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FUMmARY

During the last years, with
molecular biology advances, it
has been possible the detection of
fusion genes that presentencoder
sequences of transcription
factors. This way it has been
demonstrated that the BCR-
ABL fusion gene is responsible
of mieloproliferation in Cronical
Mielicytic Leukemia. In Acute

Promielocytic Leukemia it
has to do with chromosomical
translocations that envolves
the Retinoic Acid’s alpha

receptor over 17’s chromosome,
forming the PML-RARo, a
fusion gene that inhibits cellular
differentiation and originates
lethal proliferation of immature
promielicytes of this pathology.
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Currently there are proof that
show several steps involved in
the Leukemia initiation, and
based on molecular genetic
advances there have been
identified several pathological
mutations. In this review we
analyze the leukemias genomical
topicality, its treatment from
genetical therapy point of view,
as well as the reference of a new

indirect marker, the Zap 70.

| INTRODUCCION

La leucemia fue descubierta en
el mundo hace casi 200 afos,
por lo que puede considerarse
un problema reciente. Desde su

descripcion inicial, las leucemias
han sido foco de una impresionante
investigacion médica, debido a
varias razones: sus dramadticas
manifestaciones

frecuencia e

clinicas, su
impacto en la
nifiez, su hallazgo en animales,
la sencillez de los andlisis de la
sangre periférica y de la médula
Osea que permitieron comprender
mejor la hematopoyesis, y su
forma de tratamiento, adaptada
posteriormente a otros tipos de
neoplasias en el ser humano.'
En los ultimos afios se han
logrado importantes avances en la
comprension de los mecanismos
moleculares relacionados con
una

hemopoyesis normal y
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con el desarrollo de neoplasias
hematoldgicas.” El mecanismo
de dano mas frecuente, es la
translocacion cromosomica
balanceada; ésta alteracion
citogenética a nivel molecular
ocurre basicamente a través de
dos mecanismos, uno de ellos
involucra la fusion del marco de
lectura de dos distintos genes, en
donde el extremos 5’ pertenece a
un gen y el extremo 3’ a otro gen,;
el rearreglo molecular origina un
gen de fusion cuyo producto es una
proteina quimérica con actividad
oncogénica que interfiere con
la diferenciacion terminal. En
el segundo mecanismo, todo el
marco de lectura de un gen queda
bajo el control de un promotor
externo que induce la expresion
abrerrante del protooncogen.'
Los avances en las técnicas del
bandeo cromosomico y en los
métodos de cultivos permitieron
el desarrollo de la citogenética
convencional y  ha permitido
empezar a comprender la biologia
en los cambios cromosomicos
de la leucemia. Los oncogenes
leucémicos fueron descubiertos
con la aplicacion de retrovirus para
inducir leucemia experimental
Estos  genes
localizados en ciertas regiones
del  rearreglo  cromosdmico

en animales.

en el cancer humano fueron
involucrados en la patogénesis
de las enfermedades humanas,
oncogenes tales como el MYC
en Linfoma de Burkitt y el BCR-

ABL en la Leucemia Mieloide
Cronica.”” Las translocaciones
e inversiones cromosomicas son
las aberraciones cromosdmicas
descritas en leucemia humana
y la clonacién en sus “puntos
de fractura” han permitido
identificar mas de 100 oncogenes,
donde su producto oncogénico
alterard el programa normal en
la proliferacion, diferenciacion y
sobrevida de las células. Ademas
de los rearreglos cromosomicos
también pueden ocurrirmutaciones
puntuales que afectan los factores
de transcripcion como C/EBP
alpha, GATA1 y AMLI1 o afectar
receptores de tirosina quinasas
como el FLT3 y el ¢-KIT."

NETICA MOLECULAR
LAS LEUCEMIAS

La Leucemia Mielocitica Cronica
(LMC) es la primera neoplasia
maligna que se relaciona con
una anomalia cromosomal: el
cromosoma Filadelfia, que es el
resultado de una translocacion
genética entre la region 5° del gen
BCR del cromosoma 22 que se
fusiona con la region 3° del gen
ABL ubicado en el cromosoma
9, creando el gen de fusion
BCR-ABL con alta actividad
tirosin quinasa, éste es un evento
molecular critico en el desarrollo
de algunas leucemias cronicas y
agudas siendo el responsable de
la mieloproliferacion observada

en la LMC.” ' Los analisis de

bandeo cromosOmico  siguen
siendo el estandar de oro para la
investigacion de las aberraciones
en las estos han
llevado al descubrimiento de
mas de 100 translocaciones en

cromosomas y la identificacion de

leucemias,

una serie de ganancias y pérdidas
cromosomicas en las células
leucémicas, de esta forma la
comprension de los mecanismos
implicados en las leucemias han
cambiado.
muchas de estas translocaciones

dan

A nivel molecular,
cromosomicas lugar a
la expresion desregulada de
oncogenes, por ejemplo MYG
en la Leucemia Llinfocitica
Aguda (LLA). Por otra parte las
trasnlocaciones pueden dar lugar
a la creacion de proteinas de
fusion quimérica, muchas de las
cuales alteran los programas de
transcripcion de diferenciacion del
bloque de células. Por ejemplo en
la Leucemia Mielocitica Aguda
(LMA),t(8:21)einv(16)crearonel
gen de fusion LMA 1-ETO, la cual
consiste en una de las aberraciones
genéticas mas comunes que
puede ser causante del bloqueo
de la diferenciacion de las células
mieloides y representa del 5 a12%
de los casos de LMA 'y 33% de los
casos cariotipicamente andmalos
de leucemias  mieloblasticas
agudas con maduracién. Sin
embargo aberraciones como éstas,
no son por si mismas suficiente
causa de una leucemia mieloide.

Por otra parte se ha demostrado
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que la actividad constitutiva de
las moléculas de senalizacion,
como los miembros de la familia
de FLT3 o RAS pueden inducir
el fenotipo mieloproliferativo
complementario.!! En el caso
de la Leucemia Promielocitica
Aguda (LPA), pertenece al subtipo
morfologico M3 de la Leucemia
Mieloblastica Aguda y se asocia
con translocaciones cromosdmicas
que involucran el receptor alfa
para el 4cido retinoico (rara) sobre
el cromosoma 17.2*% La proteina
Rara es un factor de transcripcion
dependiente del ligando (RA
o ATRA) que generalmente
bloquea la expresion de genes en
ausencia de dichos ligandos.® En
la LPA humana hay un bloqueo
en la diferenciacion normal de los
granulocitos, el cual origina una
acumulacion letal de promielocitos
inmaduros.” ' En la actualidad
hay pruebas que evidencian que
hay varios pasos implicados en
el inicio de la leucemia, y con
base en los avances en genética
mutaciones
reconocidas

molecular muchas
patologicamente
han sido identificadas en ambas
leucemias mieloides.

TAMIENTO DE LAS
UCEMIAS
La LPA fue uno de los primeros
tumores malignos en ser tratados
con €xito con una terapia blanco
molecular especifica, el acido

trans-retinoico ~ (ATRA). El

blanco especifico del ATRA es
la transformacion potencial del
gen de fusion productor PML-
Rara cuyo efecto consiste en la
diferenciacion terminal de los
blastos sin efectos citotoxicos
combinar la
quimioterapia con ATRA se
obtienen los mejores resultados con

colaterales. Al

una mejoria de aproximadamente
70% de los pacientes.”> De esta
forma el tratamiento de la LPA con
retinoides constituye la primera
demostracion dramadtica de que
la terapia de diferenciacion es
muy eficiente en una enfermedad
maligna avanzada.'” El Imatinib
es el tratamiento de eleccion
para los pacientes con LMC en
inhibidor
Estudios
recientes realizados después de

fase cronica,
de tirosin

es un
kinasa.®

la introduccion del Imatinib, han
demostrado que es necesaria la
monitorizacion molecular por
estudios cuantitativos una vez
alcanzada la remision citogenética
completa, para poder estratificar
la respuesta al tratamiento y
detectar una pérdida temprana de
la respuesta lograda.> ® Nuevas
drogas han demostrado ser
eficaces en el tratamiento de las
leucemias, incluyendo numerosos
inhibidores de la tirosina quinasa
(por ejemplo los inhibidores de
FLT3 como PKC412), inhibidores
de farnesiltransferasa (tepifarbid),
agentes desmetilantes (decitabina),
inhibidores de la  histona

deacetilasa (el acido valproico)

y anticuerpos monoclonales (el
—CD33
0zogamicina).

anti gemtuzumamab
Mientras  estos
agentes estan siendo investigados
en ensayos clinicos de tratamiento,
la combinacién de terapias con
farmacos citotoxicos con o sin
trasplante de células madre sigue
siendo el estandar de oro en el
tratamiento y ha incrementado
la tasa de cura en las leucemias
especialmente en la LLA en nifios,
con una tasa de curacion de mas
del 80%. Sin embargo la tasa
de curacién para adultos sigue
siendo muy inferior, sefialando
de esta forma la necesidad de
la  incorporacion tratamientos
con terapias blanco molecular
especifica.!!

ECTOS
LECULARES
S DROGAS
TILEUCEMICAS

Laleucemia fueunade las primeras
enfermedades en las cuales Ia
tecnologia de los microarreglos de
ADN fue aplicada en el monitoreo
de los efectos de las drogas,
analizando el efecto del acido trans
retinoico (ATRA) en el tratamiento
de lineas celulares derivadas de
LPA. Estos analisis mostraron que
los genes regulados por ATRA
incluyen miembros de la via del
factor de necrosis tumoral (TNF),
esto sugiere que esta via tiene
interaccion con la sefializacion de
ATRA y desempefia un papel en
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la regulacion de la supervivencia
celular en respuesta al ATRA. Los
mircoarreglos de ADN también
han sido utilizados con éxito
para evaluar la sensibilidad de la
LMC al imitanib que como ya se
menciono, tiene como blanco la
actividad tirosin quinasa del gen
de fusion BCR-ABL. Utilizando
lineas celulares que presentan
diferentes expresiones de genes,
que interactien con el imitanib,
se puede
resistencia a éste farmaco, lo que

llegar a identificar

sugiere que lineas alternativas
viabilidad
crecimiento,
BCR-
modo,

podrian mantener
y promover el
independientemente  del
ABL.>* Del
Rosenwald y colaboradores han
investigado las
moleculares del tratamiento con

mismo
consecuencias

fludarabine en pacientes con
LLC wusando microarreglos de
ADN. Tanto in vitro como in
vivo la exposicion a fludarabine
que es un analogo de las purinas
y que se utiliza actualmente en
el tratamiento de la LLC, tiene
como blancos el gen p53 y genes
involucrados en la reparacion del
ADN. Esto provee una explicacion
molecular de la resistencia a la
droga y al curso agresivo de la
enfermedad visto en pacientes con
LLC que tienen el gen p53 mutado.
Lo anterior sugiere la importancia
de tratar solamente a los pacientes
que tendran una respuesta positiva
a la terapia con fludarabine.?”!

SCUBRIMIENTO DE
EVOS FARMACOS
NTRA LAS
UCEMIAS

En la actualidad el enfoque
de la genomica que incluye Ia
tecnologia de los microarreglos de
ADN, juega un papel importante
en el descubrimiento objetivo
de drogas, proporcionando una
importante herramienta para la
optimizacion y la validacion
clinica de nuevos compuestos.
Mientras que en el inicio, el
proceso de perfiles genéticos
permitia la identificacion y
priorizacion de terapias diana
potenciales, actualmente el perfil
genético ayuda al descubrimiento
de drogas y toxicologia. Por lo
tanto los diversos enfoques de la
bioinformatica se utilizan para
deducir el perfil de expresion
del mecanismo de accion de
diversas drogas asi como los
efectos deseados. Sin embargo
es importante tener en cuenta
las limitaciones de la evaluacion
de las respuestas a través de
las  mediciones de ARNm
solamente. Aun asi, los perfiles
de expresion génica proporcionan
una herramienta poderosa en la
farmocogenética que promete
mejorar laprediccién de prondstico
y respuesta a los farmacos.?

ENTIFICACION DE
EVOS MARCADORES
DIRECTOS DE LA
UCEMIA

Muchos grupos han demostrado
que los perfiles de expresion
génica permiten la identificacion
de sefiales especificas que
correlacionan con el prondstico de
laenfermedad ya sea este favorable
o no. Investigaciones recientes
han permitido la identificacion
de marcadores indirectos como
factor pronostico. En la Leucemia
Linfocitica Croénica B (LLC-B)
la proteina ZAP-70 y Syk que
representan los primeros en ser
clinicamente implementados. La
ZAP-70 es una proteina de 70 kDa
con actividad tirosina kinasa, que
se asocia con la subunidad Z del
receptor de las células T (RCT).
Las siglas que la representan
provienen de su caracterizacion en
inglés: Zeta-associated protein-70
kDa. El otro miembro de esta
familia es la Syk, que es una
proteina de 72 kDa que se purificd
a partir del bazo porcino. Su
abreviatura procede del término
con que se identifico en inglés:
Spleen tyrosine kinase."* En los
linfocitos B, la Syk desempefia
una importante funcion
relacionada con la transduccion
de sefales dependientes de su
receptor de membrana. La ZAP-
70 se expresa normalmente en
las células T y NK, mientras que
la Syk lo hace en los linfocitos
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B y raramente en otras células
del sistema hematopoyético. La
ZAP-70 y la Syk tienen funciones
practicamente equivalentes en los
linfocitos T y B, respectivamente.
En estas células son elementos
fundamentales para la ejecucion
de una cascada de sefiales en la
que intervienen diferentes pasos
de fosforilacion y desfosforilacion
que activan otras proteinas
kinasas, las cuales transfieren al
nucleo de la célula la informacion
necesaria para la activacion del
linfocito y el desarrollo de sus
funciones efectoras.’*> Después
que el RCT es estimulado por un
antigeno, se activa un sistema de
PTK que induce la fosforilacion
de residuos de tirosina ubicados
en determinados sitios de la
cadena Z, los que se convierten asi
en puntos de uniéon con la ZAP-
70. Mientras no se haya unido a la
cadena Z, la ZAP-70 permanece
inactiva. Después que se une con
esta cadena, su activacion ocurre
rapidamente, por la fosforilacion
de un residuo tirosina presente en
su estructura. Aunque todos los
pasos en que interviene la ZAP-
70 activada no estan totalmente
esclarecidos, se considera que
ella es una PTK clave en Ia
fosforilacion de diversas proteinas
que le sirven de substrato y que
intervienen en la cascada de
sefnales que se desencadena por la
estimulacion del RCT.># 14

Los linfocitos B normales no

expresan la ZAP-70. Sin embargo,

estudios  genéticos realizados
en la LLC-B, con empleo de
microarreglos de ADN, mostraron
un patréon caracteristico en la
expresion de un pequeilo nimero
de genes, entre los que esta el de
ZAP-70%. Se observd que las
LLC-B que no tenian mutaciones
en los genes IgVH expresaban
ZAP-70, lo que no sucedid en
los casos con mutaciones en
los genes IgVH. Por lo tanto,
se planted correlacion entre la
expresion de esta proteina y el
estado mutacional de estos genes™
20.27 aunque esta correlacion no es
absoluta, pues se han comprobado
casos con mutaciones en los genes
IgVH y alta expresion de la ZAP-
70. Sin embargo, esto se considera
una situacidon excepcional, y por
lo tanto, se acepta la expresion
de la ZAP-70 como un indicador
adecuado del estado mutacional
de los genes IgVH y con un
valor prondstico similar en la
LLC-B®. Al contrario de lo que
se ha senalado en relacion con
la expresion de CD38, la de la
ZAP-70 se mantiene sin variacion
durante todo el tiempo que dura la
enfermedad. Se ha comprobado
que la estimulacion del receptor
de las células B en las LLC-B
que expresan la ZAP-70, provoca
una fosforilacion de las PTK
citosolicas significativamente
mayor que la que se obtiene en las
que no expresan ZAP-70.° Este
hecho sugiere que la expresion

de esta proteina se asocia con

un aumento de la transduccion
de sefiales estimuladoras de los
linfocitos B que podria contribuir
a la evolucion mdas agresiva que
pueden tener las LLC-B sin
mutaciones en los genes IgVH.
Mas recientemente, el estudio
de la expresion de la ZAP-70
se ha simplificado, y ademas
de su determinacion mediante
retrotranscripcion con reaccion en
cadena de la polimerasa (RT-PCR),
se puede realizar por citometria de
flujo y por inmunohistoquimica.
Estas posibilidades
contribuyen a que la determinacion
de la expresion de ZAP-70 se haga
mas factible en la practica clinica

nuevas

habitual, lo que proporciona un
valioso indicador prondstico mas
simple que la caracterizacion del
estado mutacional de los genes
IgVH.S, 18,27

B)NCLUSIONES

Durante la ultima década, las

leucemias han sido un area
atractiva

usando

de la investigacion,
pruebas como los
de ADN, lo que
ha permitido identificar blancos
moleculares para el desarrollo de
compuestos quimicos inductores

microarreglos

de la diferenciacion terminal o
inhibidores de oncoproteinas.

Losperfilesdeexpresiongénicahan
contribuido con una nueva faceta
importante para la exploracion de
Con

neoplasias hematoldgicas.

el conocimiento existente en la
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hematopoyesis y la genética de
las leucemias hay una guia en
la interpretacion de datos y se
facilita la generacion de hipdtesis
biologicamente significativas.
Esta tecnologia contribuye a una
clasificacion leucémica molecular
completa lo que permitird un
tratamiento especifico para cada
leucemia lo que permitira a los
médicos discernir los casos con
un riesgo elevado de recaida o una
alta probabilidad de la resistencia
a la terapia.

_ ESUMEN

En los ultimos afios con los
avances en la biologia molecular
se ha podido llegar a detectar
en las leucemias de nuevo
diagnostico genes de fusion los
secuencias

factores de

cuales  presentan
codificadoras de
transcripcion. De esta manera
se ha demostrado que el gen de
fusion BCR-ABL es el responsable
de la mieloproliferacion en Ia
Leucemia Mielocitica Cronica.
En el caso de la Leucemia
Promielocitica Aguda se relaciona
con translocaciones cromosomicas
que involucra el receptor alfa
de 4cido retinoico sobre el
cromosoma 17, formandose el
gen de fusion PML-RARGa, la cual
inhibe la diferenciacion celular
originando la proliferacion letal
de promielocitos inmaduros de
esta patologia. En la actualidad

hay pruebas que evidencian que

hay varios pasos implicados en
el inicio de la leucemia, y con
base en los avances en genética

molecular muchas mutaciones

patolégicamente reconocidas han
sido identificadas. En esta revision
se analiza lo que se conoce en la
actualidad de la genomica de las
leucemias, su tratamiento desde el
punto de vista de la terapia génica,
asi como la mencion de un nuevo
marcador indirecto como lo es el
ZAP-70.
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