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RESUMEN

Enunaelevada proporcién decasosdeleucemiasdenuevo diagndstico
se detectan genes de fusion, los cuales frecuentemente presentan
secuenciascodificadorasdefactoresdetranscripcion. Sehademostrado
que algunas proteinas de fusion como Pml-Rara inhiben la
diferenciacion celular, al reclutar complejos correpresores nucleares
guemantienen unaactividad dehistona desacetilasa (HDAC eninglés)
sobre promotores de genes especificos importantes en diferenciacion
de una determinada estirpe celular. Esta represion transcripcional
dependiente de HDAC representa una via comin en el desarrollo de
leucemia y por lo tanto puede ser un blanco importante de nuevos
compuestos terapéuticos.

Por otrolado, la oncoproteina Ber-Abl muestra una alta actividad de
tirosina-cinasa, la cual desregula vias de transduccion de sefales
involucradasnormal menteen proliferacionyapoptosis. Estaactividad
aberrante puede ser afectada por inhibidores de transduccion de
sefiales (STls, del inglés), los cuales bloguean la ruta oncogénica y
representan un gran avance terapéutico.

En esta revision analizamos con cierto detalle lo que se conoce en la
actualidad sobre la represion transcripcional reversible controlada
por HDAC y sobrela transduccin de sefial esaumentada por Ber-Abl.
Adicionalmenteindicamos quela aplicacion de farmacos de bajo peso
molecular para el control de las leucemias humanas, basada en el
conocimiento de los mecanismos moleculares de la enfermedad, lleva
aunaremision clinica, con bajo riesgo de efectostoxicos secundarios,
lo cual esta aumentando la mejoria de una alta proporcién de los
enfermos.
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SummARY

Leukemia-associated fusiongenesaredetectedinasignificant proportion
of newly diagnosed cases, where genes encoding transcription factors
are usually found at one of the breakpoints. Activated fusion proteins
such as Pml-Rar o, have been shown to inhibit cellular differentiation
by recruitment of nuclear corepressor complexes, which maintain local
histonedeacetylase (HDAC) inavariety of hematol ogiclineage-specific
genepromoters. ThisHDAC-dependent transcriptional repressionappears
as a common pathway in the development of leukemia and could
constitute an important target for new therapeutic agents.
Alternatively, the Ber-Abl oncoprotein shows high tyrosine kinase
activityand deregulatessignal transduction pathwaysnormallyinvol ved
in both apoptosisand proliferation. This aberrant activity is affected by
signal transduction inhibitors (STls), which block or prevent the
oncogenic pathway.

In this review, we shed some light on our understanding of both the
reversible transcriptional repression controlled by HDAC and the
deregulated Ber-Abl signal transduction pathway. In addition, the
administration of low molecular weight drugs for human leukemia
treatment based on thisknowledge brings about a significant long-term
clinical remission and an acceptable risk of toxic effects that should
increase the curerate.
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Nuevas estrategias terapéuticasen leucemia

Introduccion

ces en la comprension de los mecanismos moleculares
relacionados con una hematopoyesis normal y con el desa-
rrollo de neoplasias hematoldgicas.' Las alteraciones mole-
culares en genes que controlan los programas de diferencia-
cion celular, como son los protooncogenes y genes supreso-
res de tumor, derivan en la pérdida del control de lahomeostasis
en el tejido hematopoyético y promueven la aparicion de una
leucemia.? En la actualidad aproximadamente 50 diferentes
alteraciones cromosomicas han sido descritas en leucemia
aguda.® El mecanismo de dafio mas frecuente es la translo-
cacién cromosomica balanceada; dicha alteracidon citoge-
nética a nivel molecular ocurre basicamente a través de dos
mecanismos. Uno de ellos involucra la fusiéon de marcos de
lectura de dos distintos genes, en donde el extremo 5’ perte-
nece aungeny el extremo 3’ a otro gen; el rearreglo molecular
origina un gen de fusién 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 expresiéon aberrante del
protooncogen.® Estas translocaciones cromosdémicas inclu-
yen como blancos moleculares, en la mayoria de los casos,
a genes cuyos productos son factores de transcripcion que
controlan mecanismos de diferenciacion terminal en precur-
sores celulares del tejido hematopoyético. Dichos factores de
transcripcion quiméricos, generados por una translocacion
balanceada interfieren en el desarrollo de una hematopoiesis
normal; ademas, ellos son un elemento clave para el disefio
de esquemas de tratamiento alternativo.*

No obstante, los genes de fusion son necesarios pero no
suficientes, para el desarrollo de una leucemia.* Existen
alteraciones moleculares adicionales, tales como las mutacio-
nes puntuales, que dafan los mecanismos de proliferacion,
apoptosis y diferenciacion celular en precursores hematolo-
gicos.® Otras alteraciones adicionales, que no afectan la
informacion contenida en la secuencia nucleotidica del DNA,
se relacionan con eventos epigenéticos, que en general
conducen a una hipermetilacion del DNA o acetilacion abe-
rrante de histonas, afectando la disponibilidad transcripcional
de protooncogenes y genes supresores.®

Por otra parte, mutaciones en receptores con actividad de
tirosina-cinasa, que participan en las vias de transduccion de
senales que controlan la proliferacion y supervivencia celu-
lar, son elementos clave en la progresion de una leucemia.”
Recientemente, se ha determinado que el receptor FLT3, es

I n los ultimos tres afnos se han logrado importantes avan-

un candidato muy atractivo para nuevas estrategias de trata-
miento, debido a que se encuentra activado en una propor-
cion significativa en casos de leucemia aguda,® y esta asocia-
do con un mal pronéstico para los pacientes portadores de
una mutacién en FLT3.°

Afortunadamente, los factores de transcripcidon quiméri-
cos asociados a leucemia, proporcionan un blanco molecular
para el desarrollo de nuevas estrategias especificas de
tratamiento.'® Este es el caso de Gleevec (STI571), un inhibi-
dor especifico de la actividad tirosina-cinasa de la proteina
oncogénica Bcr-Abl, que ha tenido buenos resultados clini-
cos en la obtencién de una remision prolongada en pacientes
con leucemia positivos al cromosoma Philadelphia (Ph), en
combinacién con quimioterapia.' Por otro lado, un compues-
to quimico que ha probado su eficiencia en tratamiento de una
leucemia especifica, es el acido retinoico (ATRA, all-trans-
retinoic acid) que administrado con quimioterapia, ha permi-
tido la remision hematoldgica a largo plazo.'>'3

En la presente revisién, exponemos dos ejemplos de gran
relevancia para el tratamiento de pacientes con leucemia: la
leucemia promielocitica aguda (APL en inglés) y la leucemia
mieloide crénica (CML en inglés). Las alteraciones molecu-
lares descritas en estas leucemias han llevado al desarrollo
exitoso de terapias dirigidas contra blancos especificos (Cua-
dro ), lo que ha permitido un manejo clinico mas efectivo de
los distintos grupos de pacientes.

Remodelacion terapéutica de la cromatina

La regulacion transcripcional de la expresion génica se
encuentra en el centro de casi todos los procesos homeos-
taticos fundamentales del tejido hematoldgico, incluyendo el
control de la diferenciacién celular terminal.™ Los mediadores
primarios a este nivel de regulacién de la expresion génica son
los factores de transcripcion, los cuales son proteinas nuclea-
res que reconocen secuencias especificas en regiones
promotoras del ADN y regulan la transcripcién de genes
blanco, frecuentemente mediante modificaciones estructura-
les de las histonas (Figura 1). Asi, no es sorprendente que la
desregulacion de la funcion de los factores de transcripcion es
con frecuencia un evento molecular inicial en el desarrollo de
leucemias. Los genes que codifican para factores de transcrip-
cion, son activados y actian como oncogenes dominantes que
se originan a partir de alteraciones cromosomicas especificas
para una enfermedad. Respecto a esto, es importante sefalar
que las translocaciones constituyen el dafo citogenético mas
comun encontrado en leucemia.®*

Cuadro I. Implicaciones terapéuticas de proteinas oncogénicas en leucemia

Proteina oncogénica Inhibidor Mecanismo Enfermedad
Pml-Raro. ATRA Disocia la unién con N-CoR Leucemiapromielociticaaguda
Ber-Abl STI571(Gleevec, Imatibina) Bloquea los sitiosde uniéna ATP Leucemiapositivoalcromosoma
Philadelphia
Ras-activado SCH66336 Inhibe la actividad enzimatica Leucemiaaguday crénica
delafarnesil-transferasa
FTL3 - activado CEP-701 Inhibe la actividad tirosina-cinasa Leucemiaaguda
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La APL pertenece al subtipo morfolédgico M3 de laleucemia
mieloblastica aguda (AML en inglés), y se asocia con
translocaciones cromosomicas que involucran el receptor
alfa para el acido retinoico (rarc) sobre el cromosoma 17.151¢
La proteina Raro es un factor de transcripcidon dependiente de
ligando (RA o ATRA) que generalmente bloquea la expresion
de genes en ausencia de dichos ligandos.” En la APL
humana hay un bloqueo en la diferenciaciéon normal de los
granulocitos, el cual origina una acumulacién letal de
promielocitos inmaduros. 820

En la gran mayoria de los casos de APL el gen rara se
fusiona con el gen pml.2" Las proteinas de fusién inhiben en
forma dominante la actividad transcripcional de Raro. En
ausencia de ligando Raro. se une a correpresores tales como
N-CoR/Smrt y la adicion de RA o de ATRA resulta en la
liberacion de los correpresores (desacetilasas de histonas o
HDAC, del inglés) y asociacion con coactivadores transcrip-
cionales (acetil-transferasas de histonas o HAT, del inglés).?
La proteina de fusion Pmi-Rara presenta gran afinidad por N-
CoRy se necesitan altas concentraciones de RA para disociar
a los correpresores de Pml-Raro, comparado con Raro.2325
En una pequena fraccion de casos de APL el gen raro se
fusiona con el gen plzf.2" Las leucemias asociadas a Plzf-Raro.
son insensibles a RA o ATRA, e interesantemente, la unién
de Plzf-Rara a los correpresores, es también insensible a
concentraciones muy altas de dichos retinoides.?%5!

Martinez-Mancillaycols.

En general, los pacientes con APL presentan alta recupe-
racion clinica en respuesta a terapia de diferenciacion con
ATRA, lo cual induce diferenciacion terminal de los blastos sin
efectos citotoxicos colaterales. Al combinar la quimioterapia
con ATRA se obtienen los mejores resultados con una mejoria
de aproximadamente 70% de los pacientes.®* De esta forma,
el tratamiento de la APL con retinoides constituye la primera
demostracion dramatica de que la terapia de diferenciacion es
muy eficiente en una enfermedad maligna avanzada.

Sin embargo, se han identificado mutaciones puntuales
en el dominio de unién al ligando del gen de fusion pml-rara.
en subclonas de APL resistentes al RA, asi como en pacientes
con recaida, lo cual implica que se deben seguir buscando
estrategias terapéuticas en la pequefia fraccion de pacientes
con APL resistentes al RA o al ATRA.® La combinacion de
quimioterapia y de terapia de diferenciacion lleva a niveles
mayores de apoptosis, disminucidon de la resistencia a los
compuestos citotdxicos que presentan las células cancero-
sas e inducciéon de genes blanco especificos, todo lo cual
deberia mejorar los procedimientos actuales de tratamien-
to.3* Las mutaciones en la proteina de fusion Pml-Raro. de los
pacientes indican gran variacion a nivel de la unién al ligando,
a los correguladores y de la activacion transcripcional, lo que
sugiere que es importante conocer los mecanismos molecu-
lares responsables de la recaida de un paciente con el fin de
disefar mejores métodos terapéuticos.®

a HDAC

. |
Promotor sensible

Inhibidor
de HDAC
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Figura 1. Factores oncogénicos enleucemia. Las translocaciones cromosémicas son frecuentes en leucemia e involucran a genes cuyos
productos son factores de transcripcion (TF) que son clave en el mecanismo de diferenciacion terminal en células hematicas. (A) Los FT
quiméricos (TFQ) generados por estos rearreglos moleculares, retienen los dominios de unién al ADN y los dominios de interaccion a complejos
conactividad desacetilasa de histonas (HDAC). La remocion de grupos acetilo (Ac) por HDAC, induce un cambio en la estructura de lacromatina
que bloqueaelinicio de latranscripcion. (B) La actividad represora de los TFQes reversible a través de inhibidores de HDAC é bien por ATRA.
En presenciade estos compuestos TFQ reemplaza HDAC por un complejo coactivador con actividad acetiltransferasa (HAT). La acetilacion
de las histonas por HAT permite un relajamiento de la cromatina y la expresion de los genes que participan en la diferenciacion terminal.

Gac Méd Méx Vol. 142 No. 2, 2006

147




Nuevas estrategias terapéuticasen leucemia

Es interesante que, tanto en los modelos de APL in vitro
como en animales in vivo, se demuestre la eficacia de una
combinacién de RA con inhibidores de HDAC, tales como los
butiratos, para inducir una efectiva diferenciacién y una mejor
respuesta terapéutica.®® La resistencia al ATRA en células
derivadas de APL podria revertirse mediante un cotratamiento
con el inhibidor de HDAC, fenil butirato de sodio. Ain mejor, el
privaloximetil butirato (AN-9) es 10 veces mas potente que
otros butiratos in vitroy constituye un excelente candidato para
revertir la resistencia a la quimioterapia que limita el tratamien-
to de algunos pacientes.? Otra ventaja del AN-9 es su habilidad
para sinergizar con doxorubicina o con daunorubicina, usadas
comunmente en el tratamiento de la leucemia. El butirato que
se libera por hidrolisis del AN-9, inhibe las HDACs, lo cual lleva
a la hiperacetilacién de histonas y la relajacion de la cromatina
(Figura 1), con lo que aumenta la accesibilidad del ADN para
la formacion de los aductos doxorubicina-ADN. La accion
sinérgica del AN-9 con la doxorubicina permitiria disminuir las
dosis de estos compuestos en el tratamiento, mejorando
fuertemente el indice terapéutico.®®

La acetilacion aberrante de histonas también resulta de
rearreglos cromosomicos asociados a otros grupos de AML
(la APL representa sélo el 5-10% de las AMLs). Por ejemplo,
en la 1(8;21) del subtipo morfolégico M2 de la AML, una

A

asociacion estable entre la proteina de fusién Aml1/Eto y el
complejo nuclear HDAC es crucial para reprimir la transcrip-
cion de los genes blanco de Amli1 y de esta forma bloquear
la diferenciacion de precursores hematopoyéticos.*” El trata-
miento basado en la inhibicion de HDACs restablece la via de
sefalizaciéon del acido retinoico y la diferenciacién de los
blastos en pacientes con AML, positivos para el rearreglo
aml1/eto.3* De acuerdo con esto, se demostré que Ami1/Eto,
la proteina de fusion mas comunmente asociada con AML, es
un represor dependiente de HDAC, de la via de sefalizacion
de RA.® Esto es particularmente importante ya que esta
proteina de fusion no responde al RA, pero en base a lo que
hemos mencionado, el AN-9 podria perfectamente reactivar
dicha via de senfalizacion. Estos hallazgos relacionan alte-
raciones de la via del RA a la leucemia mieloide y sefalan el
potencial de una terapia basada en transcripcién/diferencia-
cion en AML. En conclusién, la asociacion aberrante a los
complejos de HDAC es crucial para la actividad de las
proteinas de fusion relacionadas a la AML, tales como Pml/
Rara, Plzf/Raray Aml1/Eto, sugiriendo que modificaciones en
la estructura de la cromatina en los promotores de genes
especificos de la estirpe mieloide representan un mecanismo
central en la génesis de estas leucemias.*

Ber | Abs | Abl —k Ber | Abs | Abl
o Cinasa activada )
Ber | Abs | Abl  ——* Ber | Abs | Abl

Cinasa Inactivada

Membrana
Citoplasmatica

QLI.L 7T o O
FTRas-GDP (Ras~GDP

\ @)

SCHE6336

Figura2. Inhibidores de cinasas activadas en leucemia. Entre los inhibidores mas comunes de la transduccion de sefales (STI), encontramos
alos analogos de adenosin trifosfato (ATP), los cuales tienen una alta afinidad por los sitios de uniéon a ATP (Abs) presentes en diferentes
cinasas que participan en latransduccion de sefiales. (A). Laintroducciéon de STI571 comoinhibidor especifico de la actividad cinasa de la
proteina Ber-Abl, representa la nueva estrategia para el manejo de los pacientes con leucemia cronica. (B). Modificacién estructural en la
proteina Ras mediante la actividad enzimatica de la farnesil-transferasa (FT), es crucial para lalocalizacion de Ras; se ha demostrado que
laproteina Ras es funcional sélo unida alamembrana citoplasmatica. La actividad FT se ha logrado inhibir con el compuesto SCH66336, lo
cualbloquealavia de sehalizacion dependiente de Ras al evitar la fijacion del grupo farnesil. Eluso futuro de ST1571 combinado con otros
agentes antileucémicos como SCH66336, constituye lamejor esperanza para una prolongacién de la sobrevida de los pacientes conleucemia.
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Vias de senalizacion desreguladas y sus
implicaciones terapéuticas

Hace mas de 30 afos se establecid que la translocacion
reciproca entre los cromosomas 9 y 22 se asocia con una
neoplasia humana caracterizada por un sindrome mieloide-
proliferativo.*® En el ambito molecular, la region 5’ del gen ber
del cromosoma 22 se fusiona con la regién 3’ del gen abl
ubicado en el cromosoma 9; el gen hibrido genera una
proteina de fusion Ber-Abl con alta actividad tirosina-cinasa,
que es un evento molecular critico en el desarrollo de algunas
leucemias crénicas y agudas.*!

Clinicamente, la CML es una enfermedad maligna de
células madre hematopoyéticas que se desarrolla en tres
fases diferentes: cronica o estable, acelerada y crisis blastica.
La fase crénica se caracteriza por un elevado numero de
granulocitos diferenciados. Aproximadamente en 3-5 afos la
enfermedad se transforma, a través de una fase acelerada, en
una fase blastica fatal.*?#® La elevada actividad de la
oncoproteina Ber-Abl es responsable de la CML.* La progre-
sion de la enfermedad es causada por la acumulacién de
anormalidades moleculares adicionales, que no permiten la
diferenciacion de la clona leucémica.*® Entre las posibilida-
des de tratamiento para la CML tenemos el transplante de
células madre, la hidroxiurea o el interferén o (IFNa), siendo
el transplante de células madre la Unica terapia curativa para
la CML. Sin embargo, dado que la edad promedio de los
pacientes con CML es de mas de 50 afios y que es dificil
encontrar donadores en todos los casos, esta opcién de
tratamiento esta bastante limitada. Asi, menos de 20% de los
pacientes con CML se recuperan con las mencionadas opcio-
nes de tratamiento.*

Se ha demostrado que el inhibidor de cinasas STI571, al
combinarse con los sitios de unién de la cinasa quimérica al
ATP, inhibe en forma especifica la proliferacién de lineas
celulares que presentan la tirosina-cinasa Bcr-Abl (Figura 2A),
permitiendo el crecimiento de progenitores hematopoyéticos
normales en pacientes con CML,*“® lo que explica su efecto
antileucémico.* Luego se probé dicho compuesto en un
estudio fase I, con pacientes en fase crénica de la CML que no
respondieron a la terapia con IFNa*® y se observé que 53
pacientes de 54 (98%) alcanzaron una respuesta hematolégica
completa. El éxito de la fase | llevé rapidamente a estudios fase
Il en los cuales participaron 27 Centros Hematoldgicos de 6
paises durante 6-9 meses.>"* El resultado confirmo las obser-
vaciones anteriores y sirvié de base para que este medicamen-
to fuera aprobado por la FDA (Food and Drug Administration).
De esta manera, el STI571 constituye el primer ejemplo
exitoso de un STl disefiado en forma molecular (Figura 2A), el
cual representa un beneficio real para el paciente leucémico.*

La administracion oral de 400 mg de STI571 diariamente,
es el protocolo actual para el manejo de los casos de reciente
diagndstico de CML. 74% de estos pacientes obtienen una
remision clinica sin evidencia citogenética de la t(9;22); sin
embargo, menos de 5% de los casos son negativos para el
transcrito de fusién bcr-abl detectado por RT-PCR en el
analisis de enfermedad residual. Si bien la recaida clinica en
los pacientes es poco frecuente durante el primer ano de
tratamiento con STI571, la presencia del transcrito bcr-abl en
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la mayoria de los pacientes es evidencia de que la enferme-
dad continda y cabe la posibilidad de una recaida.*

Es posible que se pueda obtener una eficacia mayor para
el STI571 si este inhibidor de cinasas se aplica combinado
con quimioterapia o con otras terapias basadas en blancos
moleculares. Por ejemplo, en el afio 2002 se demostré que
el inhibidor de la enzima farnesil transferasa (FT) SCH66336
(Figura 2B) bloquea la proliferacion de lineas celulares posi-
tivas para Bcr-Abl resistentes al STI571 derivadas de pacien-
tes CML que ya no respondian al STI.5* Como sabemos, la
enzima FT cataliza la union de la proteina Ras a la membrana
plasmatica activando a la proteina Ras (Figura 2B) y es
posible que esto contribuya al éxito de la terapia. Aun mas, el
SCH66336 aumenta la apoptosis inducida por el STI571 en
células sensibles y, en pacientes con resistencia al STI571
que presentaban mutacion o amplificacion de ber-abl, coope-
ré con el STI para inducir apoptosis. Estos resultados sugie-
ren el uso combinado de STI571 y SCH66336 en pruebas
clinicas en pacientes con CML y sugieren también que la
terapia de combinacién puede ser efectiva en pacientes que
presentan resistencia al STI571.%* De gran importancia clini-
ca, fue encontrar que ZOL (bisfosfonato zolendronato) es un
potente compuesto antileucémico que aumenta en forma
sinérgica la actividad del STI571.55 y que el inhibidor
proteosémico bortezomib interactua en forma sinérgica con
inhibidores de HDAC para inducir apoptosis en células
leucémicas humanas Bcr-Abl positivas resistentes al STI1571.%6

Conclusiones

El mayor conocimiento de vias claves de regulacion de la
homeostasis del tejido hematopoyético, ha permitido identi-
ficar blancos moleculares para el desarrollo de compuestos
quimicos inductores de la diferenciacion terminal o de inhi-
bidores de oncoproteinas (Figura 1y 2, respectivamente). En
los ultimos afios se han hecho avances importantes relacio-
nados con terapias especificas en leucemia. El disefio de
compuestos dirigidos contra defectos genéticos de facil iden-
tificacion en el inicio de la enfermedad, tiene profundas
implicaciones en el tratamiento de pacientes con leucemia,
los cuales son refractarios a la quimioterapia convencional.
De gran importancia ha sido encontrar terapias basadas en
la inhibicién especifica de sitios cataliticos de proteinas qui-
méricas o el bloqueo de la actividad desacetilasa de histonas
(HDAC), la cual inhibe la expresion de genes que participan
en la diferenciacion terminal de precursores hematoldgicos.
Ambos mecanismos son altamente efectivos y en combina-
cién con la quimioterapia han permitido prolongar la remision
de la leucemia en los pacientes.
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