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RESUMEN

Las alteraciones genéticas debidas a mutaciones, ha-
llazgos cromosémicos balanceados o no, disomia uni-
parental adquirida, haploinsuficiencia y los fenémenos
epigenéticos estarian involucrados al inicio y en la pro-
gresién de los SMD. Entre los genes implicados se en-
cuentran el NRAS, FLT3, TP53, RUNX1, p15™k¢ TET2,
ASXL1 y RPS14.

Un 30-59% de pacientes con SMD de novo presentan
cariotipos alterados y este porcentaje se incrementa
segun el riego de los subtipos FAB o WHO. Las abe-
rraciones citogenéticas mas frecuentes son: -5/del(5q)
[2%-11%], -7/del (7q) [2%-5%], +8 [3%-12%], del(20q)
[2%-4%], =Y [2%-4%] y cariotipos complejos (=3 alte-
raciones) [10-20%].

Un 60-90% de los SMD secundarios presentan ca-
riotipos anormales, un aumento de translocaciones y de
cariotipos complejos [50%]. Las alteraciones en los cro-
mosomas 5/7 [80%] se asocian con exposicién a agentes
alquilantes y los rearreglos 11q23 o 21q22 con exposicién
a inhibidores de topoisomerasa II.

El cariotipo ayuda en el diagnéstico, prondstico, trata-
miento y seguimiento de los pacientes. La categorizacion
del riesgo citogenético del IPSS ha sido comprobada
aplicando las clasificaciones FAB y WHO, y validada en
el WPSS. Aunque el grupo Intermedio es heterogéneo,
el Consenso Internacional en Citogenética de los SMD
sugiere la continuidad de su utilizacién hasta que se
realice un nuevo estudio multicéntrico.

Palabras claves: Citogenética; Sindromes Mielodispla-
sicos; Genes, Prondstico
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INTRODUCCION

Los Sindromes Mielodisplasicos (SMD) compren-
den un grupo heterogéneo de alteraciones hematold-
gicas clonales caracterizados por una hematopoyesis
inefectiva que resulta clinicamente en la presencia de
citopenias en sangre periférica (SP) con una médula
6sea (MO) normo a hipercelular con alteraciones
displésicas. Los SMD pueden aparecer de novo o se-
cundariamente al uso de agentes antineopldsicos o
por contacto con quimicos. Aproximadamente un
30% de los pacientes evolucionan a Leucemia Mie-
loide Aguda (LMA) con una pobre respuesta a la
quimioterapia. Otro 30% fallece por complicaciones
vinculadas a sus citopenias y, el resto, por causas no
relacionadas'".

En la patogénesis de los SMD, al igual que en
otros trastornos neoplasicos, se supone la existencia
de muiltiples lesiones sucesivas que conducen a la
aparicién y progresién del clon anormal (Figura 1).
Los mecanismos precisos que determinan su inicia-
cién son desconocidos. Ellos incluirfan mutaciones en
el ADN y su reparacién defectiva que resultarian en
inestabilidad genémica de las células hematopoyéticas
troncales. Un segundo paso, aun no definido, podria
conferir ventajas de crecimiento al clon neoplasico, el
cual se expandiria en una hematopoyesis clonal que
se refleja en los hallazgos morfolégicos y clinicos de
los SMD™",
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Fig.1.- Modelo hipotético de pasos que conducirian al desarrollo de los SMD

Los SMD se originan probablemente de una célula madre hematopoyética primitiva genéticamente transformada. La mutacion inicial o las rutas
moleculares son desconocidas. Sin embargo mutaciones secundarias, haploinsuficiencia, cambios epigenéticos, la respuesta del estroma medular y el

sistema inmune también contribuyen al fenotipo de la enfermedad 12-13.

Las lesiones iniciales que promueven la aparicién
de los SMD y su posterior progresion leucémica pue-
den ser heredadas en pacientes con mutaciones en los
genes AML1, NF1 o de reparacién del ADN como en
la Anemia de Fanconi'. Ademads, algunos polimor-
fismos en genes de reparacion o del metabolismo de
carcinégenos han sido asociados con su patogénesis.
Sin embargo para la mayoria de los pacientes la causa
es incierta y no puede generalizarse una predisposi-
cién genética®.

La proliferacion celular inefectiva se ve acompa-
flada de una extensiva muerte celular por apoptosis
de los precursores mieloides, lo cual explicaria el con-
traste entre la hipercelularidad medular y la presencia
de citopenias en SP. Diversos hallazgos observados
en las fases iniciales se relacionan con el proceso
apoptotico, como el aumento de los niveles séricos
de citoquinas pro-inflamatorias (TNFa e IFNy) o el
incremento de células que expresan caspasas 1y 3
1617 Finalmente, dafios genéticos posteriores podrian
promover la progresién a estadios mas avanzados,
con incremento en la proliferacién celular y disminu-
cién de los niveles de apoptosis (Figura 1),

Las alteraciones a nivel genético pueden influir
en la funcién de algunos genes (pérdida o ganancia)
debidas a mutaciones, alteraciones cromosdmicas
balanceadas o no, o fenémenos epigenéticos como

el silenciamiento de la expresiéon génica por hiper-
metilacion aberrante que pueden afectar a genes
relacionados con el ciclo celular o genes supresores
de tumores (GST). Generalmente es necesaria la pér-
dida de funcién de ambos alelos de un GST para que
su efecto leucemogénico se manifieste. Sin embargo,
segmentos de disomia uniparental adquirida (lesién
resultante en pérdida de heterocigocidad sin alterar el
nimero de copias) podrian derivar en mutaciones en
homocigocidad, como en el caso del JAK2'. Ademas,
la haploinsuficiencia (cuando la proteina producida
por una copia del gen normal es insuficiente) también
tendria un papel patogénico'?.

HALLAZGOS CITOGENETICOS

La frecuencia de alteraciones cromosémicas clo-
nales en los SMD de novo varia entre 30-59% aumen-
tando hasta un 80% en los SMD secundarios (SMDs).
Y, aunque los SMD no se encuentran asociados a
ninguna alteracién cromosémica en particular, existe
una alta frecuencia de pérdidas cromosémicas totales
o parciales, una menor de ganancias y una muy baja
de translocaciones!’. Las alteraciones son caracte-
risticas de todo el grupo y no estan asociadas a un
subgrupo en particular. Sin embargo, la frecuencia
de cariotipos anormales se incrementa a medida que
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aumenta el riesgo segtin FAB u OMS, de un 30-50%
en los subtipos AR y ARSA a un 60-70% en la AREBt
o AREB-II"".

Las aberraciones citogenéticas més frecuentes son:
-5/del(5q), -7/del(7q), +8, del(20q), y —Y. Las alteracio-
nes de menor frecuencia incluyen inv(3), +9/del(9q),
+11/del(11q), t(12p)/del(12p), -13/del(13q), i(17q)/
t(17p)/del(17p), +21, idic(Xq) y diversas transloca-
ciones balanceadas incluyendo t(11;16)(q23; p13.3),
t(3;21)(q26.2;q22.1), t(1;3)(p36.3;q21.1), t(2;,11)(p21;
q23) y la t(6;9)(p23;q34)"'> ®. Segun la nueva clasi-
ficacién de la OMS, la mayoria de las alteraciones
antes mencionadas pueden ser consideradas como
evidencia presuntiva de SMD en el contexto de una
citopenia persistente de origen indeterminado con
ausencia de hallazgos morfoldgicos definidos®.

ALTERACIONES CITOGENETICAS
RECURRENTES

Aproximadamente un 0-2% de los pacientes con
SMD presentan rearreglos 3q como la inv(3)(q21q26),
la t(3;3)(q21;q26) y la t(3;5)(q25;q34). En la mayoria de
los pacientes se observa dismegacariopoyesis (el 90%
presenta micromegacariocitos) usualmente acompa-
nada de displasia en el resto de los linajes, exceso de
blastos y el 30-50% son SMDs. El recuento de plaque-
tas es normal o incrementado y poseen una pobre
respuesta a la quimioterapia con una corta sobrevida
(SV). El gen de la trombopoyetina (3g26) no se encuen-
tra derregulado y el gen candidato es EVI1 (3q26.2)
el cual esta transcripcionalmente activado debido a la
formacion de diferentes genes de fusién o por disrup-
cion del dominio de regulacion®®. La t(3;21)(q26;G22)
se observa en pacientes con SMDs vy, a diferencia del
resto de los reordenamientos 3q, se asocia a SMD con
exceso de blastos y trombocitopenia.

La deleciéon (5q) se observa como tnica alteracion
con una frecuencia del 2-11% (respecto al total de pa-
cientes), siendo de menor frecuencia en poblaciones
asidticas vs. las europeas''’. La delecién es intersticial
y la banda 5q31 es el locus delecionado en la mayoria
de los casos. El punto de ruptura distal mas frecuente
es el 5933 (70%) y los proximales son el 5q13 (50%)
o el 5q15 (20%). La del(5)(q13g33) (40%) es la mas
frecuente y la asociada al Sindrome 5q-*.

Un tercio de los pacientes que portan una del(5q)
presentan el Sindrome 5q-, asociado con bajo riesgo
de progresion leucémica y larga sobrevida. El riesgo
aumenta en pacientes con exceso de blastos en MO,
en el sexo masculino, en los SMDs o cuando se ve
acompanado de otras alteraciones citogenéticas® *. Se
observa que la media de SV disminuye de 80 meses
a 47 y 7 meses cuando se le adicionan 1 o maés alte-
raciones citogenéticas respectivamente'’.
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La regién comtinmente delecionada (RCD) en el
5g- mide 1,5-2,9 Mb y en ella se localizan 24 genes
conocidos (otros 16 predecibles) entre los cuales se
encuentra el gen SPARC. Esta proteina modula el
crecimiento, forma y adhesién celular, induce apopto-
sis, puede inhibir la angiogénesis y su hemicigocidad
podria conferir mayor adhesién al nicho. También se
localiza el gen RPS14, requerido para la maduracion
de la subunidad ribosomal 40S%. El analisis de los
perfiles de expresion de pacientes con Sindrome
5g- muestran defectos en la expresién de genes in-
volucrados con la traduccién ribosomal, sugiriendo
que este sindrome representaria un desorden de
biogénesis ribosomal aberrante®. Otros genes ubica-
dos en esta regién son: IL-17p y NDST1 (respuesta
inmune e inflamatoria); CSF1R (FMS), CD74 (MIF-R)
(receptores); CDX1 (factor de transcripcion), MEGF1
y G3BP (genes supresores tumorales).

Los reordenamientos 5q33 (PDGFRp) se presentan
en un 1-2% de pacientes con Leucemia Mielomonoci-
tica Crénica (LMMC). La (5;12)(q33;p13) genera una
proteina de fusion ETV6(TEL)-PDGFRp con activi-
dad tirosina quinasa (TK) constitutiva. E1 PDGFRf
también puede rearreglarse con el HIP1 (7q11), H4
(10933) o RAB5 (17p13)®. Estos pacientes presentan
una forma atipica de LMMC con caracteristicas mie-
loproliferativas, monocitosis moderada o ausente y
eosinofilia. La OMS los reasigna, por sus caracteristi-
cas clinicas y la sensibilidad al Imatinib, a un nuevo
subgrupo denominado “Neoplasias Mieloides/ Lin-
foides con eosinofilia”?".

Las alteraciones -7/del(7q) se observan como tni-
co hallazgo con una frecuencia del 2-5%'°. Estos pa-
cientes poseen una alta susceptibilidad a infecciones,
pobre respuesta a la quimioterapia y corta SV.

Los resultados citogenéticos muestran dos regio-
nes criticas localizadas en 7q22 y 7q32-q33*. La RCD
en 7q22 varia de 650 kb hasta 2-3 Mb, est4 delimitada
por los genes EPO y PAI-1 e incluye los genes que
codifican para la asparraginasa sintetasa y el PIK3CG,
entre otros**. El protooncogén MET (7q31), se perde-
ria en forma hemicigota, sin embargo no se observan
mutaciones del alelo restante®. Estudios recientes
descartarian la presencia de un GST en esta region®.
Se sugiere un modelo en el cual uno o varios genes
podrian actuar solos o en cooperacién con otros en la
leucemogénesis y la resistencia al tratamiento.

En particular, las células CD34+ de los pacientes
con -7 muestran incremento de mutaciones en el
NRAS, AML1 e hipermetilacién del gen p15™K;
sobreexpresion de genes que inducen transformacién
leucémica y resistencia a la apoptosis, como BMI-1,
HoxA9, BRCA2 y TC21, entre otros. Mientras que los
genes que controlan el crecimiento y la diferenciacién
estarfan menos expresados, como el RAD17, p21 y
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miembros de la familia de las MAP quinasas®. EL
G-CSF estimula preferentemente la proliferacién de
clones preexixtentes con -7 los cuales poseen la isofor-
ma IV del receptor. Esta isoforma produce una sefal
defectiva, via JakStat anormal, para la diferenciacién
y la maduracién celular®.

La trisomia 8 se observa como tinica alteracién con
una frecuencia del 3-12%"%. Estos pacientes poseen
una expansion significativa de una o mas subfamilias
del Receptor T-V8 en las células T-CDS8. El 67% de los
pacientes con SMD de novo y +8 aislada responden
a terapias inmunomoduladoras con reversion de las
citopenias, independencia transfusional, incremento
de las células +8 y normalizaciéon del repertorio ce-
lular T, hallazgos compatibles con una patofisiologia
autoinmune de la +8 en los SMD?.

Las células CD34 de pacientes con +8 expresan
marcadores tempranos de apoptosis pero la evitan
mediante up-regulacién de proteinas antiapoptéticas
como la survivina, c-myc y CD1%.

La pérdida del 17p (5%) puede darse como re-
sultado de pérdidas totales, parciales, isocromoso-
mas del brazo largo [i(17q)] o por translocaciones
desbalanceadas y se observa, mayoritariamente, en
los SMDs con exceso de blastos. Algunos autores
sugieren la descripcién del sindrome 17p- como una
entidad morfolégica-citogenética-molecular caracteri-
zada por un tipo particular de disgranulopoyesis, con
hipolobulacién tipo pseudo-Pelger Hiiet y pequefias
vacuolas citoplasmaticas, e inactivacion del TP53%:.
En estos pacientes se observa, mediante FISH, pér-
dida de un alelo de TP53 y el 70% presenta el alelo
restante mutado®. El i(17q) se presenta como tnica
alteracién en el 1% de los pacientes con predominio
de sexo masculino, anemia severa, neutréfilos hipo-
segmentados, micromegacariocitos aumentados y
pobre prondstico®.

La delecion (20q) se observa como tinica alte-
racién con una frecuencia del 2-4%'. La delecién
es intersticial involucrando una regién de 1,7 Mb
correspondiente a la banda 20q11.2-q12. Estudios
en lineas celulares muestran que la RCD contiene
al gen H-L(3)MBTL perteneciente al grupo Policom.
Estas proteinas mantienen a los genes en estado
transcripcional represivo, probablemente mediante
modificaciones de la cromatina*. El 20g- se asocia
con un aumento en la apoptosis de los precursores
granulociticos, presencia de citopenias periféricas y
hallazgos displasicos en las lineas eritroides y me-
gacariociticas*.

Los cariotipos complejos (= 3 alteraciones) se
presentan con una frecuencia de alrededor del 15%
y 50% en los SMD de novo y en los SMDs, respectiva-
mente. Estos cariotipos involucran a los cromosomas
5y 7 con una frecuencia aproximada del 50%’.
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VALOR PRONOSTICO DEL CARIOTIPO EN
LOS SMD DE NOVO

Numerosos trabajos demuestran que el cariotipo
al momento del diagnéstico posee un importante
valor pronéstico tanto para SV como para evolucién
a LMA, Ademas, la realizacién de estudios cito-
genéticos seriados permite evaluar la respuesta a un
tratamiento o detectar la presencia de alteraciones
adicionales asociadas con progresién y corta SV #,

El sistema Lille (Tabla 1) fue el primero en de-
mostrar el valor prondstico independiente del estudio
citogenético e incorporarlo en un sistema de predic-
cién. Este sistema considera de mal prondstico la
presencia de cariotipos complejos. Posteriormente, el
sistema Lausanne-Bounemorth” logra determinar que
la presencia de =2 aberraciones también se encuentra
asociada a corta SV.

En el afno 1997, el Sistema Prondstico Internacional
(IPSS)* define 3 grupos de riesgo citogenético: Bajo,
Intermedio y Alto (Tabla 1), con medianas de SV de
3.8, 2.4 y 0.8 afios, respectivamente. Las alteracio-
nes de mayor riesgo, peor prondstico y alto indice
de recaida luego de un transplante de MO son los
cariotipos complejos y -7/ del(7q). Mientras que, los
casos con cariotipo normal o la presencia del 5g- o
20g- como Ttnica alteracion constituyen un grupo de
buen prondstico con riesgo disminuido de progresién
y larga SV. La pérdida del cromosoma Y, asociada
con un prondstico favorable, ha sido descripta en
MO de dadores normales mayores al igual que en
pacientes hematolégicos de edad avanzada. Por lo
tanto, su ausencia no indica una patologia clonal. El
grupo de riesgo citogenético Intermedio incluye la
trisomia 8 y el resto de los hallazgos citogenéticos®.
La categorizacion del riesgo citogenético del IPSS ha
sido ampliamente comprobada en diferentes series' ",
aplicando tanto la clasificacion FAB como la WHO, y
validada en el sistema WPSS'.

El grupo de riesgo Intermedio es heterogéneo y,
por lo tanto, se ha tratado de definir mejor el pro-
noéstico de alteraciones de baja frecuencia incluidas
en este subgrupo (Tabla 1). El Grupo Cooperativo de
Citogenética Espafiol logra definir 4 grupos de riesgo.
Los autores proponen que la del(12p) y la del(11q)
sean clasificadas como de bajo riesgo y el i(17q) como
de muy mal prondstico. Ademads, identifican 2 grupos
de riesgo Intermedio con medianas de SV de 2,7y 1,0
afio, respectivamente’. Posteriormente, el grupo Ger-
mano-Austriaco, define otro sistema de riesgo citoge-
nético identificando 4 grupos con medianas de SV de
55, 29, 15 y 9 meses para los grupos de riesgo Bajo,
Intermedio-I, Intermedio-II y Alto, respectivamente'®
#:4, Lo coincidente entre los sistemas publicados es
que el cariotipo normal es de buen pronéstico y la
presencia de >3 alteraciones es el peor hallazgo. Las
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TABLA 1.- Grupos de Riesgo definidos de acuerdo a los Grupos de Riesgo Citogenético

Grupos de Riesgo Citogenético

Sistemas pronésticos

Bajo

Intermedio

Intermedio 1 Intermedio II

Alto

Lille 1
(Morel y col.,1993)

Lausanne-Bournemouth?

(Parlier y col., 1995)

IPSS?
(Greemberg y col., 1997)

Indice Prondstico
Citogenético (Pi)*
(Pfeilstocker y col., 1999)*

GCECGH’
(Solé y col., 2005)
WPSS!

(Malcovati y col., 2007)

Grupo Germano-Austriaco'”*
(Haase y col., 2007, 2008)

MD Anderson®
(Kantarjian y col., 2008)

Grupo Germano-Austriaco*
(Haase y col., 2009)

Cariotipo normal
Cariotipos que involucran
1 0 2 cromosomas alterados

Cariotipo normal
1 alteracién citogenética

Cariotipo normal
-Y, del(5q), del(20q)

Cariotipo normal

Cariotipo normal
-Y, del(5q), del(20q)
del(11q), del(12p)

Cariotipo normal
-Y, del(5q), del(20q)

Cariotipo normal

-Y, -X, del(5q), del(20q)
+1/+1q, t(1q), t(7q), del(9q),
del(12p), las anormalidades
del cromosoma 15, t(17q) y +/-21

Cariotipo normal 1 o 2 altera-
ciones citogenéticas (otras)

Cariotipo normal

-Y, del(5q), del(20q), del(11q),
t(11)(q23), del(12p) y +21

2 alteraciones citogenéticas
incluyendo al cromosoma 5

+8 1 o 2 alteraciones citogenéticas (otras)

1 punto 2 0 3 puntos
+8 Rearreglos Restantes
3(q21q26), +9, +18, +19, alteraciones
t(11q), del(17p) citogenéticas

+8 1 0 2 alteraciones citogenéticas (otras)

+8 del(11q)

citogenéticas
-7/del(7q)
+8 -X
+1q, Rearreglos 3q, t(7q),  -7/del(7q) simples
+19,-21 Otras anormalidades o dobles = 3
que no incluyan los cromo-  alteraciones
somas 5 0 7 citogenéticas

= 3 alteraciones

> 3 cromosomas alterados

> 2 alteraciones citogenéticas

> 3 alteraciones citogenéticas
-7/del(7q)

> 4 puntos

> 3 alteraciones citogenéticas
-7/del(7q) i(17q)

> 3 alteraciones citogenéticas
-7/del(7q)

> 3 alteraciones citogenéticas
t(59)

> 3 alteraciones citogenéticas
-7/del(7q)

> 3 alteraciones citogenéticas

* 1 punto: cualquier alteracion del cromosoma 5, alteraciones no complejas excluyendo los cromosomas 5, 7 y 8; 3 puntos: alteracién en los

cromosomas 7 u 8; 4 puntos: alteraciones complejas.

dltimas publicaciones agregarian a la del(12p) como
de buen prondstico con medianas de SV cercanas a
los 60 meses’ %,

Dada la baja frecuencia de algunas de las anorma-
lidades citogenéticas encontradas y la discordancia
entre los diferentes estudios, el valor pronéstico de
algunos hallazgos es todavia desconocido. Por lo tan-
to, el Grupo de Trabajo Internacional en Citogenética
de los SMD* sugiere la continuidad de la utilizacién
de los grupos de riesgo definidos por IPSS, precisan-
do normas para la enumeracién de las aberraciones
hasta que se realice un nuevo estudio multicéntrico
que involucre un mayor nimero de pacientes. Estas
normas aclaran que:

A- Se debe contar como una alteracién cada cambio
numérico (incluyendo la -Y), cada translocacién
balanceada y cada cambio estructural simple o
complejo.

B- Cuando existen diferentes clones, se deben sumar
todas las alteraciones pero contando cada cambio
especifico sélo una vez.

C- Las alteraciones constitucionales no sumarian un
riesgo adicional.

D- La tetraploidia debe ser considerada como una
Unica alteracién, siempre y cuando ésta sea obser-
vada en mds de un 20% de las células analizadas;
E- Todas las alteraciones del cromosoma 7 son de
mal prondstico®.
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GENES INVOLUCRADOS EN LA
PATOGENESIS

Aunque los mecanismos que conllevan a la inicia-
cién y a la transformacion leucémica en pacientes con
SMD distan de ser conocidos, ciertas anormalidades
cromosdmicas y varias alteraciones moleculares, in-
cluyendo la activacién de protooncogenes y la inacti-
vacién de supresores de tumores, estarian implicadas.
Algunas alteraciones citogenéticas como pérdidas o
deleciones recurrentes sugieren la presencia de anti-
oncogenes, sin embargo, la haploinsuficiencia seria el
mecanismo de relevancia. Ademads, en pacientes con
SMD y cariotipo normal, utilizando microarrays, han
sido detectadas regiones de disomia uniparental ad-
quirida que generalmente involucran locis asociados
a deleciones'",

Algunas formas de SMD o LMA serian conse-
cuencia de la colaboraciéon de dos amplias clases de
mutaciones: las de tipo I y de tipo II. Las mutaciones
tipo I activan las sefiales de transduccién, confieren
ventaja proliferativa o de supervivencia sin afectar
su capacidad de diferenciacién. Estas mutaciones
determinarfan una activacion constitutiva de diversas
proteinas, muchas de ellas con actividad TK (muta-
ciones en el FLT3 y cKIT) u oncogenes (familia del
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RAS). Las mutaciones o reordenamientos de tipo II
impiden la diferenciaciéon normal de las células he-
matopoyéticas y afectan casi siempre a factores de
transcripcién (RUNX1, CBFf o RARA), miembros
de la familia HOX o proteinas reguladoras de la
transcripcién como MLL y EP300°".

Entre los genes de relevancia en pacientes con
SMD (Tabla 2) se encuentran los oncogenes NRAS,
KRAS, FMS y FLT3; los genes supresores de tumor
TP53, p15™&#* NF1 "y genes relacionados a mecanis-
mos epigenéticos como el TET2 y ASXL1%%,

El FLT3 y su ligando son importantes para la
proliferacién y diferenciacién de los precursores he-
matopoyéticos tempranos. Las mutaciones somaticas
que generan activacion constitutiva del FLT3 son:
A- duplicaciones internas en tindem (DIT) del domi-

nio yuxtamembrana variables en longitud, desde

3 a mas de 400 nucledtidos del exdén 14.

B- mutaciones puntuales del dominio TK en los co-
dones D835-1836.

La DIT se asocia con dimerizacién y autofosfori-
lacion constitutiva del FLT3, activa sefiales intracelu-
lares que incluyen las vias de STAT5, RAS y MAPK,
alterando la diferenciacién, proliferacién y sobrevida
celular 56-58.

TABLA 2.— Genes relacionados a SMD

Gen Localizacién Proteina/Funcién Porcentaje de Mutaciones
ASXL1  20q11.21 additional sex combs like 1: proteina que regula 11% (43% LMMC)
la remodelacién de la cromatina
FLT3 13q12.2 FMS like tirosine kinase-3: Receptor de membrana 2-3%
importante en la hematopoyesis temprana
JAK2 9p24.1 Janus kinase 2: proteina con actividad tirosina kinasa 1-3% (50% ARSALt)
asociada con el dominio intracelular de receptores citoquina
KIT 4q12 v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene Infrecuentes
Infrecuentes homolog: receptor del factor de crecimiento de
las células mastoideas (MCF) con actividad tirosina-kinasa
MLL 11923 myeloid/lymphoid o mixed-lineage leukemia: factor de Infrecuentes
transcripcién de mdltiples genes y actividad metiltranserasa.
NF1 17q11.2 Neurofibrina 1: supresor de tumor; proteina activadora Infrecuentes
de la accién GTPasa (GAP) del RAS. (LMMG;j)
NRAS 1p13.2 neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogen homolog: Proteina G 6-40%
que actta en la transduccién de sefiales de mdltiples receptores (30-40% LMMC
de citoquinas. 25-30% SMDs)
RB1 13q14.2 retinoblastoma 1: regulacién ciclo celular, mantenimiento de la infrecuentes
estructura cromatinica mediante la regulacién de la metilacién
de histonas.
RUNX1 21q22.3 runt-related transcription factor 1: factor transcripcién (activador) 10-17%
de varios genes especificos de hematopoyesis. (15-30% SMDs)
TET2 4q24 Ten- eleven-translocation 2: (por homologia con TET1) rol 20%
potencial en los patrones de metilacién de las islas CpG y (42-50% LMMC)
en la regulacién epigenética, gen supresor tumoral (?)
TP53 17p13 tumor protein p53: supresor tumoral; factor de transcripcién; 4-8%

frena el ciclo celular en estadio G1/S frente al dafio o estress.

(25-30 SMDs)

LMMC: Leucemia Mielonocitica crénica; LMMCj: LMMC juvenil; ARSAt: Anemia Refractaria con Sideroblastos
Anillados y trombocitosis; SMDs: Sindromes Mielodisplasicos secundarios
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La presencia de estas mutaciones en los SMD es
<5% y aumenta al 12% en fase leucémica. Se postulan
como una lesién genética adquirida tardiamente en la
patogénesis, se las asocia con corta SV y progresion
leucémica®™.

El FLT3 salvaje o mutado puede activarse por
sobreexpresion de la proteina normal o de su ligan-
do de manera autdcrina o paracrina®. Los niveles
del ligando se encuentran elevados en los estadios
tempranos en respuesta a un nimero disminuido de
progenitores o por desregulacién de factores hema-
topoyéticos de crecimiento .

NRAS y KRAS (12p12.1) son proteinas G peque-
fas localizadas en el interior de la membrana celular
que transmiten sefiales de receptores de citoquinas
hematopoyéticas regulando la apoptosis, diferen-
ciacién y proliferacion celular. Esta familia presenta
mutaciones puntuales en los codones 12, 13 y 61 inha-
bilitando su actividad GTPasa intrinseca y logrando
su activacion constitutiva. El RAS salvaje también
puede activarse por la hiperactividad de rutas como
las de KIT, FLT3, por la fusién TEL/PDGEFRE, o
por mutaciones de proteinas activantes de la accion
GTPasa como del NF1%. Las proteinas RAS requieren
modificaciones post-traduccionales que incluyen la
adicién de un residuo farnesilo que le permite la
translocacion a la membrana plasmética para ejercer
su funcién. Varios inhibidores de la farnesil-transfe-
rasa, responsable de esta modificacién, se encuentran
en ensayos clinicos®®,

Un 6-40% de los SMD presentan mutaciones, pre-
ferentemente, en el NRAS?"*. Las variaciones en los
porcentajes pueden atribuirse a las diferentes meto-
dologias utilizadas®. La adquisicion estas mutaciones
estarfa asociada con progresion leucémica y peor pro-
ndstico, ya que se observa un incremento significativo
en el momento de la transformacién™ > .

El gen JAK2 posee un papel clave en la sefial de
transduccién iniciada por multiples receptores de
factores de crecimiento y citoquinas requeridas en
la hematopoyesis. Alrededor del 1-3 % de los pa-
cientes con SMD presentan la mutacién JAK2 V617F
en el dominio pseudokinasa. La mutacién resulta en
una activacion constitutiva con hiperactividad de su
funcién TK, fosforilacion de STATS y proliferacién
independiente de factores®. La mutacién V617F ha
sido encontrada en alrededor del 50% de los pacientes
con ARSA con trombocitosis®. Este hallazgo, junto
con el aumento en la frecuencia de mutaciones MPL
W515 han determinado que estos pacientes sean
reubicados en el subgrupo de “neoplasias mieloides/
mieloproliferativas”?'.

Los genes RUNX1 (CBFa2/ AML1) y CBF£ (16q22)
son esenciales para la hematopoyesis normal. El
RUNX1 incluye un dominio de unién al ADN y
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de heterodimerizacién con el CBFf, y un dominio
carboxi-terminal de activacién transcripcional. El
complejo CBF regula la expresién de genes especi-
ficos de la hematopoyesis como diversas citoquinas
y sus receptores. La disrupcién del complejo por
translocaciones balanceadas ha sido implicada en la
leucemogenesis, sobre todo, en los subtipos LMA M2
[t(8;21)(q22;q22)] y M4eo [inv(16)(p13q22)]%.

También existen diferentes mecanismos de in-
activacion del gen RUNXI1 a través de mutaciones
puntuales. Mutaciones heredables en este gen se aso-
cian a un desorden plaquetario familiar autosémico
dominante caracterizado por plaquetopenia, defectos
en la funcién plaquetaria y riesgo de desarrollar
SMD/LMA®. El desarrollo de SMD/LMA precisaria
de un segundo evento como presencia de anomalias
citogenéticas. Estas mutaciones, también pueden ser
adquiridas observdndose en el 17% de los pacientes
con SMD més avanzados y en el 16-40% de pacientes
con SMDs/LMAs a tratamiento con agentes alquilan-
tes, asociadas a -7/del(7q)™.

Los reordenamientos del gen MLL se observan
preferentemente en las leucemias agudas. El extre-
mo amino-terminal del MLL se fusiona al extremo
carboxi-terminal del partner (mas de 40 genes) ge-
nerdndose una proteina quimérica aberrante clave
en la leucemogenesis”. Ademads, en el MLL han sido
detectadas DIT asociadas a +11%°. Si bien, estos reor-
denamientos son poco frecuentes en los SMD de novo,
su frecuencia aumenta en los SMDs/LMAs.

EL TP53 es un GST referido como “el guardiidn
del genoma”: frena el ciclo celular en la transicién
G1/S o la apoptosis en respuesta a injuria al ADN u
otras formas de estrés. TP53 funciona como un factor
de transcripcién integrando numerosas sefiales que
controlan la proliferacion, el arresto celular, cambios
en el metabolismo, la reparacién del ADN, la senes-
cencia y la apoptosis al interactuar con mas de 100
genes: ATM, ATR, Chkl, MAPKSs, entre otros. A su
vez, TP53 crea una retroalimentacién positiva sobre
MDM2 (E3-ubiquitina-ligasa) que activa su degrada-
cién por el proteosoma. En el caso de que se activara
la apoptosis, TP53 disminuiria la expresion de BCL-2
(anti-apoptdtica) e incrementaria la expresién de BAX
y FAS (pro-apoptéticas)’7.

Mas del 50% de los tumores poseen la via del TP53
anormal. Una de las causas directas es la presencia de
mutaciones, en los exones 5-8, que alteran su unién
a sitios especificos. La frecuencia de mutaciones de
TP53 en los SMD de novo es del 4-8%; se incrementa
en estadios avanzados o en los SMDs, en los que se
encuentra asociada a -5/del(5q), cariotipos complejos
y prondstico desfavorable™.

La familia del TET incluye los genes TET1, TET2
y TET3 con regiones altamente conservadas. El TET1
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fue identificado como un “partner” de fusién del
MLL en la t(10;11)(q22;q23) y codifica para una enzi-
ma que convierte 5-metilcitocina a 5-hidroximetilcito-
cina, teniendo asi, un rol potencial en los patrones de
metilacién y en la regulacién epigenética™. Aunque
la funcién fisiolégica del TET2 aun no ha sido iden-
tificada, sus mutaciones se detectan en el 19% de
pacientes con desérdenes mieloides asociadas a un
evento iniciador de la leucemogénesis *. En la mitad
de los casos ambos alelos se hayan mutados con pér-
dida de funcién, por lo tanto, se sugiere funcién de
GST. Aunque, la funcién protectora del alelo salvaje
remanente en heterocigocidad no serfa suficiente”.

Las mutaciones en TET2 ocurren en el 20% de
los pacientes con SMD, en el 42-50% LMMC> 7 y en
LMAs con caracteristicas mielomonociticas y prolife-
rativas™*. Estas mutaciones parecerian estar asocia-
das a buen prondstico en los SMD* y a prondstico
adverso en la LMMC®.

El gen ASLX1 codifica para una proteina pertene-
ciente al grupo policomb las cuales actdan formando
complejos multiproteicos requeridos para mantener
el estado represivo de genes homeostaticos durante
el desarrollo, probablemente mediante metilacion de
histonas. Mutaciones en ASLX1 fueron identificadas
en el 11% de pacientes con SMD y en 43% de pacien-
tes con LMMC?2.

ALTERACIONES EPIGENETICAS

En el inicio y progresién de las SMD también
intervienen fenémenos epigenéticos que originan
alteraciones transmisibles en el patrén de expresion
génica sin cambios en la secuencia primaria de nu-
cleétidos del ADN. Entre los mecanismos epigené-
ticos mejor estudiados se destacan la metilacién del
ADN vy la acetilacién/desacetilacién de histonas. La
desregulacién de estos mecanismos conduciria a la
transcripcién aberrante de genes involucrados en el
crecimiento, proliferacion, diferenciacién y apoptosis
celular. Sin embargo, a diferencia de las aberraciones
genéticas que ocurren en el cancer, los cambios epi-
genéticos son potencialmente reversibles”™.

Las modificaciones post-traduccionales del tallo
N-terminal de las histonas (acetilacién, metilacion,
fosforilacion y ubiquitinacién) que constituyen el
“cédigo histona” son fundamentales en la regulacion
de la expresion génica. En particular, la desacetilacién
de las histonas catalizada por las desacetilasas de las
histonas confiere a la cromatina una conformacién
fuertemente represora de la transcripcién y contribu-
ye al silenciamiento génico” .

La metilacion se caracteriza por la adiciéon de un
grupo -CH3 a residuos de citosina especificos. Las
regiones promotoras de ciertos genes supresores de
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tumores claves son targets frecuentes de metilacion,
entre ellos: P15, P16, SOCS-1, CDH1 (E-catherin),
DAP- Kinasa, MDR1 y otros™®. Al igual que en otras
formas de cancer, el patrén de metilacion normal esta
invertido en los SMD, mostrando una hipometilacién
global del genoma con hipermetilaciéon aberrante de
islas CpG en las regiones promotoras de algunos
genes. Este proceso ha sido detectado también en es-
tadios tempranos, aunque se asocia con la progresion
de la enfermedad y resistencia a quimioterapia”.

El gen p15™*4® (CDKN2B) (9p21) y su homélogo
funcional p16™*4 (CDKN2A) codifican proteinas
que regulan el ciclo celular evitando la progresién
de la fase G1 a la fase de sintesis al inhibir las
quinasas dependientes de ciclina (CDK) 4 y 6. La
expresion de p15™**® aumenta durante la diferen-
ciacién granulocitica y megacariocitica normal. La
inactivacién de p15™%* y p16™K4 por delecion y/o
mutacion fueron descritas en numerosos tipos de
cancer, sugiriendo su potencial papel como GST.
Sin embargo, estos hallazgos son poco frecuentes en
las neoplasias de estirpe mieloide. En contraste, la
hipermetilacion aberrante de p15™*f es un hallazgo
frecuente en los SMD, especialmente en las formas
con exceso de blastos (AREB y AREB-t). Estos pa-
cientes presentan una menor sobrevida y mayor
riesgo de progresion® ®. El estado de metilacion
del p15™*® no se correlacionaria con alteraciones
citogenéticas en los SMD de novo, aunque si con la
del(7q) en los SMDs®" . Si bien, los intentos por
establecer una relacién entre el estado de metilacion
de algunos de estos genes y la respuesta clinica a los
agentes hipometilantes han resultado infructuosos, en
los pacientes tratados con 5-aza-2’-desoxicitidina se
ha observado que el aumento de la expresién p15™«#
se asociarfa con respuesta clinica® ®.

Otros genes como CDHI1, DAP-Kinasa, RIL,
MAGE1, MDR1 y SOCS1 se encuentran afectados de
manera similar en los SMD. Se sugiere la existencia
de una desregulacion generalizada en los mecanismos
normales de metilacién que predisponen a hiperme-
tilacién aberrante de multiples genes™ .

ALTERACIONES CITOGENETICAS Y
MOLECULARES EN LOS SMDS

Un 60-90% de los pacientes presentan cariotipos
alterados, con aumento en la frecuencia de transloca-
ciones, cariotipos complejos y el 80 % de los pacientes
presentan alteraciones que involucran los cromoso-
mas 5 y/o 7%, Las alteraciones citogenéticas encon-
tradas en los SMDs no difieren de las encontradas
en las LMAs. Sin embargo, estos hallazgos pueden
asociarse con algunos agentes antineoplasticos bien
caracterizados. Por més de 2 décadas y sentando
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bases para la clasificacién de la OMS, la presencia
de -5/del(5q) y -7/del(7q) han sido asociadas con
exposicion a agentes alquilantes (con/ sin radiote-
rapia). Mientras que, los rearreglos que involucran
las regiones 11q23 (MLL) y 21922 (RUNX1/AML1)
se asocian con exposicion a inhibidores de topoiso-
merasa II%.

Nuevas evidencias sugeririan, al menos, 8 vias
diferentes relacionadas a etiologia y caracteristicas
biolégicas especificas para los SMDs/LMAs ¥. El
camino I, asociado al uso de agentes alquilantes y a
mal prondstico, se observan alteraciones del cromo-
soma 7 que pueden estar acompanadas de la t(3;21),
mutaciones en el NRAS o hipermetilacién del p15.
El camino II, también asociado al uso de agentes
alquilantes y de muy mal prondstico, incluye las
alteraciones del cromosoma 5 que usualmente se
ven acompanadas de otras alteraciones citogenéticas
y/o por mutaciones del TP53. En el camino III se en-
cuentran las alteraciones balanceadas que involucran
al gen MLL, asociadas al uso de epipoddfilotoxinas,
corto periodo de latencia y, si bien responden a qui-
mioterapia intensiva, presentan rapidas recaidas. El
camino IV se encuentra representado por los reorde-
namientos que involucran al RUNX1 y CBFf, también
asociados al uso de inhibidores de la topoisomerasa
II, mayoritariamente antraciclinas. Estos pacientes,
generalmente, poseen buena respuesta al tratamiento
y larga sobrevida. El Camino V se encuentra repre-
sentado por los pacientes con t**!' secundarios al
uso de inhibidores de la topoisomerasa II como la
mitoxantrona, el bimolane y antraciclinas, los cuales
responden favorablemente a quimioterapia intensi-
va mas acido retinoico. El camino VI involucra los
reordenamientos en NUP98 (11p15) asociados con
terapias con antraciclinas y/o etopdsido. El camino
VII incluye 10-15% de pacientes con cariotipos nor-
males y alta frecuencia de duplicaciones del FLT3 o
del MLL, asociados a pobre respuesta a la quimio-
terapia. Un ultimo camino VIII, involucraria otras
alteraciones de muy baja frecuencia?. En casos raros
relacionados a la exposicién de agentes quimicos,
como el benceno, las anormalidades reportadas son
similares a las observadas luego de la exposicién a
agentes alquilantes.

EXPERIENCIA DEL GRUPO
DE ESTUDIO DE SMD

El relevamiento de los resultados de los estudios
citogenéticos de los 253 pacientes del proyecto piloto
(01/07-06/09), presentado en el ultimo congreso de
la SAH, mostré que las alteraciones citogenéticas
encontradas y los cromosomas mayormente involu-
crados en nuestra poblacién se corresponden con la
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literatura y que la frecuencia de cariotipos alterados,
translocaciones y cariotipos complejos (CC) se incre-
menta en los SMDs™.

Los datos analizados reflejan que el estudio cito-
genético fue realizado en 239 (95%) pacientes, de los
cuales 217 (91%) fueron evaluables.

El 29% de los 189 pacientes con SMD de novo
presentaron cariotipos anormales, siendo 4% CC. Las
alteraciones citogenéticas mas frecuentes fueron: -Y,
5q-, -7/7q- y +8. Se observ6 una mayor frecuencia
de pérdidas totales o parciales (49%). Los cariotipos
agrupados segtn el IPSS (83% Bajo, 8% Intermedio y
7% Pobre) mostraron diferencias significativas para
predecir sobrevida (p=0.0175). Ademas, se observd
que el porcentaje de cariotipos anormales aumenta
segln el riesgo segtn los subtipos OMS y FAB.

El 56% de los 25 pacientes con SMDs mostraron
cariotipos alterados, incluyendo 24% de CC. Las
aberraciones citogenéticas mas frecuentes fueron la
-5/5q- y -7/7q-.Se observé una mayor frecuencia
de pérdidas totales o parciales (47%) y un aumento
en el nimero de translocaciones (17%). Aunque los
cariotipos no se asociaron con tratamiento previo,
los pacientes con antecedentes oncohematolégicos
presentaron =2 alteraciones. Ademas, el 5q-, +8 y
20qg- aislados se observaron sélo en los SMD de novo,
y la del (11) sé6lo en los SMDs.

CONCLUSIONES

La proliferacién, diferenciacién y sobrevida celu-
lar estdn reguladas mediante hormonas, factores de
crecimiento y diversas citoquinas cuyos receptores
celulares se comunican con el niicleo mediante ca-
minos de sefializacién. Alteraciones en el genoma y
epigenoma que afectan la expresién o la funcién de
estos genes se encuentran implicadas en el desarrollo
y progresion de los SMD.

Si bien es clara la asociacion entre algunas muta-
ciones heredables y la predisposicion a SMD/LMA,
la mayoria de los SMD son idiopaticos. Las altera-
ciones genéticas debidas a mutaciones, hallazgos
cromosémicos balanceados o no, disomia uniparental
adquirida, haploinsuficiencia y los fenémenos epige-
néticos, ademds respuestas alteradas de citoquinas
relacionadas con el sistema inmune y el estroma
medular, estarian involucrados al inicio y en la pro-
gresién de los SMD.

El analisis citogenético posee un rol definido en
el diagndstico, prondstico, tratamiento y seguimien-
to de los pacientes. Ademds, ha permitido delinear
regiones de alteraciones recurrentes sefialando genes
candidatos potenciales en la leucemogénesis. Y, si
bien, los avances en la biotecnologia han ayudado
a dilucidar algunos de los mecanismos involucra-
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dos en esta compleja enfermedad, los SMD atin no
han podido ser encuadrados en un marco uniforme.
Dada la heterogeneidad histolégica, citogenética y
molecular, la enfermedad en sus diferentes formas,
probablemente constituya un grupo de entidades
distintivas molecularmente, con grados variables de
hematopoyesis inefectiva y susceptibilidad a trans-
formacién leucémica.
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ABSTRACT

Cytogenetic studies and molecular mechanisms in
Myelodysplastic Syndromes

Genetic alterations due to mutations, balanced or unba-
lanced chromosomal rearrangements, acquired uniparental
disomy, haploinsufficiency and epigenetic findings are re-
lated to the development and progression of MDS. Among
others, NRAS, FLT3, TP53, RUNX1, p15™&®, TET2, ASXL1
y RPS14 are frequently altered in MDS.

Approximately, 30-59% of patients with de novo MDS
shows abnormal karyotypes and these percentages are
increased in more advanced subtypes according to FAB
and WHO classifications. The most frequently aberrations
are: -5/del(5q) [2%-11%], -7/ del(7q) [2%-5%], +8 [3%-12%],
del(20q) [2%-4%], =Y [2%-4%] and complex karyotypes (=3
alterations) [10-20%].

Around 60-90% of secondary MDS exhibits altered
cytogenetic results with an increase of translocations and
complex karytypes [50%]. Abnormalities in chromosomes
5 and 7 [80%] have been associated with exposition to
alkylating agents and 11923 or 21q22 with topoisomerase
II inhibitors.

Karyotype has become an important tool for diagnosis,
prognosis, treatment and monitoring of MDS patients.
Cytogenetic categories of risk according to IPSS have been
recognized using either FAB or WHO classifications and
afterward adopted by the WPSS system. Although the Inter-
mediate group is heterogeneous, the International Working
Group on MDS Cytogenetics suggests continuing with its
use until a new multicentric study will be performed.

Key words: Cytogenetics; Myelodysplastic Syndromes;
Genes, Prognosis.
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