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ASPECTOS MOLECULARES DE LA LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA

l. Introducciodn

Rafael Hurtado-Monroy*

La publicacion reciente de la Organizacién Mundial de la
Salud delaclasificacion de tumores, definealaLMC como
una enfermedad mieloproliferativa que se origina de una
célula“madre” (Stem Cell) pluripotencial y que se asocia al
cromosoma Filadelfia o al gene de fusion BCR-ABL.

Los avances recientes en el conocimiento de las
alteraciones citogenéticas enleucemiasy otras hemopatias
malignas no sélo proporcionaron laasociacion pronéstica
sino que la diseccibn minuciosa de los mecanismos
moleculares involucrados ahora explican el desarrollo de
estas enfermedades y como consecuencia el avance
hacia el tratamiento contra “blancos” especificos que
intervienen en la inhibicién de esas sefales moleculares
inherentes en la fisiopatologia de la enfermedad.

En la LMC los estudios in vitro y en animales de
experimentacion demostraron que la expresion de la
fusion BCR-ABL producenlas mismas caracteristicas de
la LMC en humanos y por lo tanto se les consideran los
principales mediadores de latransformaciony proliferacion
delaenfermedad.

La clonacion de los puntos de ruptura de la
translocacion, identificaron un espectro de proteinas del
tipo Tirosino Cinasa autoactivadas con fusiones solas y
gue son necesarias y suficientes para reproducir el
fenotipo de la enfermedad en modelos murinos.

El conocimiento de la mutacién especifica (“blanco”)
tiene implicaciones clinicas y terapéuticas para el disefio
de inhibidores moleculares especificos. Por otro lado la
presencia de mutaciones en los sitios de accion
farmacoldgica de los inhibidores o la amplificacion del
cromosoma Filadelfia explica la falla de respuesta al
inicio o en la evolucion del tratamiento.

En la siguiente sesion se daran a conocer los conoci-
mientos mas recientes de los estudios de la genética
molecular en LMC y proporcionan las bases de un
tratamiento especificoy abre las nuevas opciones hacia el
mejor conocimiento de la Biologia Moleculary eltratamiento.
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Il. Desarrollo de Resistencia Molecular a Imatinib

Eduardo E. Cervera-Ceballos**

El oncogen BCR-ABL se expresa en todas las etapas
clinicas de la Leucemia mieloide crénica (LMC), por lo
que, la proteina Ber-Abl resultante representa un blanco
ideal para el desarrollo de nuevas drogas en LMC.!

El Imatinib es una 2-fenilaminopirimidina que induce
remision hematolégica en 95%y en el 60% molecular en
pacientes en fase crénica como (en pocos casos) fase
acelerada o blastica.?® Mientras que en fase cronica las
respuestas son durables, esto no ocurre en fases mas
avanzadas de laenfermedady en general no se sostiene

* Jefe de Hematologia . Hospital Angeles del Pedregal .D. F
** | aboratorio Clinico. Instituto Nacional de Cancerologia
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mas de 2-6 meses, a pesar de seguir con el tratamiento.?
Con el desarrollo de formas aceleradas o blasticas
aparecen también mdultiples cambios adicionales,
moleculares y genéticos.*

En los dltimos 4 afios, el Imatinib es objeto de
investigacion clinica y basica intensa, con una inclusion
superiora 20,000 pacientes que reciben elmedicamento.®
Estudios de laboratorio demuestran que en las células
que expresan el oncogen BCR-ABL ocurren tres meca-
nismos por los cuales el Imatinib ejerce su efecto:
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1. Inhibiciéndelaautofosforilacionde BCR-ABLylade
de sustratos moleculares.

Inhibicion de la proliferacion celular.

3. Induccion de apoptosis.

n

La inhibicién de la fosforilacion se puede observar al
minuto después de la exposicion del Imatinib, mientras
gue el bloqueo delaproliferacién einduccién de apoptosis
requiere mayortiempo (16 a 20 horas). Existe unamayor
cinética de induccion de apoptosis en formas blasticas y
leucemia aguda que lo que se requiere para el mismo
efecto de las formas crénicas de LMC. Esto se explica
por el hallazgo de anormalidades cromosdmicas
adicionales en leucemia aguda que en ausencia de la
actividad de BCR-ABL, pueden encaminar hacia otras
vias proapoptoticas.®

De Inicio el imatinib se propuso como un inhibidor
competitivo del sitio de unién de ATP en el dominio
cataliticodelacinasade ABL, sinembargo, recientemente
se demostré que la droga ocupa sélo una parte del sitio
de unién de ATP y que en realidad ejerce su efecto
inhibitorio por unién y estabilizacion de la molécula no
activa.>®

Al usar los criterios de respuesta convencionales, se
define la resistencia a Imatinib como la ausencia de
respuesta hematoldgica o citogenética significativa o
bienlafallaparamantenerla.>” Cerca del 60% de pacientes
encrisis blasticamieloide eventualmente presentan alguna
forma de respuesta a Imatinib y un tercio presentan
respuestacompletay enlos pacientes con crisis blastica
linfoide se pueden obtener respuestas superiores, sin
embargo, apesar delasrespuestas prometedorasiniciales,
todos olamayoriade estos pacientesrecaen, siendo que
las remisiones duraderas son con mucho, laexcepciony
no laregla.® Estas recaidas se observan dentro de los 2-
4 meses en los pacientes con crisis blastica linfoide y
ligeramente después en pacientes con crisis blastica
mieloide.3*

Se debe diferenciar también la resistencia primaria
(fallaenlograr algunaformade respuesta, sobretodo en
pacientes en fase crénica SIN evolucion clonal) de la
resistenciaadquirida (pérdida de larespuesta obtenida) y
quiza se pueda proponer untercer grupo de pacientes en
los que se activaron vias leucemogénicas diferentes e
independientes a Bcr-Abl, con laincapacidad delimatinib
para inhibir esas sefiales (por su alta especificidad) y la
consecuente (re)activacion del proceso leucémico.>’

Recientemente se informaron algunas de las formas
de resistencia al Imatinib.”®
a. Mediadas por el huésped (disminucion de la

biodisponibilidad de la droga, inactivacion de la
molécula porfenémenos biolégicos y farmacolégicos,
y otras);
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b. Intrinsecoalacélula(amplificaciéon génica, mutacio-
nes eneldominio de cinasa, exportacién de ladroga
al exterior de la célula, y otras).

La efectividad del imatinib puede variar de acuerdo a
la etapa de diferenciacién de la célulablancoy se conoce
gue Bcr-Abl se inhibe preferentemente (mas rapido) en
células ontogénicamente mas maduras y células
guiescentes pueden ser relativamente insensibles al
imatinib, estas células podrian adquirir una ventaja
replicativa y de auto-renovacién y eventualmente
convertirse con el tiempo en clonas dominantes.>’

Los cambios genéticos secundarios dentrode laclona
Ph+ (inestabilidad clonal) pueden otorgar sefiales
oncogénicas que desplazan al Bcr-Abl como la Gnica
determinante de la transformacién asi el Bcr-Abl se
vuelve irrelevante y la recaida se debera al crecimiento
celularindependiente de Ber-Abl.45

El Bcr-Abl se puede reactivar o bien la dosis de
imatinib esinsuficiente de acuerdo ala expresion de Ber-
Abl. Los posibles mecanismos de reactivacién incluyen
la amplificacién del gen Bcr-Abl o bien la expresion
exageradadelgen deresistencia multiple adrogas (MDR-
1) que conduce aaumento enlos niveles de glicoproteina
P la cual disminuye la concentracién intracelular del
farmaco.”

Es importante sefalar que mas del 50% de los
pacientes con recaida y quiza cerca del 90% de los
pacientes conresistenciaalimatinib presentan mutaciones
puntuales en Bcr-Abl en al menos alguno de 13
aminoacidos (principalmente en posiciones 250, 252,
253, 255, 289, 315, 317, 351, 396 y 486) que se reparten
através del dominio de cinasa de Abl (y algunas fuerade
él).® Las dos mutaciones mas frecuentes afectan los
aminoacidos E255 y T315. En el primer caso el &cido
glutdmico es sustituido por lisina (E255K) o valina (E255V)
y enlaposicién 315 treonina es sustituida por un residuo
de isoleucina (T315l). Estas mutaciones no confieren
ventaja proliferativa o de crecimiento en ausencia de
imatinib. El corto tiempo requerido paralaemergenciade
resistencia sugiere que los mutantes ya eran presentes
antes deltratamiento conimatiniby fueron seleccionadas
(negativamente) debido ala especificidad ejercida por el
medicamento. Estos puntosy laextremaheterogeneidad
de las leucemias agudas Ph+ sugieren quelas clonas que
contienen mutaciones probablemente existan en casi
todos los genes y asi poder ser seleccionados (por no
inhibicién) si una presién especifica es aplicada (para el
caso la inhibicién especifica por imatinib de las otras
clonas). Estas mutaciones no han sido encontradas en
pacientes con resistencia primaria.>”’

Otros pacientes presentan expresion exagerada de
Bcr-Abl a nivel genémico o de trascripcion y se conoce
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gue ocurre por la amplificacion del gen BCR-ABL y s6lo
en algunos casos se observa expresion exagerada SIN
amplificacion del gen sugiriendo la existencia de otros
mecanismos como cambios en el control de las
concentraciones de BCR-ABL a nivel transcripcional,
traslacional o post-traslacional. Por otro lado el imatinib
produce disminucion en el grado de la sefalizaciéon que
resulta de una cantidad dada de proteina, las células
leucémicas que expresan cantidades aumentadas de
esa proteina se seleccionany se reclutan. Estas células
resistentes mantienen la cantidad minimade transduccion
de sefiales necesaria parala supervivencia de la célula
(y de laclona), aun en presencia de imatinib.57:1

Por Gltimo, la droga se puede inactivar en su funcion
in vivo a través de modificaciones enzimaticas o de
biotransformacion (por ejemplo, mediante el sistema
hepatico del citocromo P450), o ser funcionalmente
secuestrada por reactantes de fase aguda como al-
Glicoproteina acidala cualfija alimatinib enlacirculacion
y por tanto la inactiva y disminuye sus concentraciones
celulares efectivas.’” Resulta Interesante el efecto
competitivo entre imatinib y macrolidos (eritromicina,
clindamicina) por laa1-Glicoproteina acida.®

El estudio de los mecanismos moleculares de resis-
tencia aimatinib dara por un lado un mejor conocimiento
de la biologia de la LMC y por otro, proporcionara el
conocimiento que permita sobrepasar la limitante tera-
péutica.

Sinimportar el mecanismo de resistencia, lacinasade
Bcr-Abl permanece como un blanco terapéutico idéneo.
Yaseiniciala sintesis de inhibidores de la cinasa de Abl,
con especificidad diferente a la del imatinib ¢ qué tanto
estos inhibidores seran efectivos o no contra Bcr-Abl
mutantes?, esunacuestion que deberd esclarecerse. Es
probable que en el futurolo que se requieraseaun coctel
de diversos inhibidores con especificidades diferentes
gue se seleccionen con base en el perfilmolecular de las
mutaciones encontradas en el paciente individual.'! Sila
actividad de cinasa de Bcr-Abl se reactivo en pacientes
enrecaida, podriaser Util localizar unavia de sefializacién
activada por debajo de la cascada de eventos, como
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RAF/MEK/ERK, PI-3 cinasa, AKT o ras y de manera
alterna, se podrian desarrollar estrategias para disminuir
los niveles de proteina Bcr-Abl con agentes como
geldanamicina, 17-AAG o tridxido de arsénico.*?
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lll. Resultados con Imatinib en Leucemia Mieloide
Cronica (LMC) en fase acelerada y blastica

Eduardo Cervera-Ceballos*

I. Estudios fase |

El estudio original Fase |, con escalamiento de dosis,
comenzé en Estados Unidos en junio de 1998 en 3
centros; inicialmente sélo se incluyeron pacientes en
fase cronica, pero vistos sus primeros resultados se
permitié posteriormente laincorporacién de pacientes en
crisis blasticay pacientes conleucemiaagudallinfoblastica
(LAL) Filadelfia positiva. Imatinib fue bien tolerado con
minimos efectos colaterales. La dosis se escalo de 25 a
1,000 mg en 14 cohortes de pacientes. Los beneficios
clinicos significativos se observaron con dosis superiores
a 300 mg/dia. En pacientes con crisis blastica mieloide,
21/38 pacientes respondieron (55%) tratados con dosis
superiores a300 mg/dia. En 18% larespuestafue posible
sostenerla mas de un afio.?

/. Estudios Fase Il

Para estos estudios, también se aceptaron pacientes en
fase acelerada, crisis blastica mieloide o LAL Filadelfia
positiva. Entre 6-9 meses se reclutaron mas de 1,000
pacientes (grupototal, incluye fase crénica) en 30 centros
de 6 paises. El criterio de inclusién (fase acelerada) fue el
de 15-30% de blastos 0 mas de 30% de blastos mas
promielocitos en sangre periférica o médula 6sea, mas de
20% de basofilos en médula 6sea o sangre periférica, o
bien cuenta plaquetaria menor de 100x 10°L, no relacio-
nada con la terapéutica. Doscientos treinta y cinco
pacientes con criterios de aceleramiento o fase blastica,
fueron incluidos. Ochenta y dos por ciento presentaron
algunaformade respuesta hematolégicay 34% alcanza-
ron la respuesta hematoldgica completa (RHC). Veinti-
cuatro por ciento% presentaron respuesta citogenética
mayor (RCM). Lastasas de supervivenciaglobaly libre de
progresion, estimadas a 12 meses, fueronde 59%Yy 74%,
respectivamente. Nuevamente estas respuestas se aso-
ciaron a minima toxicidad. La respuesta citogenética a
los 3 meses de tratamiento fue asociada con mayor tasa
de supervivencialibre de progresién.?

En pacientes con crisis blastica mieloide (260 pacien-
tes) se encontré una respuesta global de 52%, con

remision hematoldgica sostenida por al menos 4 semanas
en 31%de pacientes. Ocho por ciento presentaron RHCy
otro 4% eliminaron los datos hematolégicos de enferme-
dadenlamédula 6sea, pero debido a citopenias persisten-
tes no llenaban criterios para RHC. Dieciocho por ciento
regresaron afase crénicao presentaronrespuestas parcia-
les. RCM fue vista en 16% y 7% respuesta citogenética
completa (RCC). La mediana de supervivencia se acerco
a los 7 meses, 20% aun vivos a 18 meses con un
aplanamiento importante de la curva de supervivencia
(SV). Estos resultados se compararon con grupos histori-
costratados con quimioterapia, de maneramuy favorable
para imatinib. En aquéllos la mediana de SV fue de
aproximadamente de 3 meses (Cuadro I).2

Cuadro I. Resultados de Imatinib en estudios fasell,
enfermedad aceleradao crisis blastica (%)
Evolucién Fase acelerada Faseblastica
RHC 34 8
RCM 24 16
RCC 17 7
Progresion de enfermedad 40 80

RHC: Respuesta hematoldgica completa; RCM: Respuesta
citogenéticamayor; RCC: Respuesta citogenéticacompleta

En pacientes con LAL Filadelfia +, 29/48 (60%)
respondieron aImatinib como agente Unico. Sinembargo,
la duracién de la respuesta fue relativamente corta, con
un tiempo estimado de progresion de sélo 2.2 meses.

Ill. Resultados con incremento de dosis

Como se havisto, enfases avanzadas de laenfermedad,

las recaidas son frecuentes y se ha presumido que ello

puede deberse aldesarrollo de resistenciaaimatinib. Dos

estrategias terapéuticas se han planteado:

- En aquellos pacientes con enfermedad sensible a
imatinib, incrementar dosis para hnuevamente alcan-
zar rangos terapéuticos eficaces.

* Jefe de Laboratorio Clinico del Instituto Nacional de Cancerologia.
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- Combinaciones de quimioterapia con imatinib en
aquellos pacientes con enfermedad avanzada, para
lo cual se han investigado diversos agentes con
sinergia a imatinib.

En el estudio fase Il con pacientes enfase acelerada,
77 pacientes fueron tratados con 400 mg y 158 con 600
mg.* En crisis blastica mieloide, 36 pacientes fueron
tratados con 400 mg y 223 con 600 mg. En el analisis
retrospectivo, en cuanto a factores pronésticos, se vio
gue en el grupo de pacientes con fase acelerada, los
subgrupos de 400y 600 mg estuvieron bien balanceados.
En ambos estudios hubo clara tendencia hacia mejores
respuestas citogenéticas y hematoldgicas en el grupo de
600 mg. En el grupo de fase acelerada, hubo mejoria
significativa estadistica en el tiempo de progresion de
enfermedady SV.?

En un estudio subsiguiente con pacientes en fase
acelerada, éstos fueron tratados con 600 mg/dia de
imatinib. A diferencia del protocolo citado con anterioridad,
en este estudio, pacientes confase cronicay alteraciones
citogenéticas adicionales al Filadelfia, fueron incluidos en
el criterio de aceleracion. Quince pacientes de estas
caracteristicas fueronincluidos en quienes lamediana de
duracion de la enfermedad fue de 45 meses (fase crénica
tardia con evolucion clonal citogenética). Conunamediana
de seguimientode 12 meses, laRCM fue de 80%, (12/15),
conRCCde 67% (10/15). Altiempo delinforme del estudio,
ninguno de estos pacientes habiarecaido.® No obstante lo
pequefiodel estudioy algunos otros factores metodolégicos,
es de notar la importante respuesta encontrada. Estos
datos sugieren que dosis mayores de 400 mg/dia otorgan
mejores respuestas. Sin embargo, en fase acelerada o
blastica, el principal impacto de dosis superiores ha sido
en el tiempo de progresion y SV (Cuadro II).

IV. Conclusion

Coneldesarrollodeinhibidores altamente especificos para
moléculas clave en el desarrollo leucemogénico se ha
abierto una via de tratamiento que implica el desarrollo de
métodos moleculares tanto para definir la estrategia
terapéuticacomo paramonitoreary evaluar el resultado de
la misma. Cada dia nuevos resultados de estudios en
desarrollo en todo el mundo nos ensefian més sobre la
enfermedad y su tratamiento. No obstante, debemos
reconocer que parafasesavanzadas de LMC losresultados
estanlejanos asatisfacernos. El propdsito mas simplistaes
el de que el tratamiento de la leucemia cure a todos los
pacientes sin toxicidad importante. El trasplante
hematopoyético de células progenitoras es el Unico
tratamiento que ha probado ser curativo parala LMC, pero
el procedimiento s6lo puede estar disponible enunterciode
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los pacientes y conlleva riesgos importantes en cuanto a
toxicidad. Es evidente que se requiere investigar nuevos
tratamientos en LMC, asi como desarrollar herramientas
gue permitan conocer qué pacientes no responderan ade-
cuadamente al manejo inicial con imatinib. Las remisiones
moleculares (completas) sélo se hanvistoenunaminoriade
pacientes tratados con imatinib. El objetivo entonces se ha
centradoeninvestigarmodalidadesterapéuticas conblancos
moleculares especificos que podrian eventualmente llevar
al bloqueo secuencial de vias de sefializacién intracelular,
gue conduzcan a remisiones moleculares completas e,
idealmente, la curacién en LMC. Es quiza, concebible que
en el futuro, los pacientes con LMC requieran de un céctel
de diferentesinhibidores (como ahoraes elmanejodel VIH-
SIDA), seleccionados con base en el perfil molecular de las
mutaciones presentes en cadapaciente. Ese conocimiento
del perfil molecular del paciente en lo individual en conjunto
coneldesarrollode terapias molecularmente dirigidas seran
lo que marcara en mucho el estudio y manejo del paciente
con LMC en los préximos afos.

( Cuadro Il. Resultados con 400 mg/d versus 600 mg/d en )
LMC, pacientes con fase avanzada
Respuesta Fase acelerada Fase blastica
400 mg 600 mg 400mg 600mg
RH 65% 71% 9% 35%
RHC 27% 37% 3% 14%
RCM 16% 28% 6% 18%
TpP 8meses Noalcanzada
P=0.002
SV 12 meses 65% 78%
P=0.014
. J
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I\VV. Evolucion Citogenética y Molecular en Pacientes
Tratados con Imatinib

Pablo Vargas-Viveros*

A partir del reporte inicial de Drucker! en el que describe
los primeros resultados del uso de Mesilato de Imatinib en
humanos para el tratamiento de la Leucemia Mieloide
Crénica (LMC), se abrié una nueva perspectiva al
conocimiento del comportamiento biolégico de la
enfermedad, por lo que origind una nueva era en la
investigacién terapéutica de esta enfermedad. Por otro
lado surgieron también nuevas intrigas e interrogantes
como es el desarrollo de la evolucion clonal, moleculary
citogenética en los pacientes entratamiento con Mesilato
de Imatinib.

Actualmente se acepta el término de Evolucién Clonal
(EC) para definir la emergencia de anormalidades
citogenéticas diferentes a la del cromosoma Filadelfia
1(9;22),enpacientes con LMC contratamiento convencional
y su desarrollo indica que la progresion de la enfermedad
haciafasesavanzadas esinminente. Enlapatogénesis de
sudesarrollo esfundamental lainestabilidad cromosémica
de laclonamaligna, lacual se ejemplifica de maneraclara
desde el punto de vista de la Leucemia Mieloide Aguda
(LMA): La inestabilidad genética es una caracteristica
comun en LMA, en la que suceden translocaciones
cromosOmicas balanceadas comola t(15;17), t(8;21)que
conducenalaformaciéndetranscritos de fusién especificos
delaleucemiasingananciao pérdida de material genético,
sin embargo, las anormalidades cromosdmicas
“desbalanceadas” si resultan en ganancia o pérdida de
material de todo un cromosoma o parte del mismo, que
ocurre tanto en LMA como en LMC en las que estas
aberraciones citogenéticas se asocian apronostico adverso
en la primeray a transformacién a fases avanzadas de la
enfermedad (Fase Blastica) enlasegunda. Latranslocacion
1(9;22) existe como Unica anormalidad a través de la fase
cronica y su expresion persiste durante la crisis blastica,
sin embargo, 50 a 80 % de los pacientes presentan
anormalidades cromosémicas adicionales conlaprogresion
de la enfermedad.? El desarrollo de cariotipos complejos
incluyen principalmente: trisomia 8, trisomia 19,
isocromosoma 17q con pérdida o alteracion del antigeno
p53y copias adicionales del cromosoma Filadelfia (Ph). El
significado prondstico de la evolucién clonal depende de
varios factores:

* Servicio de Hematologia. Hospital Angeles del Pedregal.
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Lo

La alteracion citogenética especifica.

2. Sufrecuencia o presencia cuantitativa en el andlisis
citogenético.

3. Suasociacidn con otras alteraciones citogenéticas
y clinicas de progresion de la enfermedad.

4. Larelaciéntemporal de suaparicion conlaevolucién
de la enfermedad (estadio temprano o tardio).

5. Influencia de tratamientos previos (Interferén alfa,
alquilantes, quimioterapia).®*

Elsignificado de laEvolucién Clonal (EC) esmenosclara
en pacientes que reciben tratamiento con Imatinib. La
importancia de los factores prondsticos en los diferentes
estadios de laenfermedad pueden ser alterados de manera
drastica con laintroduccion de este tratamiento y cambia el
prondstico de manera significativa. EI Mesilato de Imatinib
es hasta ahora el tratamiento mas efectivo para LMC fuera
delcontextodel Trasplante Alogénico de Células Progenitoras
Hematopoyeéticas (TACPH). La evolucion citogenética se
consideraunfactorde progresionindependiente de manera
total o parcial de las anormalidades derivadas del evento
molecular primario (Ph), porlotanto, el significado pronostico
de la evolucion clonal citogenética podria influir en los
pacientes con LMC en tratamiento con Imatinib.

Objetivo

El objetivo de la presente comunicacion es informar los
resultados de los cambios citogenéticos y su influencia
enel prondstico de pacientes con LMC entratamiento con
Mesilato de Imatinib.

Material y Métodos

Analizamos 27 pacientes con el diagnéstico de LMC Ph+
(BCR/ABL+) con objeto de identificar EC citogenética
durante el tratamiento con Mesilato de Imatinib y
determinar suimpacto en la evolucién de la enfermedad
logro de Respuesta Hematoldégica Completa (RHC),
Respuesta Citogenética (RCg)y supervivencia. Serealizd
andlisis citogenético mediante cariotipo con Bandas GTG
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( Cuadro |. Caracteristicas delos Pacientes previo al Tratamiento con STI571 )
Fase Crénica Fase Acelerada Fase Blastica
Pacientes (n) 15 7 5
Evolucion dela Enfermedad 36 100 70
(meses) (2-131) (6-206) (2-256)
EvolucidondelaFase 36 3 1
(meses) (1-131) (1-6) (2 sem.- 3 meses)
n (%)
Evolucion Clonal Previa al
tratamiento con Mesilato de Imatinib 4(26.6) 3(42.8) 1(20)
-12. Hiperploidias. -Y.
Ph+Ph. -11.
-4,-8,-17,-22, pgh+.
-Y.
-5,-Y.
\ J
4 ) ] N\
Cuadro Il. Evolucion de LMC durante el tratamiento con STI571
Fase Cronica Fase Acelerada Fase Blastica
n(%)
EC Durante Tratamiento con
STI571 9/15 a/7 1/3
(60) (57.1) (33.3)
RHC 14/15 6/7 2/3
n(%) (93.3) 85.7 (66.6)
TiempoparaRHC (Semanas) 3 (1-6) 4 (2-6) 1-3
RCg 14/15(93.3) 6/7(85.7) 1/3(33.3)
RCgC 7 (46.69) 0 0
RCgM 7 (46.6) 6(85.7) 1(33.3)
Tiempo para RCg (Meses) 9(3-12) 9(3-12) 6
EC n(%) 9/15 (60) 4/7(57.1) 1
Alt.Cg Recaida
Ph+Ph,+8 Hematoldgica Alt.Cg Recaida
Ph+Ph, AbIX Hematolégica Alt.Cg Recaida
-Y,Ph+Ph,AbIX Citogenética Hiper, -22 - -14 Citogenética
Y - Hiper, -
-21,+14 - -22
AbIX,
Hiper - -5, -8,
-19,-22 -
AbIX -
AblX,-22 - +8 Hematoldgica )

ytécnicade FISH [t(9;22)]alos 0, 3,6, 9, 12, 18,24y 36
meses del seguimiento.

Quince pacientes presentaron Fase Crénica y se
trataron con Mesilato de Imatinib a la dosis de 400 mg/
dia; Siete pacientes en Fase Acelerada con tratamiento
de 600 mg/dia de Imatinib y por Gltimo 5 pacientes en
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Fase Blastica con dosis diaria de 600 a 800 mg de
Imatinib. Previo al inicio del tratamiento con Imatinib 4
pacientes (26.6%) en FC presentaron EC y todos los
defectos estaban presentes enclonas Ph-. Delos pacientes
en FA, la EC estaba presente en 3 (42.8%) pacientes en
clonas Ph-,yensélo un paciente (20%) de FB (Cuadro ).
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Resultados
Fase Cronica

El analisis citogenético previo y durante el periodo de
seguimiento detectd EC en 9 de los 15 (60%) pacientes
en FC. Las alteraciones cromosémicas mas frecuentes
fueron: amplificacion de ABL, doble cromosoma Filadelfia
e hiperploidias, todas en clonas Ph+. Las alteraciones
citogenéticas previas al tratamiento de los 4 pacientes
mencionados, desaparecieron al tercer mes de
tratamiento, sin embargo se presenté el desarrollo de
nuevas y diferentes alteraciones en el transcurso de la
evolucién. Catorce de los 15 (93.3%) pacientes en FC
lograron la RHC en una mediana de 3 semanas (1 a 6
semanas). Se logro Respuesta Citogenética (RCg) en 14
(93.3%) de los 15 pacientes en un promedio de 9 meses
de tratamiento, 3 de los cuales presentaron EC previa.
Durante el periodo de tratamiento con Imatinib se presento
progresionde laenfermedad en 3 pacientes. Lafrecuencia
de desarrollo de EC y sus caracteristica e impacto en la
evolucion de la enfermedad se muestran en el cuadro Il

Fase Acelerada

Tres pacientes en FA presentaban EC al inicio del
tratamiento de los que s6lo unologré RCgM (Cuadrol). Se
presenté EC en el 57.1% de los pacientes (n= 4). Las
alteraciones Cg mas frecuentes fueron -22 en 3 casos e
hiperploidiasen 2. Se presentd progresion de laenfermedad
en un paciente que desarroll6 +8 a los 18 meses. Los
otros pacientes continlan en RHC y RCgM a los 24
meses de seguimiento (Cuadro I1).

Fase Blastica

Enunode 7 pacientesen FB se presentd EC (-Y) al inicio
deltratamientoy murié alas 4 semanas. Sélo 3 pacientes
sin EC previafueron evaluables para el seguimiento: Dos
lograron RHC perorecayeronaentrelasemana8y 12 con
progresion sin poder analizar nuevo estudio citogenético.
En el tercer paciente se logré sélo RH parcial con RCgM
y desarroll6 EC al mes 9 con pérdida del cromosoma 14
(-14) que desaparecio a los 12 meses y progresé con
recaida Cg a los 18 meses de seguimiento. La paciente
murié alos 24 meses de evento norelacionado con LMC.

Discusion

En el analisis preliminar de los pacientes se encontr6 que
eldesarrollode EC citogenética no influy6 enla proporcién
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de RHC ni RCg (93.3%) en contraste con lo descrito en la
literatura. Lafrecuenciade desarrollode EC enlos pacientes
en tratamiento con Imatinib fue mayor a lo reportado en
otras series (60% vs. 8.4-25%) y el impacto del desarrollo
de EC en la evolucién de la enfermedad es evidente al
analizarlafrecuenciade progresién delaenfermedad enel
21% (3/114) de los casos en FC. y se asocié con la
presenciade doble cromosoma Ph+, amplificacién de ABL
y Trisomia del cromosoma 8. En otro 28.5 % de los casos
(4/14) se desarroll6 amplificacién de ABL en clonas Ph+,
pero continlan en RCgM a 36 meses de seguimiento. Las
alteraciones cromosdmicas que representan un factor de
riesgo para progresion de la enfermedad en pacientes en
FC en tratamiento con Imatinib son la presencia de Doble
Cromosoma Ph+, Amplificacién de ABL, Trisomia del
cromosoma 8 y la asociacion entre ellas, ya que una
proporcién de los pacientes desarrollé6 amplificacion de
ABL y hasta el momento se mantienen en RCgM. En los
pacientes de FA el 85% (6/7) present6 EC previo o durante
eltratamiento pero 4/7 (57%) de ellos alcanzaron laRCgM
sostenida. Las alteraciones cromosémicas mas frecuen-
tes fueron hiperploidias en el 100% Yy -22 en 3 (50%) y no
tuvieron ningun impacto en la evolucién de la LMC. Los
pacientes en FB no fueron evaluables debido al corto
periodo de seguimiento.

Conclusioén

La EC esunfendmenoreconocido pero cuyos mecanismos
moleculares de desarrollo e induccionde progresionen LMC
sedesconocen. Laemergenciadel desarrollode EC durante
tratamiento con Imatinib en nuestros pacientes de FC es
mayor de loreportadoenlaliteraturay quiza se podriaatribuir
a la larga evolucién de la enfermedad previa al inicio del
tratamiento, pero también hay que considerar la posible
influencia de los tratamientos previos y prolongados con
agentes alquilantes (Hidroxiurea y Busulfan) con el efecto
conocido de inducir alteraciones citogenéticas con su uso
prolongado y que se trata de farmacos con amplisimo uso
en nuestro pais como Unico tratamiento accesible a la
mayoriadelospacientes. Llamalaatencion quelos pacientes
con FA clinicamente y con EC lograran 85.7% de RCgM
sostenida, comparado conel 12.5% reportado por O'Dwyer
y 34.4% de Marktel; sinembargo desconocemos elimpacto
gue tendra en la evolucion futura, si lograran RCgC o la
frecuencia de recaidas en estos pacientes.

La evolucion clonal citogenética y/o molecular juega
un papel importante en el desarrollo de progresion de la
enfermedad, las alteraciones citogenéticas mas frecuen-
tes y con impacto negativo en la supervivencia libre de
progresién en este grupo de pacientes fueron doble
cromosoma Filadelfia, amplificacion de Ably trisomiadel
cromosoma 8.

Gac Méd Méx Vol.139, Suplemento No. 2, 2003




A la luz de los conocimientos actuales no podemos
inferir que eltratamiento de LMC con Mesilato de Imatinib
induzca o facilite los cambios citogenéticos (EC) ya que
sendas alteraciones cromosémicas son las mismas
descritasenlaevolucién naturaldelaLMC. Es clave esta
informacion para definir implicacién prondstica al inicio
del tratamiento con Imatinib como criterio de selecciény
para que los casos con EC reciban un esquema de
tratamiento diferente.
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V. New Molecular Targets for the Treatment of CML

Jorge Cortes*

Summary

Multiplenewagentsarecurrently beingdevelopedinCML.
The majority of these agents are now being investigated in
patients who have devel oped resistance to imatinib. Their
mechanismsof actionarediver seand many maybesynergistic

Imatinib mesylate (Gleevec, STI571) is a highly effective
agentthathas changed our approachtotreatment of CML.
It should now be considered the treatment of choice for
patients with CML at the time of their diagnosis. However,
there is still a need to identify other effective therapies for
CML. First, use of single agent therapy in cancer has
generally resulted in eventual development of resistance.
Several mechanisms of resistance have already been
identified in patients treated with imatinib. Although these
mainly have occurredin patientstreated in accelerated or
blastic phase, there is the potential for additional patients
becomingresistantto single-agentimatinib. Also, although

with imatinib. These agents will soon be used in different
combinations, most likelyincludingimatinib, withthe hope
of obtaining complete blockade of intracellular pathways
triggered by Bcr-Abl. If this is successful, complete
eradication of diseasemay becomeareality for themajority
of patients with CML.

hematologic and cytogenetic responses to imatinib have
been spectacular, to date only a small fraction (5-7%) of
patients treated in chronic phase with standard-dose
imatinib as first line of therapy have achieved molecular
remission. As patients remain on therapy, molecular
responsesimprove and these rates may yetimprove, but
it is likely that a significant fraction of patients may not
achieve this desirable outcome. Finally, there are multiple
other potential targets for therapy that have beenidentified
and several agents that can be directed to these targets.
There is evidence of activity of many of these agents in
preclinical studies and in some instances in early clinical

* Department of Leukemia. The University of Texas, M.D. Anderson Cancer Center
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trials. Furthermore, these agents can be synergistic with
imatinibinimatinib-sensitive and, mostimportant, imatinib-
resistant cells. Here we will describe some potential
targets and targeted therapies for treatment of CML. A
partial list of these targets and agents directed towards
them is presented in Table 1. Some of these targets will
be described here and others will be presented.

DNA Methylation

DNA methylationis an epigenetic phenomenonthatresults
in gene silencing. Hypermethylation of regulatory genes
involved in cell proliferation and differentiationis acommon
phenomenon in cancer.! In CML, there is increased
methylation of several genes, including the Pa promoter
of ABL1, BCR, and p15. Methylation may increase with
disease progression, althoughitis unclear whether thisis
a cause or a consequence of the progression. There are
currently at least two hypomethylating agents under
investigation: 5-azacytidine and 5-azacytidine and 5-aza-
2'-deoxycytidine (decitabine). Decitabine has been the
most widely investigated among these agents in CML.
Initial studies used MTD of 50-100 mg/m?over 6 h every
12 h for 5 days. Among 32 patients with myeloid blast
phase treated with decitabine, two patients achieved CR
and six had objective responses (hematologicimprovement
or back-to-chronic phase) for overall response rate of
26%.2 Nine of 17 (53%) patients treated in accelerated
phase had an objective response.? It is now clear that
lower doses achieve optimal hypomethylation, while higher
doses result in a direct cytotoxic effect. A study
investigating minimal effective dose of decitabine was
recently conducted and identified 15 mg/m? daily for 10
days as optimal dose.* Decitabine is currently being
investigated employing this dose schedule in patients
with imatinib-resistant CML in chronic, accelerated, and
blast phases. In addition, decitabine is synergistic in vitro
against CML. Anongoing study is investigating use of this
combination in imatinib-resistant patients with CML in
accelerated or blastic phase.

Farnesyl Transferase (FTase) Inhibitors (FTI)

Ras activation is one of the main downstream events
resulting from autophosphorylation of Bcr/Abl. To be
active, Ras mustundergo post-translational modifications
thatallow attachment of Rasto cellularmembrane. These
changes are achieved through prenylationthatis mediated
by at least two different enzymes, most prominently
Ftase.® FTIwereinitially designed to inhibit Ras activation
and are highly effective to achieve inhibition of this
enzyme. However, there are multiple enzymes, both
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constitutional and regulatory, that require farnesylation for
activation, and it is unclear at present which one (or
several) of these is most important for anti-leukemia
activity of FTI, but it is most likely not Ras. Other
candidates are RhoB and CNEP-E and —F. There are
several FTI currently under clinical development” with
demonstrated activity against solid tumors and
hematologic malignancies.®* SCH66336, an FTl,induced
dose-dependent inhibition of colony formation and
proliferation of Ber/Abl-transformed BaF3 cells and primary
cellsfrom patients with CML.* Mice treated with SCH66336
after injection of Bcr/Abl-BaF3 cells survived forupto 12
months, whereas all mice treated with vehicle only died of
leukemia. SCH66336 was equally effective in a Bcr/Abl-
positive ALL mouse model.*? In addition, SCH66336
inhibited proliferation ofimatinib-resistant Bcr/Abl positive
cell lines and colony formation of cells from imatinib-
resistant CML patients®. SCH66336 sensitized STI571-
resistant cells to STI571-induced apoptosis. Clinically,
R115777,an FTlinduced hematologic response in six of
22 (32%) CML patients treated included four patients who
achieved transient minor cytogenetic response!®. In a
phase | study of R115777 in acute leukemias, both
patients with blast phase Ph-positive CML achieved
partial hematologic response. SCH66336 has also
demonstrated activity in this setting. Combination studies
are also ongoing of FTI with Gleevec.

Arsenic Trioxide

Arsenicals were among the first therapies to be used for
CML.*>*Morerecently, arsenictrioxide (As,0,) demonstrated
clinical activity in acute promyelocytic leukemia'® and
additional evidence of activity was documented in other
hematologic malignancies, including multiple myeloma,
myelodysplastic syndromes, and lymphomas.*”81n CML,
As,0, induced dose-dependent growth inhibition and
apoptosis to Bcr-Abl-positive cell lines.’® This was
accompanied by reduced expression of p2108c-Av
protein.**?° As 0, is also synergistic withimatinibininducing
growth inhibition and apoptosis of CML cell lines.?1.22

Proteasomes and Proteasome Inhibition

The ubiquitin-proteasome pathway is the principal
intracellular pathway responsible for protein degradation.?®
These include proteins with a variety of cellular functions,
from structural to those that participate in cell cycle
regulation and tumor growth. Proteasome inhibitors are
being investigated as a new approach for anti-cancer
therapy, with PS-341 (bortezomib) being the firstgeneration
of these agents to be tested in the clinic. Bortezomib has

Gac Méd Méx Vol.139, Suplemento No. 2, 2003




anti-neoplastic activity against multiple tumor types, but
the specific mechanism by which bortezomib exerts its
anti-neoplastic activity is not clear. Inactivation of NF-kB
appears to play a prominent role. NF-kB is inhibited in
cytoplasm through binding to kB, a substrate for the
ubiquitin proteasome pathway.?* In CML, Bcr/Abl activates
NF-kB-dependenttranscription and NF-kB may be required
for Ber/Abl mediated transformation.?®?® Proteasome
inhibition with the agentN-carbobenzoxy-L-leucyl-L-leucyl-
norvalinal (LLnV) induced reduction in expression of Bcr/
Abl protein in K562 cells.?” PS-341 has inhibited the
growth andinduced apoptosis of several Bcr/Abl positive
celllinesand STI571-sensitive and —resistant cell lines.®

Vs
Table I. Molecular targets and targeted agents for
treatment of CML
Target Examples

Protein production Homoharringtonine

Methylation Decitabine, 5-azacytidine
Hystone deacetylase Depsipeptide, valproic acid
Farnesyltransferase R115777,SCH66336,BMS214662
Arsenicals Arsenictrioxide

Proteasomes PS-341

Angiogenesis

VEGF Bevacizumab

VEGF-receptor PTK787

Vaccines Bcr-Abljunction peptides
PR1

HSP-70

Tyrosinekinase
(Bcr/Abland others) AG957
AG490
Adaphostin

Genasense

Bcl-2
g

Anti-angiogenic agents

Angiogenesis plays an important role in CML. Plasma
levels of VEGF are elevated in CML comparedto controls
(76.3 vs. 26.7 pg/mL), and similar elevations of bFGF,
HGFand TNFa occur.?® These elevations are accompanied
by increased number of blood vessels and area of
vascularity inbone marrow.?® Increased cellular expression
of VEGF has been reported as associated with shorter
survival in patients with CML in chronic phase. The
mechanism by whichthese changes play arolein CML is
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only beginning to be understood. VEGF suppresses the
function of dendritic cells in vitro® and in some myeloid
leukemias, VEGF directly stimulates growth of leukemia.
Antibodiesto VEGF may enhance the function of dendritic
cellsand induce apoptosis of leukemia cells.®? Therefore,
inhibition of VEGF either by suppressing production or
interfering with VEGF in circulation (e.g., monoclonal
antibodies such as bevacizumab) or blocking its receptor
might prove beneficial in CML.
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