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Introduccion

La leucemia mieloide aguda (LMA) se caracteriza
por la expansion clonal de precursores mieloides
con alta tasa proliferativa produciendo hematopoye-
sis ineficaz y falla medular. Desde el punto de vista
gendmico se caracteriza por la adquisicién seriada
de mutaciones somaticas en genes implicados en
numerosas funciones y mecanismos que propician
la aparicion y expansion del clon neoplasico. Entre
las mdas conocidas, estan las mutaciones en DNM-
T3A, TET2, y ASXL1, detectadas como eventos leu-
cemogénicos tempranos, y otras que se adquieren
durante la evolucién de la patologia como FLT3,
NRAS y RUNXI.

El desarrollo de nuevas técnicas de secuenciacion
de genes ha permitido la identificaciéon de decenas
de mutaciones genéticas recurrentes en neoplasias
mieloides, que condujeron a una mejor compren-
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sion de la fisiopatologia de la LMA, y que tienen un
impacto directo en el manejo clinico de los pacien-
tes"?.

Dentro de estas nuevas tecnologias se destacan los
métodos de secuenciacion masiva (Next Generation
Sequencing: NGS), que han revolucionado el campo
de la gendmica y han permitido evidenciar la com-
plejidad y dinamismo que presentan estas patolo-
gias. El estudio secuencial de las LMA, en distintos
momentos de su evolucion, permite identificar mal-
tiples clones que han adquirido alteraciones secun-
darias y que compiten al mismo tiempo y de forma
selectiva en el microambiente medular’.

NGS es un método de alta sensibilidad que se
basa en la secuenciacién masiva y paralela de gran
cantidad de material genético, arrojando un amplio
caudal de informacién en simultaneo y en un cor-
to periodo de tiempo. Luego se requiere del analisis
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bioinformatico para ordenar y analizar las secuen-
cias obtenidas, comparando las lecturas individua-
les con el genoma de referencia. De esa manera se
identifican las variantes relevantes para el diagnosti-
co, pronostico y/o terapéutica del paciente, y se cla-
sifican de acuerdo a su impacto como patogénico,
probablemente patogénico, benigno o de significado
incierto.

Los paneles mieloides utilizados para estudios de
NGS aplicados a la clinica oncohematoldgica habi-
tualmente son de lecturas cortas, e incluyen a los
genes, exones y “hot spots” de relevancia en la pa-
tologia. La interpretacion de los resultados obteni-
dos requiere, ademas de la consulta a distintas bases
de datos, la intervencién de un profesional experto
que correlacione los mismos con los datos clinicos,
y demds resultados de cada paciente en particular,
para concluir en un informe que resulte claro para el
hematdlogo clinico.

A través del uso de NGS aplicado al estudio de las
LMA se han podido establecer asociaciones entre
ciertas variantes de genes y otras que, por el contra-
rio, serian, mutuamente excluyentes. El desafio ha
sido comprender cémo se relacionan las distintas
variantes con la evolucion clinica*.

Un aspecto importante del estudio de NGS es la
posibilidad de detectar variantes germinales, que
pueden impactar en el diagnostico y en las decisio-
nes terapéuticas, sobre todo en pacientes con la op-
cién de un trasplante con donante relacionado.

Clasificacion de entidades y definicion de riesgo
en LMA

Los sistemas utilizados para la clasificacion de enti-
dades y las escalas para la definicién de riesgo pre-
sentan caracteristicas diferentes. Los primeros se
basan en aspectos puramente bioldgicos de la enfer-
medad mientras que los segundos tienen en cuenta
otros factores que impactan en el prondstico, como
la respuesta al tratamiento, y que también pueden
modificar la supervivencia de los pacientes. Por
ejemplo, el uso de los inhibidores de FLT3 modificé
la clasificacion de riesgo de los pacientes con muta-
ciones en estos genes.

El avance en el conocimiento y comprension
de la patogénesis molecular puso de manifiesto la
necesidad de una redefinicion de las distintas en-
tidades clinico biologicas dentro de las LMA. El
Consenso Internacional para la Clasificacién de
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Neoplasias Mieloides y Leucemias Agudas (ICC) ha
reunido a un grupo multidisciplinario de expertos
a fines de establecer lineamientos generales que fa-
ciliten el diagndstico y el prondstico de las neopla-
sias mieloides y leucemias agudas, brindando me-
jores tratamientos a los pacientes y permitiendo el
disefio de ensayos clinicos innovadores (Arber et al.
2022)°. Por otro lado, la Organizaciéon Mundial de
la Salud también ha publicado en 2022 la actualiza-
cion de la clasificacién de LMA vy otras neoplasias
mieloides (Khoury et al. 2022)%, poniendo énfasis en
el perfil genético y en la identificaciéon de biomar-
cadores accionables para facilitar el uso de terapias
target. La clasificacion actualizada conserva muchas
de las entidades definidas como LMA con anoma-
lias genéticas recurrentes, mientras que incorpora
nuevas entidades como LMA con rearreglos de KM-
T2A, MECOM y NUP98. La presencia de terapias
previas, antecedentes de otras neoplasias mieloides
(SMD o SMD/NMP), o trastornos genéticos de linea
germinal que predisponen al desarrollo de LMA se
consideran ahora como caracteristicas importantes
a tener en cuenta en los pacientes, pero ya no defi-
nen entidades en la nueva clasificacion.

El ICC ha desarrollado un algoritmo para el diag-
noéstico de las LMA, adaptado de ELN (Dohner et
al 2022) que resalta la clasificacion jerarquica de las
distintas alteraciones genéticas (Figura 1)".

Este algoritmo evidencia que la presencia de al-
teraciones genéticas recurrentes es la caracteristica
mas importante al momento de establecer entidad.
En estos casos uno de los cambios principales es la
eliminaciéon del requerimiento de 20% de blastos
(con excepcion de las LMA con BCR::ABL1, y LMA
con mutaciones de CEBPA de acuerdo a Khoury et
al.), siendo suficiente la presencia de 10% de blastos
si se demuestra la presencia de una anomalia gené-
tica driver en la leucemia. Para el resto de las altera-
ciones (mutaciones de TP53, ASXL1, SRSF2, SF3B1,
U2AF1, ZRSR2, EZH2, BCOR, STAG2, y anomalias
citogenéticas relacionadas a SMD) el porcentaje de
blastos define si se trata de SMD/LMA (10% a 19%)
o LMA(>20%).

Con una vision clinica aplicado a la vida real, las
recomendaciones de European LeukemiaNet (ELN)
(Dohner et al. 2022), constituyen una guia practica
que establece los lineamientos para el diagndstico,
control de la enfermedad a lo largo del tratamiento
y opciones terapéuticas en LMA. Al igual que ocu-
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Figura 1. Algoritmo del Consenso Internacional para la Clasificacion de LMA (adaptado de Arber et al 2022)
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rrié con la clasificacion de las distintas entidades, el
conocimiento genémico mas profundo de las LMA
y la aparicién de nuevos biomarcadores obligé a la
revision de las recomendaciones para el estudio de
enfermedad residual medible (ERM) y a la redefini-
cién de los criterios de respuesta al tratamiento.

En la actualidad se cuenta con herramientas fun-
damentales que permiten obtener el perfil gendmico
de los pacientes con LMA al momento del diagnds-
tico, y detectar variantes que: 1) sean ttiles para el
seguimiento y la cuantificacién de la ERM con ma-
yor sensibilidad y especificidad que otros métodos;
2) puedan ser utilizados como blanco terapéuti-
co para terapias dirigidas como los inhibidores de
FLT3,IDH1, IDH2, and BCL2.

Estudios requeridos para el correcto diagndstico
El momento del diagndstico es la instancia evaluato-
ria mas importante en las LMA, y es entonces cuan-
do resulta fundamental considerar todo el espectro
de técnicas disponibles para el estudio de la patolo-
gia. La correcta y exhaustiva caracterizacion de los
pacientes con LM A no s6lo es imprescindible para la
clasificacion y prondstico, sino que ademas permiti-
rd un correcto tratamiento y posterior control con
cuantificacion de la ERM®.

Las muestras biologicas requeridas para el diag-
ndstico de LMA pueden ser médula 6sea (MO) y/o
sangre periférica (SP), donde la poblacién patoldgica
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debe estar representada. Se debe considerar la obten-
cién de muestras anticoaguladas con EDTA y con he-
parina, ya que ambas son indispensables para cubrir
el abanico de estudios requeridos en la actualidad.

Los estudios basicos que deben ser considerados
ante una sospecha de diagnéstico morfolégico son
los siguientes: inmunofenotipo por citometria de
flujo multiparamétrica (CFM); citogenético con-
vencional con bandeo G; hibridacion fluorescente
in situ (FISH); y estudios moleculares (RT-PCR,
qRT-PCR, secuenciacién por Sanger, NGS). Es im-
portante tener presente siempre la potencialidad de
estudios (cantidad de muestra y anticoagulantes) al
momento de la toma de muestra.

Inmunofenotipo: se utiliza inmunomarcacion y de-
teccion por citometria de flujo multiparamétrica
(CFM). Dada la heterogeneidad de las lineas mie-
loides, se usa un amplio panel de marcadores que
identifican la linea hematopoyética comprometida
con marcadores de superficie e intracitoplasmaticos.
Es importante identificar fenotipos asociado a la
leucemia (LAIPs) y aberrancias respecto a las onto-
genias normales (DfN) siendo fundamentales estas
alteraciones para el monitoreo posterior de la ERM
usando CFM.

Para la identificacién de la linea mieloide en la
poblacion leucémica al diagndstico se pueden usar
los lineamientos del grupo Euroflow. Ellos han
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publicado guias técnicas con completa estandariza-
cién para la deteccion sensible, especifica y repro-
ducible entre distintos centros usando paneles a 8
colores. No se han publicado aun los paneles para
ERM de LMA para la correcta identificacién y cuan-
tificacion con alta sensibilidad y especificidad dada
la heterogeneidad que presentan las lineas mieloides
9,10

Citogenético convencional con bandeo G (CTG): el
cariotipo convencional es mandatorio en el estudio
de las LMA y de las neoplasias mieloides en general.
La muestra para CTG debe ser anticoagulada con
heparina y tomada en condiciones de esterilidad, si
es posible del primer aspirado medular. La mayoria
de las alteraciones genéticas recurrentes son identi-
ficables por CTG, asi como también las anomalias
citogenéticas relacionadas a mielodisplasia.
Hibridacion fluorescente in situ (FISH): es una téc-
nica de citogenética molecular que resulta comple-
mentaria al CTG para la bisqueda de alteraciones
genéticas especificas: genes de fusion BCR::ABLI;
RUNXI1:RUNXI1T1; PML::RARa; CBFB:MYHI11;
KMT2A (MLL), etc., o alteraciones cromosdmicas
asociadas a mielodisplasia como -5/5q-, -7/del7q,
dell7p, etc. Es particularmente util cuando: 1) la
cantidad de metafases obtenidas es escasa, o no se
obtuvieron metafases; 2) se desea confirmar una alte-
racion sospechada en el CTG; 3) definir alteraciones
en cariotipos complejos; 4) alteraciones cripticas (no
visibles por CTG); 5) alteraciones con alta sospecha
clinica o morfolédgica no detectada en el CTG.
Estudios moleculares: los estudios moleculares (RT-
PCR, qRT-PCR, secuenciacién por Sanger, NGS)
pueden ser realizados a partir de ADN y/o ARN y
las muestras deben estar siempre anticoaguladas con
EDTA. Es sumamente importante, siempre que sea
posible, el envio tanto de MO como de SP ya que las
técnicas de biologia molecular son rigurosas en cuan-
to a la cantidad y calidad de los 4cidos nucleicos.

La situacién Optima para caracterizar genética-
mente a todos los pacientes con LMA seria el estudio
de un panel de NGS que incluya mutaciones y genes
de fusién asociados a patologia mieloide al momen-
to de diagndstico. No obstante, esto tiene ciertas
limitaciones en nuestro medio debido al acceso res-
tringido y tardio que otorgan las coberturas médi-
cas, y que dificulta la posibilidad para responder a
los tiempos necesarios de una LMA. En los casos en
que no resulta factible la evaluacion de este estudio,
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es importante al menos considerar la realizacion del
estudio de mutaciones en los genes FLT3, NPM1,
y TP53, entre otros considerando la presentacién
clinica, otros resultados y opciones terapéuticas en
cada paciente.

La busqueda de mutaciones en el gen FLT3 debe
ser considerada prioritaria al momento del diagnds-
tico de LMA (antes del dia 9 de tratamiento) por
su implicancia como blanco terapéutico. Si bien las
LMA con mutaciones de FLT3 ya no son de alto ries-
go de acuerdo a ELN 2022, es importante identifi-
carlas ya que se presentan en alrededor de un tercio
de los pacientes y actualmente existen inhibidores
aprobados, como la midostaurina, y otros en desa-
rrollo. La determinacion se realiza por amplificacion
de ADN vy electroforesis capilar, y permite detectar
tanto las duplicaciones internas en tdindem (ITD) y
como la mutacién puntual D835I (TKD).

La presencia de mutaciones en el gen NPM1, ade-
mas de definir una entidad dentro de las LMA, al
igual que las mutaciones en TP53 y CEBPA, repre-
senta un biomarcador para el seguimiento de la
ERM.

En las LMA con rearreglos BCR:ABLI;
RUNXI1:RUNXI1T1; PML:RARa y CBFB:MYHI11
se recomienda realizar la identificacion del trans-
cripto y cuantificacion basal por qRT-PCR, o proxi-
mamente PCR digital (dPCR), para facilitar el
seguimiento de la ERM y evaluar la respuesta al tra-
tamiento (depuracion de la carga tumoral).

Las LMA con mutaciones en el gen TP53 son reco-
nocidas en la clasificacion actual como una entidad
separada, relacionada con la presencia de cariotipos
complejos, y asociada a muy mal pronéstico. A di-
ferencia de lo que ocurre en SMD, en LMA es sufi-
ciente la presencia de una unica variante patogénica
con frecuencia alélica (VAF) mayor al 10% para ser
definida como tal.

La deteccién de variantes patogénicas en otros ge-
nes como ASXL1, BCOR, EZH2, RUNXI, SF3Bl,
SRSF2, STAG2, U2AF1 o ZRSR2 permitiria identi-
ficar pacientes con LMA con mutaciones en genes
relacionados a mielodisplasia.

Monitoreo de Enfermedad Residual Medible (ERM)
La determinacion de la ERM en LMA se utiliza
para: 1) disponer de un resultado cuantitativo de la
profundidad de la remision, 2) determinar el ries-
go de recaida post remision 3) identificar recaidas
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tempranas 4) como un punto final subrogante para
acelerar los testeos de drogas y su aprobacién.
Todas las técnicas de deteccion y cuantificacion
de MRD deben ser estandarizadas y publicadas por
consorcios de referencia, y luego validadas en cada
laboratorio para que los resultados obtenidos resul-
ten reproducibles y comparables entre distintos cen-
tros. Las técnicas mas utilizadas y de mayor acceso
para el uso clinico en el medio local son citometria
de flujo multiparamétrica (CFM) y RT-PCR cuan-
titativa (QRT-PCR), con las cuales se ha adquirido
amplia experiencia durante los ultimos afos. Ac-
tualmente se encuentran en proceso de incorpora-
cién las determinaciones de ERM usando dropped
digital PCR (dPCR) y NGS.
ERM por CFM: la busqueda del fenotipo asociado
a la leucemia (LAIPs) identificado en la instancia
diagnostica y la evaluacion de la ruta de diferencia-
ciéon inmunofenotipica con respecto a la diferen-
ciacion normal (DfN: different from normal). son
herramientas que permiten distinguir la presencia
tanto de enfermedad residual como de clones emer-
gentes durante las fases del tratamiento.

qRT-PCR y dPCR: las técnicas que utilizan qRT-PCR
y dPCR pueden alcanzar un limite de sensibilidad
muy alto (>10) Se puede utilizar tanto medula 6sea
como sangre periférica considerando que la sensibi-
lidad en SP es siempre de un logaritmo inferior a la
de la MO. Las alteraciones moleculares cuantifica-
bles para monitorear la ERM asociadas a LMA son:
PML::RARa, CBFB:MYHI11, RUNXI1:RUNXI1T1,
KMT2A:MLLT3, DEK::NUP214, y BCR::ABL1; las
mutaciones en NPM1 y la expresion de WT1.

En la Leucemia Promielocitica Aguda (LPA) ac-
tualmente estan vigentes las recomendaciones del
ELNet del 2019".

Por todo lo expuesto, es evidente que el abordaje
de los pacientes con LMA ha cambiado, y que resul-
ta imprescindible responder a los tiempos de proce-
samiento y de emision de resultados para establecer
rapidamente la identidad genémica de las LMA, y
permitir asi la eleccion del tratamiento mas adecuado
para cada paciente.
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