS, la
nueva clasificacién citogenética para LMMC y la dependencia transfusional al

diagnéstico (Tabla 25).

5.4.2.2.2 Anaélisis mediante el test de “Fine and Gray”
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Las variables que mantuvieron significado pronostico en el analisis
multivariante de incidencia acumulada de evolucion a LMA fueron: la
clasificacién segun la OMS y la nueva clasificacion citogenética para LMMC
(Tabla 25).

Tabla 25. Analisis multivariante del riesgo de evolucion a LMA.

Variables HR (95% Cl) P

Evolucién a LMA mediante regresion de Cox

Leucocitos (</2 13 x 10%/L) 2.483 (1.414 — 4.359) P =.001
Categorias OMS 2.520 (1.243 - 5.107) P <.001
Citogenética de LMMC 2.158 (1.459 — 3.191) P <.001
Dependencia transfusional 2.051 (1.096 — 3.837) P =.025
Evolucién a LMA mediante test de Fine and Gray

Categorias OMS 2.23 (1.38 - 3.60) P=.001
Citogenética de LMMC 1.54 (1.17 — 2.03) P =.002

5.4.3 Propuesta de un nuevo indice pronoéstico (CPSS)

Con todos los datos anteriores se construyé un indice prondstico de
supervivencia libre de evento especifico para LMMC (CPSS, CMML-specific
Prognostic Scoring System). Se seleccionaron las cuatro variables con
significado prondstico independiente tanto para supervivencia global como para
transformacién a LMA. Se asign6 el mismo valor a cada una de las variables
basandonos en la similitud de los coeficientes de regresién del modelo
proporcional de Cox (Hazards Ratio, HR) obtenido en el analisis multivariante: 1
punto para LMMC-2, 1 punto para leucocitos = 13 x 10%L, 1 punto para el
transfusién-dependiente, 1 punto para el grupo de riesgo intermedio citogenético

y 2 puntos para el grupo de alto riesgo citogenético (Tabla 26).

Los niveles de LDH al diagnoéstico finalmente no se incluyeron en el
indice pronéstico porque no mantuvieron su significaciébn para la evolucion a
LMA. Sin embargo, cabe destacar que la LDH > 480UI/L permiti6 dividir el grupo

intermedio en dos grupos con diferente pronostico para supervivencia global
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(mediana de supervivencia global de 30 meses vs. 20 meses para < 480Ul/L y >
480UI/L, respectivamente, (P < .001).

Tabla 26. Puntuacion de los factores de riesgo segun el nuevo CPSS.

Puntuacion 0 1 2
Categorias OMS LMMC-1 LMMC-2
Leucocitos <13 x 10%L > 13 x 10%L
Dependencia transfusional No dependiente Dependiente

Riesgo

Categoria citogenética de LMMC Bajo riesgo Alto riesgo

intermedio

El indice pronéstico se calculdé posteriormente sumando el numero de
puntos correspondiente a cada factor de riesgo. De acuerdo a este criterio los
pacientes se dividieron en 6 grupos, desde 0 a 5 puntos. Mediante un analisis
univariante se obtuvo la supervivencia estimada para cada subgrupo. Mediante
el estudio de los grupos dos a dos se establecieron cuatro grupos de riesgo con
diferentes prondsticos significativos: un grupo de bajo riesgo (0 puntos), un grupo
de riesgo intermedio-1 (1 punto), un grupo de riesgo intermedio-2 (2 y 3 puntos),

y un grupo de alto riesgo (4 y 5 puntos) (Tabla 27).

Tabla 27. Grupos de riesgo segun la puntuacion obtenida en el nuevo indice

pronostico.

Grupo de Riesgo Puntuacion
Bajo 0
Intermedio-1

Intermedio-2 2-3
Alto 4-5

5.4.3.1 Supervivencia global segin el CPSS

La clasificacion de la serie segun de acuerdo a los grupos de riesgo del

CPSS resultdé en un 41% de los pacientes en el grupo de bajo riesgo, un 29% en
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el grupo de riesgo intermedio-1, un 26% en el grupo de riesgo intermedio-2 y un
4% en el grupo de alto riesgo con diferentes probabilidades de muerte: mediana
de supervivencia global de 72, 31, 13 y 5 meses, respectivamente; P < .001
(Tabla 28 y Figura 14). Ademas estas diferencias mantuvieron su significacion

cuando se analizaron las diferencias entre grupos de riesgo por parejas.

Tabla 28. Supervivencia global de las categorias del riesgo prondsticos del CPSS.

Supervivencia Global

ngo  fedms yhersies e
Categorias de riesgo <.001
Bajo 217 (41) 72 55

Intermedio-1 155 (29) 31 25

Intermedio-2 141 (26) 13 10

Alto 19 (4) 5 0

Figura 14. Supervivencia global de acuerdo a CPSS.
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5.4.3.2 Riesgo de evoluciéon a LMA segun el CPSS

5.4.3.2.1 Analisis univariante mediante Kaplan Meier

De acuerdo al CPSS, las diferencias en las tasas de evolucion a LMA
fueron del 7, 14, 37 y 100% respectivamente a los 2 afios, P < .001. Ademas
estas diferencias mantenian su significacibn cuando se analizaban las

diferencias entre grupos de riesgo por parejas (Tabla 29 y Figura 15).

5.4.3.2.2 Andlisis univariante mediante riesgo competitivo

Mediante el andlisis de incidencia acumulada de riesgo competitivo se
observaron también diferencias significativas entre los grupos de riesgo del
CPSS. Las tasas de evolucion a LMA en este caso fueron de 6%, 11%, 27% y

39% respectivamente a los 2 afios, P < .001 (Tabla 29).

Tabla 29. Riesgo de evoluciéon a LMA segun el CPSS. Serie de desarrollo.

Incidencia mediante Incidencia acumulada

Kaplan Meier mediante riesgo competitivo

CPSS (%) (%)
2 afios 5 afios P 2 aios 5 afios P

Categorias de riesgo <.001 <.001
Bajo 7 13 6 11
Intermedio-1 14 29 11 19
Intermedio-2 37 60 27 36
Alto 73 73 39 39
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Figura 15. Riesgo de evoluciéon a LMA de acuerdo al CPSS.
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5.5 Serie validacion

Para validar el nuevo CPSS dispusimos de una serie independiente. Se
seleccionaron un total de 264 pacientes con diagnoéstico de LMMC de novo
procedentes del Heinrich-Heine-University Hospital y de la Fondazione IRCCS
Policlinico San Matteo segun los mismos criterios de inclusion que la serie de
desarrollo. Las principales caracteristicas de los pacientes en el momento del

diagnostico se pueden observar en la Tabla 30.

Esta serie de validacion presento las siguientes caracteristicas: un 80%
de los pacientes fueron mayores de 60 afios y 191 (70%) pacientes fueron
hombres. La mediana de supervivencia global fue de 25 meses y el riesgo de
evolucion a LMA a los 2 afios fue del 35%. De acuerdo a la clasificacién de la
FAB (leucocitos </= 13 x 10%L) 138 pacientes (50%) fueron LMMC-MD y 136
pacientes (50%) fueron LMMC-MP. Segun la clasificacion de la OMS 218
pacientes (80%) fueron del subtipo LMMC-1 y 56 pacientes (20%) eran LMMC-2.
La nueva clasificacion citogenética estratifico estos pacientes en los tres grupos
de riesgo de la siguiente forma: 146 (63%) en el bajo riesgo, 41 (18%) en el
riesgo intermedio y 45 (19%) en el alto riesgo. Sesenta y nueve de los 274

pacientes (25%) presentaron dependencia transfusional al diagnéstico. En la
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tabla 30 se pueden observar las principales diferencias entre las series de

desarrollo y validacion.

Tabla 30. Tabla comparativa de las principales caracteristicas de la serie de

desarrollo y de validacién.

Serie de desarrollo

Serie de Validacion

Caracteristicas (::I:rf::’as) N (%) (gl:rdei;r:,as) N (%)
Total 558(100) 274(100)
Edad 73 (19 — 99) 70 (41 — 98) <.001°
<60 61 (11) 55 (20)
61-70 135 (24) 105 (38) <.001°
>70 362 (65) 114 (42)
Sexo
Hombre 377 (68) 191 (70)
.532°
Muijer 181 (32) 83 (30)
Clasificacion OMS
CMML-1 478 (86) 218 (80) X
.025
CMML-2 80 (14) 56 (20)
Hemoglobina 11 (1-19) 11(2-17) 224°
<10 g/dL 190 (34) 101 (37)
479°
> 10 g/dL 368 (66) 173 (63)
Leucocitos 10 (1 — 156) 13 (1 — 150) .143°
<13x 10°L 338 (61) 138 (50) .
> 13x 10%L 220 (39) 136 (50) 008
Plaquetas 123 (4 — 928) 105 (1 — 979) .091°
< 100%10%L 221 (40) 132 (48) .
2100 x10°%/L 337 (60) 142 (52) 019
PMN 4.2 (0.1-73.9) 6.3 (0.1 —75.0) .018%
< 1.8 x10%L 103 (18) 41 (15) .
> 1.8 x10%L 455 (82) 232 (85) 218

®Mann-Whitney U-test.; ° x 2-test. ° Fisher's exact test.
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Tabla 30 (continuacién). Tabla comparativa de las principales caracteristicas de la

serie de desarrollo y de validacion.

Serie de desarrollo

Mediana

Serie de Validacion

Mediana

ArF . -
Caracteristicas (extremos) N (%) (extremos) N (%)
Total 558(100) 274(100)
Monocitos 2.6 (1.1 -40.9) 6.4 (1.1 = 75.0) <.001°
<3.0 x10%L 236 (57) 128 (47) .
.010
> 3.0 x10°/L 180 (43) 146 (53)
Blastos en SP
No 367 (79) 193 (70)
.013°¢
Si 100 (21) 81 (30)
Blastos en MO 3(0-19) 6 (0-19) <.001°
<5% 347 (62) 116 (42)
5-9% 138 (25) 103 (38) <.001°
10 -19% 73 (13) 55 (20)
LDH 394 (104 — 2976) 277 (97 — 7743) <.001°
<480 Ul/L 242 (68) 94 (46)
0 <.001°
> 480 Ul/L 115 (32) 107 (54)
Ferritina 170 (6 — 4000) 318 (58 — 2010) .001*
<500 mg/dL 173 (80) 73 (63)
< .001°
> 500 mg/dL 43 (20) 43 (37)
Dependencia transfusional
No 441 (79) 205 (75)
.156°
Si 116 (21) 69 (25)
Riesgo citogenético especifico para LMMC
Bueno 429 (81) 146 (63)
Intermedio 47 (9) 41 (18) <.001°
Malo 56 (10) 45 (19)

@ Mann-Whitney U-test.; ° x 2-test. ° Fisher's exact test.

Cuando se compararon las caracteristicas clinico-biolégicas entre las

series se observaron diferencias entre el porcentaje de blastos en MO (P < .001),
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en la presencia de blastos en SP (P = .012), y consecuentemente en la
clasificacion de la OMS (P = .025), en el recuento de leucocitos (P = .005), en el
recuento de plaquetas (P = .019), en el recuento de monocitos (P = .010), en
los niveles de LDH en suero (P < .001), en los niveles de ferritina (P < .001), en
la distribucién de los pacientes en los grupos de riesgos citogenéticos (P < .001).
Ademas, se observd una mayor frecuencia de evolucion a LMA, la serie de
validacion presenté una frecuencia mas alta de transformaciéon a LMA a los 5
afios (29% vs. un 45% en la serie de desarrollo vs. la serie de validacion,
respectivamente, P < .001). Sin embargo, las medias de supervivencia global
eran comparables en ambas series (31 meses en la serie de desarrollo vs. 25

meses en la serie de validacion, P = .231).

Con el fin de intentar explicar estas diferencias en la tasa de evolucién a
LMA entre las dos series, se seleccionaron en la serie de desarrollo los
pacientes que provenian de hospitales de tercer nivel. Cuando se compard este
subgrupo de pacientes con la serie de validacion, las medianas de evolucién a
LMA fueron comparables (39% en el subgrupo de pacientes de hospitales de 3er
nivel vs. 45% en la serie de validacion, P = 0.52). No se observaron otras

diferencias entre ambas series.

5.5.1 Validacién del nuevo indice pronéstico (CPSS)
5.5.1.1 Supervivencia global

De acuerdo al nuevo CPSS los pacientes se asignaron en los cuatro
grupos de riesgo del siguiente modo: 26% dentro del grupo de bajo riesgo, 31%
en el grupo de riesgo intermedio-1, un 39% en el grupo de riesgo intermedio-2, y
un 4% en el grupo de alto riesgo. La distribucion de los pacientes fue similar a la
serie de desarrollo (P = .176). Los pacientes de las cuatro categorias
presentaron diferencias significativas en las medianas de supervivencia global:
61 meses para el bajo riesgo, 34 meses para el grupo de riesgo intermedio-1, 15
meses para el grupo de riesgo intermedio-2 y 9 meses para el alto riesgo, P
< .001 (Tabla 31 y Figura 16). Las comparaciones entre grupos por parejas

mantuvieron la significacion estadistica.
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Tabla 31. Supervivencia global segtin el CPSS. Serie de validacion.

Cohorte de validacién N (%) '2""‘::';';‘;‘ ‘é";‘;z 2 ('(,‘/:7 P
Categorias de riesgo <.001
Bajo 60 (26) 61 51

Intermedio-1 71 (31) 34 29

Intermedio-2 90 (39) 15 11

Alto 10 (4) 9 0

1'% P -1 Bajo -7 Intermedio-2
08 &I‘ -« Tntermedio-1 =" *Alto

o
™
1

Probabilidad
5

0,0

5.5.1.2 Riesgo de evoluciéon a LMA

5.5.1.2.1 Analisis univariante mediante Kaplan-Meier

En cuanto al riesgo de evolucion a LMA, de acuerdo al CPSS el
porcentaje de riesgo acumulado a los 2 afios fue del 8% para el bajo riesgo, del
25% para el grupo de riesgo intermedio-1, del 49% para el grupo de riesgo
intermedio-2 y del 100% para el grupo de alto riesgo, P < .001 (Tabla 32 y Figura

17). Las comparaciones por parejas mantuvieron la significacion estadistica
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entre todos los grupos exceptuando los grupo de riesgo Intermedio-1 e

Intermedio-2 que mostrd una tendencia a la significacion (P = .064).

5.5.1.2.2 Andlisis univariante mediante riesgo competitivo

Mediante el analisis de incidencia acumulada de riesgo competitivo se
observaron también diferencias significativas entre los grupos de riesgo del
CPSS (P < .001). Sin embargo, no hay diferencias de riesgo de evoluciéon a LMA

entre los grupos intermedio-2 y alto riesgo (Tabla 32).

Tabla 32. Riesgo de evolucion a LMA segun el CPSS. Serie de validacion.

Incidencia mediante Incidencia acumulada
Kaplan Meier mediante riesgo competitivo

CPSS (%) (%)

2 aflos 5 afios P | 2afos 5 afios P
Categorias de riesgo <.001 <.001
Bajo 8 25 8 18
Intermedio-1 25 40 23 30
Intermedio-2 49 52 41 43
Alto 100 100 41 43

Figura 17. Riesgo de evolucion a LMA de acuerdo al CPSS. Serie de validacion.

1,0 .
|
! —1 Bajo — T Intermedio-2
0,8 | - intermedio-1  —"'Atto
|
T !
2%
._3 I i i £ et o S +
] +
o
4
2 54 I+ H+
o
T T T T
72 96 120 144 168 192 216
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5.6 Comparacién con otros sistemas prondsticos

Hasta el momento se han descrito diversos indices pronésticos, todos

ellos capaces de predecir el curso de la enfermedad en pacientes con LMMC vy

separando significativamente distintos grupos de riesgo. Hemos aplicado los

indices prondsticos mas relevantes (Bournemouth modificado, Espariol-2002,

Dusseldorf e IPSS) a las dos cohortes de pacientes con el fin de conocer cual

de ellos presentaba una mayor potencia estadistica. Los parametros utilizados

para estratificar los pacientes segun los distintos sistema pronéstico se detallan

en la Tabla 33.

Tabla 33. Variables para la clasificacion de los diferentes indices pronésticos

descritos para LMMC.

BOURNEMOUTH DUSSELDORF ESPANOL IPSS
Factores de riesgo
Hb <10 g/dL 1 Hb <9 g/dL 1 LDH>15ULN 1 Citopenias2/3 0.5
PMN < 2,5x10%L LDH elevada 9 Citogenética:
or>16x10%L | (200 UI) 1| WCB>10x10°%L 1] “\niermedio 92
Plaquetas 1 Plaquetas 1 Blastos MO 1 Citogenética: 1
< 100x10%/L <100 x 10°L >5% Malo
Blastos MO 1 Blastos MO 1 Blastos MO 05
> 5% > 5% 5-10% ’
Blastos MO 15
11 -19% ’
Grupos de riesgo
Bajo: 0 - 1 Bajo: 0 Bajo: 0 Bajo: 0
Intermedio-1: 1 -2 Interm-1: 0,5-1,0
Interm-2: 1,5-2,0
Alto: 2 -4 Alto: 3-4 Alto: 3-4 Alto: 2 2.5
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Todos los sistemas pronésticos fueron estaban disefiados para separar al
menos dos grupos de riesgo estadisticamente significativos (Tabla 33). Sin
embargo, los que mostraban tres o mas grupos de riesgo no mostraron

diferencias significativas al comparar los grupos de riesgo entre si (Fig. 18-19):

- El indice pronostico de Dusseldorf permitié separar tres grupos de
riesgo para supervivencia global pero en el caso de la evolucibn a LMA soélo
encontramos diferencias significativas entre los grupos de Bajo y Alto riesgo en

ambas series. (Figura 18).

Figura 18. Supervivencia global en la serie de desarrollo segtn el indice pronéstico
de Diisseldorf.

Supervivencia

Meses

- Bajo -~ Intermedio-2
-« Vintermedio-1 —"'Alto

- EI IPSS permiti6 separar cuatro grupos de riesgo para supervivencia

global en ambas series pero para predecir la evolucién a LMA no se encontraron
diferencias entre los grupos de riesgo bajo e intermedio-1 (P = .090 en la serie
de desarrollo y P = .071 en la serie de validacién) ni entre los grupos intermedio-
2 y alto riesgo (P = .142 en la serie de desarrollo y P = .318 en la de validacion;
(Figura 19).
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Figura 19. Supervivencia global en la serie de desarrollo segtn el IPSS.

Supervivencia

Meses

- Bajo - = Intermedio-2
-« intermedio-1 —"'Alto

Con el fin de conocer cual de ellos era capaz de predecir mejor tanto la
supervivencia global como el riesgo de evolucién a LMA se aplico el test de
Estimacion de la Probabilidad de Concordancia (CPE, concordance probability
estimation, Gonen and Heller. 2005) en cada indice prondéstico. Como podemos
observar en la Tabla 33, todos ellos presentaron un valor de CPE superior a 0.5
(valor considerado dintel de discriminacién), pero soélo el IPSS y el nuevo CPSS
alcanzaban valores proximos a 0.7. Estos datos hay que tenerlos en cuenta en
combinacion con la capacidad de predecir varios grupos de riesgo
significativamente distintos entre ellos, y en este caso s6lo el CPSS lo conseguia

tanto para supervivencia global como para evolucion a LMA (Tabla 34).
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Tabla 34. Supervivencia global y riesgo de evoluciéon a LMA de acuerdo a los

diferentes indices pronodsticos descritos para LMMC en la serie de desarrollo y en

la serie de validacion.

Serie de desarrollo

indice ] Evolucién
Pronéstico Mediana Long rank P a LEVIA Long rank P
(meses) 2 anos
(%)
GESMD CPE = 0.658 CPE = 0.694
Bajo 72 Bajo vs. Interm-1, 7 Bajo vs. Interm-1,
Interm-1 31 P <.001; 14 P =.023;
Interm-2 13 Bajo vs. Interm-2, 37 Bajo vs. Interm-2,
P < .001; P < .001;
Bajo vs. Alto, Bajo vs. Alto,
P < .001; P < .001;
Interm-1 vs. Interm-2, Interm-1 vs. Interm-2,
Alto 5 P <.001; 73 P <.001;
Interm-1 vs. Alto, Interm-1 vs. Alto,
P < .001; P < .001;
Interm-2 vs. Alto, Interm-2 vs. Alto,
P < .001. P= .015.
BOU.R.NEMOUTH CPE = 0.573 CPE = 0.593
modificado
Bajo 42| Bajo vs. Alto, P < .001. 10 Bajo vs. Alto, P
Alto 22 27 <.001.
DUSSELDORF CPE = 0.563 CPE = 0.595
Bajo 83 Bajo vs. Interm, 17 Bajo vs. Interm,
Interm 38 P =.162; 10 P =.386;
Bajo vs. Alto, Bajo vs. Alto,
P < .001; P =.001;
Alto 15 Interm vs. Alto, 35 Interm vs. Alto,
P =.028. P =.077.
ESPANOL CPE =0.574 CPE = 0.594
Bajo 43 | Bajo vs. Alto, P < .001. ! Bajo vs. Alto, P
Alto 18 28 <.001.
IPSS CPE = 0.597 CPE = 0.636
Bajo 41 Bajo vs. Interm-1, 9 Bajo vs. Interm-1,
P =.002; P =.090;
Interm-1 31 Bajo vs. Interm-2, 18 Bajo vs. Interm-2,
Interm-2 12 P < .001; 50 P < .001;
Bajo vs. Alto, Bajo vs. Alto,
P < .001; P < .001;
Interm-1 vs. Interm-2, Interm-1 vs. Interm-2,
P =.001; P =.001;
Alto L Interm-1 vs. Alto, 73 Interm-1 vs. Alto,
P < .001; P < .001;
Interm-2 vs. Alto, Interm-2 vs. Alto,
P =.018. P =142,
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Tabla 34 (continuacién). Supervivencia global y riesgo de evolucién a LMA de

acuerdo a los diferentes indices prondsticos descritos para LMMC en la serie de

desarrollo y en la serie de validacion.

Serie de validacion

indice Evolucién
Pronéstico Mediana Long rank P a LMA Long rank P
(meses) 2 aios
(%)
GESMD CPE =0.653 CPE = 0.668
Bajo 61 Bajo vs. Interm-1, 8 Bajo vs. Interm-1,
Interm-1 31 g? -013?| orm2 25 ’;f -034?| orm2
ajo vs. Interm-2, ajo vs. Interm-2,
Interm-2 15 P < .001: 49 P < .001:
Bajo vs. Alto, Bajo vs. Alto,
P < .001; P < .001;
Interm-1 vs. Interm-2, Interm-1 vs. Interm-2,
Alto 9 P =.001; 100 | P=.04%;
Interm-1 vs. Alto, Interm-1 vs. Alto,
P <.001; P <.001;
Interm-2 vs. Alto, Interm-2 vs. Alto,
P =.009. P..021.
BOURNEMOUTH CPE = 0.554 CPE = 0. 587
modificado
Bajo %5 | Bajo vs. Alto, P=.008. |20 | Bajovs. Alto, P
Alto 20 44 =.003.
DUSSELDORF CPE = 0.558 CPE = 0.588
Bajo 12 Bajo vs. Interm, 26 Bajo vs. Interm,
Interm 31 P =.239; 27 p=.731;
Bajo vs. Alto, Bajo vs. Alto,
P = .583; P = .351;
Alto 15 Interm-1 vs. Alto, 50 Interm-1 vs. Alto,
P < .001. P =.002.
ESPANOL CPE = 0.559 CPE =0.533
Bajo 31 . 29 Bajo vs. Alto, P
B . Alto, P =. . ’
Alto 16 ajo vs. Alto, P=.006 a1 = 310.
IPSS CPE =0.636 CPE =0.700
Bajo 40 Bajo vs. Interm-1, 9 Bajo vs. Interm-1,
Interm-1 29 'B’=_ -0631 orm2 21 g? -071i| orm2
R ajo vs. Interm-2, ajo vs. Interm-2,
Interm-2 15 P < .001: 68 P < .001:
Bajo vs. Alto, Bajo vs. Alto,
P <.001; P < .001;
Interm-1 vs. Interm-2, Interm-1 vs. Interm-2,
Alto 4 P= .001; 67 P= .001;
Interm-1 vs. Alto, Interm-1 vs. Alto,
P < .001; P <.001;
Interm-2 vs. Alto, Interm-2 vs. Alto,
P =.052. P =.318.
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Los resultados de este estudio muestran las principales caracteristicas
clinico-biolégicas de la LMMC y propone una nueva clasificaciébn de riesgo
citogenético y un nuevo indice de estratificacion pronéstica con las cuatro
variables que mostraron tener un valor pronéstico independiente en la progresién
y supervivencia de estos pacientes (la clasificacion OMS, los leucocitos, la
dependencia transfusional al diagnéstico y las categorias de riesgo citogenético).
Ademas, analiza varios genes que pueden estar involucrados en la
leucemogénesis de la LMMC mediante secuenciacion de los exones mas
relacionados con su actividad tirosina-quinasa. El conocimiento de los factores
prondsticos creemos que pueden ser determinantes para seleccionar el

tratamiento mas apropiado en el paciente individual.

El estudio se plante6 en dos vertientes, un analisis de los factores clinico-
biolégicos y citogenéticos en una serie de 558 pacientes del registro del GESMD
y la validacién de los resultados en una serie independiente, y un estudio de
mutaciones de una seleccién de genes escasamente estudiados en LMMC en un

subgrupo de 77 pacientes de los que se disponia material biologico.

6.1 Factores clinico-bioldgicos y citogenéticos

Siendo evidente que el estudio presenta algunas debilidades
metodolégicas inherentes a los estudios de cohortes historicas y de registros
multinstitucionales, por otro lado denominador comun a la practica totalidad de
los estudios de caracterizacion de la LMMC en la literatura, no es menos cierto
que es la serie mas amplia analizada hasta el momento, lo que le confiere cierta
robustez a los resultados obtenidos. La ligera mayor incidencia de la variante
mielodisplasica de LMMC encontrada en nuestra serie en comparacion con otras
en la literatura (Germing et al., 2004) podria deberse a un sesgo de seleccion
inherente a la configuracion del registro del GESMD. Aun asi, la proporcion
LMMC-MD:LMMC-MP varia entre unas series y otras de 1:1 (Onida et al., 2002)

a 1:1,5 (Germing et al., 2004) a 1,5:1 en nuestra serie.

En relacion con las caracteristicas de nuestra serie, observamos que, en
comparaciéon con la LMMC-MD, los pacientes con LMMC-MP presentaron
ademas de una mayor monocitosis y neutrofilia, consustanciales con su

definicién, mayor anemia, mayor presencia de blastos en SP y niveles mas altos
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de LDH en suero, también explicables por la mayor actividad proliferativa.
Asimismo, en comparacion con la LMMC-1 (OMS), en la LMMC-2 también
observamos una mayor monocitosis, mayor anemia y trombopenia y niveles mas
elevados de LDH, probablemente ligados tanto al componente mieloproliferativo
como a la ocupaciéon medular y su consecuencia en un sindrome de insuficiencia

medular.

Entre las caracteristicas biolégicas de la LMMC, las alteraciones
citogenéticas merecen una mencion especial. A este respecto, destacar que la
incidencia de las alteraciones citogenéticas en LMMC publicadas hasta el
momento han sido muy variadas. En general, la incidencia de alteraciones
citogenéticas estd en torno al 25% (extremos 11 — 42%) y en nuestra serie ha
representado un 27%. El tipo de las alteraciones encontradas no son especificas
para la LMMC y se encuentran comunmente en otros subtipos de SMD y LMA
(Solé et al., 2005; Germing et al., 2004 y Hasse et al., 2007). Las anomalias mas
frecuentes son la trisomia 8, el cariotipo complejo y las alteraciones en el
cromosoma 7 (Solé et al., 2005; Onida et al., 2002; Germing et al., 2004). Otras
menos frecuentes que también se han descrito son las trisomias 21 (Solé et al.,
2005), las deleciones de 20q (Hasse et al., 2007) y los cariotipos hiperdiploides
(Fenaux el at., 1998). En el presente estudio, también las trisomias del
cromosoma 8, las alteraciones del cromosoma 7 y el cariotipo complejo, junto
con la perdida aislada del cromosoma Y, fueron las mas prevalentes. No
obstante, las frecuencias de las alteraciones del cromosoma 7 y de los cariotipos
complejos fueron inferiores a las publicadas en la mayoria de las series
anteriormente mencionadas. En el caso concreto de las alteraciones del
cromosoma 7, la incidencia fue similar a la serie global de los SMD del GESMD
(Cordoba et al., 2011), estando en torno al 5%, mientras que en las series de
SMD previamente publicadas oscila entre el 11% y el 21% (Greenberg et al.,
1997; Solé et al., 2005 y Hasse et al., 2007). Esta diferencia podria deberse en
primer lugar a que, siguiendo los actuales criterios de la OMS, nuestra serie solo
incluyé pacientes con menos de 20% de blastos en MO, restringiéndose el
estudio de una poblacion en la que la incidencia de estas alteraciones puede ser
mayor (pacientes con mas de 20% y menos del 30%) (Groupe Francais de
Cytogénétique Hématologique. 1991) y en segundo lugar, a que, a diferencia de

otros estudios, en el nuestro el cariotipo se realiz6 en el momento del diagndstico
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(Onida et al., 2002 y Ngo et al., 2008). Otro hallazgo de interés de nuestro
estudio que no ha sido previamente analizado es la proporcién de pacientes con
alteraciones citogenéticas en los subtipos FAB y OMS de LMMC. Asi,
encontramos que la incidencia de alteraciones cromosémicas en la LMMC-MD
fue similar a la LMMC-MP, mientras que ésta fue significativamente superior en
la LMMC-2 comparado con la LMMC-1. Como en los SMD en general, esta
mayor incidencia podria estar relacionada con la mayor proporciéon de blastos de
la LMMC-2. La relacion entre las alteraciones cromosémicas y una mayor
incidencia de rasgos displasicos, especialmente la observada en relacion con la
diseritropoyesis y disgranulopoyesis, mereceria una investigacién adicional que

se escapa a los propésitos de este proyecto de tesis.

La observacion de un curso clinico variable en la LMMC ha sido el
estimulo para la investigacion de factores pronésticos en esta peculiar variedad
de SMD, hoy considerada un grupo de enfermedades fronterizas entre los SMD
y los SMP. Aunque este asunto ha sido objeto de diversas aportaciones en la
literatura, la principal aportacién de nuestro estudio es la inclusion de la
citogenética al estudio de los factores pronosticos de la LMMC vy su valor relativo

con respecto a otras variables relacionadas con el paciente y con su enfermedad.

A nuestro conocimiento, solo el grupo del MD Anderson Cancer Center se
ha ocupado de evaluar la relacién entre las alteraciones citogenéticas en la
LMMC con la supervivencia (Onida et al., 2002 y Braun et al., 2007). En estos
estudios, como en el nuestro, los pacientes con LMMC que presentaron un
cariotipo alterado tuvieron una supervivencia mas corta que los que tenian un
cariotipo normal. Sin embargo, a diferencia de nuestro estudio, no pudieron
demostrar un valor pronéstico independiente de la citogenética. Aunque existen
mas trabajos que relacionan la citogenética con la supervivencia de la LMMC, los
pacientes con esta enfermedad fueron estudiados junto a otros subgrupos de
SMD (Haase et al., 2009), excluyeron los pacientes de LMMC-MP (Greenberg et

al., 1997) o se analizaron junto a SMD secundarios. (Kartarjian et al., 2008).

En este estudio se ha podido identificar un subgrupo de pacientes con
cariotipo complejo o trisomia del cromosoma 8 con una supervivencia mucho
menor que el resto, y que pueden identificarse como alteraciones citogenéticas
de alto riesgo. De igual modo, los pacientes con anomalias en el cromosoma 7

presentaron una menor supervivencia global y un mayor riesgo de evoluciéon a
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LMA. A diferencia de lo observado con la trisomia 8, que en la LMMC hemos
visto que confiere muy mal prondstico, mientras en otras leucemias no es asi, las
alteraciones del cromosoma 7 (monosomia 7 y del(7q)) parecen también conferir
muy mal pronéstico, pero en este caso como se esperaria de lo observado en
otras hemopatias malignas (Haase et al., 2009; Kartarjian et al., 2008; Schanz et
al. 2012). Por esta razon, a pesar de la baja incidencia en la serie actual, los
pacientes con alteraciones del cromosoma 7 también se incluyeron en la
categoria de alto riesgo en la nueva clasificacion citogenética especifica para
LMMC. Por otro lado, los pacientes que presentaron un cariotipo normal o la
perdida aislada del cromosoma Y, que mostraron una mayor supervivencia
global que el resto de los pacientes, se estratificaron en la categoria de bajo
riesgo. Con el resto de alteraciones encontradas, debido a la baja incidencia no
se pudieron realizar analisis estadisticos para establecer su posible relacién con
el pronéstico. Por lo tanto, todas estas alteraciones se fusionaron en un mismo
subgrupo de riesgo intermedio. Con estos datos, basandonos en un analisis de
supervivencia, se han podido definir tres categorias de riesgo citogenético, una
de bajo riesgo (cariotipo normal y la pérdida del cromosoma Y como alteracion
unica), un grupo de alto riesgo (trisomia 8 aislada o con una alteracion adicional,
las anomalias del cromosoma 7, aislada o con una alteracion adicional y el
cariotipo complejo), y un grupo de riesgo intermedio (donde se incluyen el resto

de alteraciones simples o dobles).

Hasta el momento, ninguno de los sistemas pronésticos desarrollados
previamente para LMMC han utilizado los hallazgos citogenéticos (Molica et
al.,1990; Onida et al., 2002; Gonzalez-Medina et al., 2002 y Germing et al., 2004)
y la dependencia transfusional al diagnostico. Este trabajo propone un nuevo
sistema de clasificacién citogenética especifico para LMMC que muestra una
asociacion clara e independiente con la supervivencia global y la transformacién
a LMA. Estos datos sugieren que las alteraciones cromosdémicas con impacto
pronéstico difieren de aquellas descritas para otros subtipos de pacientes con
SMD. En este sentido, en el IPSS la trisomia del cromosoma 8 es considerada
una alteracion de riesgo intermedio y sin embargo en la nueva clasificacion
propuesta para LMMC se considera de alto riesgo. Por ofra parte, las
alteraciones del(5q) y del(20q) incluidas en el IPSS como alteraciones de bajo

riesgo, para LMMC se han considerado como alteraciones de riesgo intermedio
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ya que su incidencia fue bastante baja, resultados similares a los obtenidos por
Haase et al. (2009) quienes encuentran una incidencia del 1,5%. De este modo,
se demuestra que la nueva clasificacion citogenética propuesta en este estudio
es mas precisa que la propuesta por el IPSS para determinar el pronéstico de los
pacientes con LMMC muy probablemente debido a los resultados obtenido en
los pacientes con trisomia 8 y a la inclusion de pacientes con mas de 13 x 109/L.
Esta ventaja fue especialmente evidente cuando se determind la supervivencia

en los pacientes con LMMC-MP (pacientes excluidos del IPSS original).

Uno de los objetivos de este proyecto de tesis ha sido analizar el valor
prondstico de las clasificaciones FAB y OMS y su relacion con la citogenética.
Las clasificaciones FAB y OMS han sido indispensables para refinar la definicion
de LMMC. Sin embargo, es importante tener presente que ambas estan basadas
en interpretaciones subjetivas de expertos y no en caracteristica biologicas
objetivas. La falta de criterios objetivos para determinar el punto de corte en 1 x
10%/L monocitos que incluye o excluye a pacientes con caracteristicas limitrofes
a los puntos de corte, como los pacientes que presentan una minima
monocitosis mantenida, o los que cursan con alteraciones medulares o
extramedulares claras pero no presentan monocitosis, puede influir en la
heterogeneidad de este grupo de pacientes y por tanto, en el impacto de los
modelos de estratificacion (Braun et al., 2007). Poco después de la propuesta de
separar los pacientes en LMMC-MD y LMMC-MP, Germing et al. (1998)
realizaron un analisis retrospectivo de 158 pacientes con LMMC. Aparte de una
tendencia mayor de transformaciones a LMA en los pacientes con LMMC-MD, no
encontraron diferencias significativas ni en la supervivencia ni en las causa
principales de mortalidad. Con estos resultados concluyeron que esta
categorizacion propuesta por la FAB no parecia aportar ninguna informacion
pronoéstica aunque se haya usado como guia para la toma de decisiones
terapéuticas. En este estudio se observa que el recuento de leucocitos es un
factor pronoéstico independiente para LMMC. Gonzalez-Medina et al. (2002) en
una serie de 70 pacientes de un Unico centro espafol también demostré que la
cifra de leucocitos (aunque en este caso con el punto de corte en 10 x 10%L)
tenian un impacto pronéstico independiente en la supervivencia. Esta es la Unica
referencia en la literatura en la que se describe una relacién entre la variante MD

y MP vy la supervivencia. Probablemente la ausencia de otros estudios
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confirmando este hallazgo se debida a que la OMS reclasifico estos pacientes
dentro de la categoria mixta de NPM/SMD, basandose en que los resultados
clinicos de la LMMC estaban mas relacionados con la proporcién de blastos que
con la proporcion de monocitos y leucocitos (Yavorkovsky & Cook, 2001;
Greenberg et al., 2001). Sin embargo, ha habido gran controversia sobre este
tema ya que el dilema se centra en si la clasificacion deberia hacerse en base a
las caracteristicas morfolégicas y clinicas de la enfermedad o en base al
pronostico. Otra posible causa de que otros grupos no encuentren relacion de
los leucocitos con la supervivencia puede ser debida a la disparidad en las

proporciones de los dos subtipos de LMMC, es decir de los subtipos MD y MP.

Otra de las variables que inciden en el pronéstico de forma independiente
es el porcentaje de blastos. Esta es la unica variable comin en todos los
esquemas pronosticos desarrollados especificamente para LMMC. En nuestro
caso se ha utilizado la clasificacion de la OMS que combina el porcentaje de
blastos tanto en MO (incluyendo promonocitos) como en SP. Sin embargo, en
los distintos indices prondsticos los punto de corte varian entre el 5y el 10% y
siempre contabilizados en MO (Tabla 34, Molica et al.,1990; Onida et al., 2002;
Gonzalez-Medina et al., 2002 y Germing et al., 2004). La propuesta de la OMS
2001 de reconocer que en ocasiones se produce una superposicion entre los
SMD y SMPC ofrecia una visibn menos restrictiva de estos trastornos. La
division de LMMC-1 y LMMC-2 se propuso con la intencion de ayudar a
identificar aquellos pacientes con un peor pronéstico y un mayor riesgo de
evolucién a leucemia aguda. Germing et al. (2004) demostraron que habia
diferencias significativas en la supervivencia y en la evolucién a LMA entre
ambos subgrupos. A su vez, no encontraron diferencias en los parametros

clinicos, morfoloégicos, hematolégicos ni citogenéticos (Germing et al., 2007).

Nuestros resultados confirman la importancia de ambas clasificaciones,
FAB (basada en la cifra de leucocitos) y OMS (basada en el porcentaje de
blastos), para la estratificacion de lo pacientes con LMMC, ya que dan una
informacion complementaria. Ademas, la clasificacion OMS junto con la nueva
clasificacion citogenética especifica para LMMC son las unicas variables
pronésticas independientes para el riesgo de evolucién a LMA. En relacién con
esta observacion, quisiéramos resaltar que el analisis fue realizado mediante

métodos de riesgo competitivo, ya que actualmente es la recomendacion general
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cuando el ‘end point’ que se analiza ‘compite’ con otros. En este caso, la muerte
sin una transformacion leucémica previa fue considerado el evento competitivo.
Esta forma de analizar el impacto prondstico no nos permite su comparacion con
otros estudio de la literatura, ya que no tenemos constancia de estudios que

hayan aplicado estos métodos en el caso de la LMMC.

Otra de las variables en la que encontramos una relaciéon independiente
con la supervivencia es la dependencia transfusional al diagnostico. Esta se ha
establecido como uno de los principales factores de riesgo en pacientes con
SMD y forma parte del nuevo sistema prondstico descrito para estos pacientes
(WPSS). Sin embargo, el potencial pronéstico de esta variable no se habia
establecido hasta el momento en la LMMC. Otros trabajos encuentran relacion
con la anemia, una variable ligada a la dependencia transfusional al diagnoéstico.
Sin embargo, al analizar en esta serie cual de las dos variables inciden mas en el
pronéstico la dependencia transfusional era ligeramente superior a los niveles de
hemoglobina. A la espera de que estos datos sean confirmados, como se ha
sugerido para los SMD en general (Asemissen et al., 2011), la dependencia
transfusional podria reflejar otras caracteristicas subyacentes de los pacientes

ademas del grado de anemia, como la edad o la comorbilidad, entre otras.

Otras variables que han sido consideradas en los indices pronosticos
descritos para LMMC, y que en nuestro estudio no hemos encontrado que
tuviesen un peso pronostico significativo, merecen algun comentario. El indice
de Bournemounth modificado incluye el recuento de plaquetas y PMN, y el indice
de Dussendorf el recuento de plaquetas y los niveles de LDH. Nosotros también
encontramos que todas estas variables tienen una relacién con la supervivencia,
pero solo los niveles de LDH mostraron tener valor pronoéstico independiente. No
obstante, decidimos no incluir la LDH en el modelo predictivo que proponemos
debido que el analisis derivé de una serie limitada de pacientes en los que este
dato estuvo disponible (la mitad aproximadamente), sin contar la variabilidad de
su medicion en los diferentes centros. Con respecto a los precursores mieloides
inmaduros y el recuento de linfocitos, que han sido considerados en el indice
pronéstico del MD Anderson Cancer Center (Onida et al, 2002), no fueron

incluidos en nuestro estudio por carecer de dicha informacién.

En cuanto al riesgo de evolucién a LMA, se observa que las variables

seleccionadas por nuestro modelo son las misma que las encontradas para
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supervivencia global, a excepcion de los niveles de LDH. Llama la atencion que
ningun estudio previo ha conseguido establecer una relacion de las

caracteristicas del paciente o de la LMMC con el riesgo de evolucién a LMA.

Finalmente, quisiéramos resaltar el valor afiadido de la validacién que
hicimos del modelo obtenido del RESMD en una serie independiente de
pacientes del Registro de SMD de Disseldorf, Alemania, y del Hospital San
Matteo de Pavia, Italia. Pudimos en ambas series, la serie de estudio y la serie
de validacion, comprobar la segregacion de cuatros categorias pronésticas tanto
para transformacién a LMA como para supervivencia global. Asi pues, el indice
pronostico que proponemos con capacidad de reconocer 4 categorias
pronésticas puede eventualmente ser una excelente herramienta para evaluar el
pronostico, planificar el tratamiento y disefiar ensayos clinicos en pacientes con
LMMC.

6.2 Estudio de mutaciones

En este trabajo hemos estudiado mediante secuenciacion directa las
posibles alteraciones que pudieran afectar a distintos genes tirosina quinasa ya
que parecen desempefiar un importante papel en las rutas de sefializacién que
afectan a los SMPC y SMD. Hasta el momento la seleccién de posibles genes
alterados en una patologia se hacian en base a su funcién y su implicacion, ya
conocida en otras hemopatias malignas o en las distintas rutas de sefializacion
implicadas, principalmente en la diferenciacion y en la apoptosis. Por esta razon
se han estudiado los genes FLT3, NPM1, c-FMS, VEGFR1, VEGFR2, JAK2, c-
CBL, IDH1, IDH2, PDGFRA y PDGFRB. Sin embargo s6lo hemos encontrado
mutaciones en los genes JAK2 e IDH1. La mutacion JAK2 V617F se ha
identificado en el 8% de los casos analizados, proporcion similar a lo descrito en
series previas. La presencia de ésta mutacién produce una ganancia de funcion
en el dominio JH2-like y la capacidad de fijarse al receptor de la citoquina en
ausencia de esta, activandose por autofosforilizacion y uniéndose a las proteinas
STAT con lo que la cascada de sefiales inductora de la proliferacion se produce
en ausencia del ligando activador. Esta desregulacién de la actividad quinasa
contribuye a la expansion del clon mieloproliferativo y se correlaciona con la
aparicion de complicaciones clinicas. A finales de 2011 la FDA aprob¢ el uso de

un inhibidor de JAK1 y JAK2 en pacientes con mielofibrosis que presentaban la
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mutacioén (en torno al 50% de los casos). En estos momentos su uso sélo esta
indicado en este subgrupo concreto de pacientes pero cabe esperar que en unos

afios puedan aplicarse en otros casos.

En cuanto a la mutaciéon R132 de IDH1 (Kosmider et al., 2010), la
incidencia en nuestra serie es del 3%, algo inferior a lo publicado en otras series.
En pacientes con SMD y SMPC esta mutacion parece estar asociada a un mayor
riesgo de evolucion a LMA. Sin embargo, en este estudio dada la baja incidencia

no han podido realizarse analisis de supervivencia.

En esta serie llama la atencién la escasa incidencia de mutaciones. Una
de las razones puede ser la baja sensibilidad de las técnicas de secuenciacion
basadas en Sanger (en torno al 20% de deteccién) combinada con la infiltracion
de las muestras analizadas (hasta un 19% de blastos tanto en MO como en SP)
lo que podria hacer que detectaramos menos alteraciones de las descritas
mediante otros métodos. Sin embargo, aunque en algunos de los genes
estudiados no se habian descrito mutaciones en este subgrupo de pacientes,
llama la atenciéon la ausencia de mutaciones encontradas en el estudio de c-CBL,
donde en los dos principales trabajos la incidencia es del 13% y del 22% (Grand
et al., 2009 y Kohlmann et al., 2010). La principal diferencia con ambos estudios
es la sensibilidad de las técnicas empleadas, técnicas de secuenciacion masiva
y SNParrays, mucho mas sensibles que las utilizadas en el presente trabajo. Se
podria pensar que en algun caso fueran polimorfismos, considerados por error
mutaciones debido a la falta de bases de datos de SNP de controles sanos.
Actualmente son la principal causa de fluctuacién entre las incidencias descritas,
aunque en todos los genes estudiados se ha descartado porque todas las
mutaciones que se han encontrado son de cambio de aminoacido. Otra razén
podria ser que no hacen estudios pareados de muestra tumoral y germinal con la
que poder descartar todas aquellas alteraciones constitucionales. Estas hipotesis
se apoyan en un estudio mas reciente que describe mutaciones en la muestra
tumoral y no en la germinal de los genes UTX, EZH2 y DNMT3A (Jankowska et
al., 2011). En este estudio para poder confirmar los resultados obtenidos
mediante el método de Sanger necesitaron recurrir a técnicas de clonacion para

poder confirmar las alteraciones encontradas (Jankowska et al., 2011).

Las nuevas técnicas de cribado masivo, ademas de aportar una mayor

sensibilidad, estan permitiendo estudiar el exoma y/o el genoma completo de los
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pacientes y esta permitiendo avanzar rapidamente en los conocimientos
moleculares de LMMC. A dia de hoy se han descrito nuevas mutaciones génicas
recurrentes en neoplasias mielodisplasicas/mieloproliferativas: TET2, ASXL1, c-
CBL, IDH, RUNX1, DNMT3A, UTX o EZH2 entre otros. Ademas, diversos
estudios han demostrado que algunas de estas mutaciones ocurren con mayor
frecuencia en la LMMC que en otras entidades y que podrian tener un impacto
pronéstico. Ademas se ha visto que, pese a la relativa uniformidad en el fenotipo
y el pronéstico clinico, la LMMC muestra una enorme heterogeneidad molecular
subyacente, con algunas mutaciones que afectan a vias convergentes. Las
mutaciones de CBL, a través de la activacion de RAS, producen efectos
similares a las producidas por las mutaciones en este ultimo. Del mismo modo,
las mutaciones tanto de TET2 como de IDH pueden conducir a una disminucién
en la hidroxilacion de 5mC, las mutaciones en genes como EZH2, UTX y
DNMT3A afectan a la metilacion de histonas de forma funcionalmente similar a
las mutaciones de ASXL1. Por todo ello, son necesarios nuevos estudios en
series de pacientes mas amplias que combinen todos estos hallazgos y que
puedan determinar si estas mutaciones son criticas en la patogenia de la LMMC
y si se puede establecer un diagndstico molecular que permita seleccionar

terapias dirigidas.
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. Casi un tercio (27%) de las LMMC con estudio citogenético valorable tienen
anomalias cromosomicas, siendo la trisomia 8 y la pérdida del cromosoma Y las

alteraciones mas frecuentemente encontradas.

. La relacién entre las alteraciones citogenéticas y la supervivencia o la evolucién a

leucemia mieloide aguda nos llevé al reconocimiento de tres grupos de riesgo:
a. Riesgo bajo: cariotipo normal y pérdida del cromosoma Y
b. Riesgo intermedio: resto de alteraciones no incluidas en el riesgo bajo o alto.

c. Riesgo alto: trisomia del cromosoma 8, monosomias parciales o totales del

cromosoma 7, cariotipo complejo.

. Entre las variables evaluadas a la presentacion de la enfermedad, hemos podido
demostrar el valor pronéstico independiente de las alteraciones citogenéticas y
confirmar el del recuento leucocitario en el punto de corte propuesto por la
clasificacion FAB de 1994 y la proporcion de blastos en médula ésea y/o sangre

periférica en el punto de corte propuesto por la clasificacion de la OMS.

. El modelo predictivo de supervivencia y de evolucién a leucemia formado por la
citogenética, los leucocitos y los blastos en médula 6sea y/o sangre periférica fue

refinado con la inclusién de la dependencia transfusional.

. El nuevo modelo predictivo que proponemos para la LMMC es capaz de segregar
cuatro grupos de riesgo con diferencias significativas en la supervivencia y en el

riesgo de evolucién a LMA.

. El valor predictivo del indice pronéstico derivado de dicho modelo predictivo
(CPSS) fue confirmado en una amplia serie independiente de pacientes con
LMMC.

. EI CPSS muestra un poder discriminante mayor que otros modelos descritos

previamente.

. La presencia de mutaciones en los genes FLT3, NPM1, KDR, FLT1, c-FMS, c-
CBL e IDH2 no es frecuente en pacientes con LMMC. Los genes JAK2 (mutacion
V617F) e IDH1 (mutacion R132) se encuentran mutados en un 8% y 3% de los

pacientes estudiados, respectivamente. Sin embargo, no ha podido establecerse
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una relacion entre la presencia de mutaciones en estos ultimos genes

y las caracteristicas de la enfermedad o el pronéstico.
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