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RESUMEN

La leucemia mieloide crénica (LMC) es una neoplasia, que se debe a una alteracién genética

conocida como cromosoma Filadelfia que corresponde a la traslocacion reciproca del
cromosoma 9 y 22 -t(9;22), dando lugar a la proteina de fusion BCR-ABL. Esta proteina de

fusion activa mudltiples vias de sefializacion celular conduciendo a una elevada tasa
proliferativa de las células de linaje mieloide, alteraciones en el ciclo celular, resistencia a la
apoptosis y mayor supervivencia'. Esta anormalidad esta implicada directamente en la
induccion de la enfermedad que cursa a nivel clinico por tres fases: fase cronica, fase
acelerada y crisis blastica, siendo esta ultima la mas agresiva debido a la acumulacién en la
célula tumoral de nuevas alteraciones genéticas adquiridas durante el proceso de evolucion
clonal, haciendo a la célula resistente al tratamiento con agentes quimioterapéuticos y con
inhibidores de la actividad tirosina quinasa de las proteinas Ber y Abl*?2,

Ante esta situacion es importante estudiar las vias de sefalizacién celular que son activadas
por las tirosina quinasas Bcr-Abl en las células tumorales de la LMC y en las diferentes fases
de la enfermedad y determinar los factores responsables de resistencia al tratamiento en las
células tumorales. Por otra parte, es de relevancia establecer los parametros clinicos y
bioldgicos que deben ser considerados en los pacientes con LMC para la realizacion del
diagnéstico y para el seguimiento de la enfermedad desde la fase crénica hasta la crisis

blastica lo que podria contribuir a explicar el comportamiento relativamente heterogéneo de

la LMC Ph*.



1.- INTRODUCCION

La Leucemia Mieloide Crénica (LMC), es un ejemplo de neoplasia en el que la enfermedad
es inducida por una proteina con potente actividad oncogénica conocida como BCR-ABL
gue estimula y aumenta la inestabilidad genémica en células progenitoras de linaje mieloide
y linfoide conduciéndolas a una disminucion en su capacidad para reparar lesiones a nivel
de ADN, lo que lleva a la acumulacién de mutaciones en genes reguladores del ciclo celular
y la apoptosis. La acumulacién de mutaciones en estos genes favorece la evolucién de la
enfermedad a fases clinicas mas agresivas y de peor prondéstico que conducen a la muerte
del paciente. La LMC representa aproximadamente el 15%-20% de todas las leucemias del
adulto y tiene una incidencia de 1-2 casos nuevos por cada 100.000 habitantes y por afio. Su
incidencia maxima se reporta en individuos entre 30 y 60 afios de edad y con ligero

predominio en hombres con una relacién varén/mujer de 2,0/1,2%%*

. Se ha descrito que
alrededor de la mitad de los pacientes cursan asintomaticos al momento del diagnostico y la
mediana de supervivencia global es de 4-6 afios con una tasa de supervivencia global a 5
afios del 39%, con un rango que oscila desde menos de un afio hasta mas de diez afios®.

En la actualidad se conoce que la t(9;22) representa el evento oncogénico comdn en la
mayoria de los pacientes con LMC; promoviendo la supervivencia celular y la proliferacién a
través de la transduccién de sefiales intracelulares y es responsable de la transformacién
maligna y de la evolucién a variantes agresivas de la enfermedad™”. Debido a esta alteracion
genética la enfermedad cursa por tres fases principales: la fase crénica que representa la
etapa inicial de la LMC, en que la mayoria de los pacientes son diagnosticados y por lo
general, tiene un comienzo insidioso, continua la fase acelerada que es una etapa
intermedia de la LMC, con alto riesgo de evolucion a crisis blastica, caracterizada por
resistencia a la terapia y por Ultimo la crisis blastica que representa la etapa final de

evolucion de la LMC, que puede o no puede ir precedido por una "fase acelerada" y es de



muy mal prondstico, con empeoramiento de los signos y sintomas clinicos y con un recuento
de blastos en MO y SP superior al 20% de la celularidad total® ®.
Debido a las mdltiples anormalidades celulares inducidas por Bcr y Abl, diferentes
inhibidores de la actividad tirosina quinasa de estas dos proteinas han sido utilizados como
estrategia terapéutica en estos pacientes desde la fase crénica y se ha evaluado tanto ‘in
vitro” como “in vivo” su potencial para modificar el fenotipo maligno de las células tumorales
de la LMC®. Actualmente el tratamiento de eleccién para la fase crénica es el inhibidor de la
tirosina quinasa, mesilato de imatinib (2-fenilaminopirimidina) que induce una respuesta
hematoldgica durable en la fase crénica de la enfermedad con minimos efectos toxicos con
una tasa de respuesta del 85-90% de los pacientes en fase crénica’. Sin embargo, la
persistencia de BCR-ABL en pacientes con respuesta citogenética completa (ausencia de
cromosoma filadelfia evaluada en metafases por cariotipo convencional) plantea la
posibilidad de que el tratamiento con mesilato de imatinib por si solo no puede prevenir la
progresién de la enfermedad. Los mecanismos responsables de la transicion de la fase
crénica a la crisis blastica se pueden deber a un aumento en la actividad desenfrenada de
BCR-ABL en células madre hematopoyéticas, y la progresion de la enfermedad a crisis
blastica se puede deber a la acumulacibn de anormalidades genéticas dependientes o
independientes del aumento de transcritos BCR-ABL en la célula®®.
Teniendo en cuenta estos antecedentes, en el presente trabajo nos hemos propuesto
estudiar las vias de sefializacion celular activadas por BCR-ABL en las células tumorales de
la leucemia mieloide cronica en las diferentes fases de la enfermedad. Para ello nos hemos
planteado los siguientes objetivos especificos:

1. Identificar las principales vias de sefalizacién activadas por BCR-ABL.

2. Describir las alteraciones celulares inducidas por BCR-ABL en la fase crénica,

acelerada, y crisis blastica.
3. Determinar los factores responsables de resistencia al tratamiento en células

tumorales en fases avanzadas de la enfermedad.



4. Conocer los parametros clinicos y biolégicos que deben ser considerados en los
pacientes con LMC para la realizaciéon del diagnéstico y para el seguimiento de la

enfermedad.

2.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION Y JUSTIFICACION

La leucemia mieloide crénica (LMC) es una neoplasia mieloproliferativa caracterizada por la
proliferaciéon desordenada y el bloqueo madurativo de células de linaje mieloide en la médula
6sea (MO) manifestdndose en tejidos periféricos. Esta enfermedad representa el 15%-20%
del total de casos nuevos de leucemia en adultos y desde el punto de vista citogenético, en
el 90-100% de los pacientes con LMC se produce la translocacion t(9;22) (también conocida
como cromosoma Filadelfia —Ph-), en la que el gen ABL localizado en el brazo largo del
cromosoma 9 se transloca al cromosoma 22 y el gen BCR localizado en el brazo largo del
cromosoma 22 se transloca al cromosoma 9, de esta forma, esta translocacién ocasiona una
sobre-expresion de estas proteinas en las células mieloides desde el progenitor mas
inmaduro (CD34+) hasta las células mas diferenciadas. Los genes BCR-ABL estan
implicados en la activacién de mdltiples vias de sefializacién celular (vias PI1-3K-Akt, NFKB,
JAK-STAT, Ras-MAPK, entre otras), debido a su actividad tirosina quinasa aberrante que es
responsable en la LMC de la proliferacion anormal del linaje mieloide en MO induciendo
desequilibrios en los procesos de diferenciacion celular, adhesion y apoptosis, por lo que se
ha descrito que BCR-ABL funciona como un factor de crecimiento independiente de sefiales
derivadas del medioambiente™®.

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad se encuentran relacionadas con la presencia
de los transcritos BCR-ABL y su actividad tirosina quinasa, induciendo en los pacientes
hiperleucocitosis con recuentos de leucocitos superiores a 100 x 10°/L neutrofilia, eosinofilia,
basofilia, trombocitopenia o trombocitosis, anemia y esplenomegalia, entre otras™’. Esta

enfermedad se presenta en diferentes fases de evolucion que incluyen la fase cronica en la



que se diagnostican la mayoria de los pacientes y su tratamiento con el medicamento
imatinib (inhibidor de la tirosina quinasa ABL) es en general eficiente, y las formas agresivas
como consecuencia de la evolucién clonal que incluyen las fases acelerada y crisis blastica
con células tumorales que adquieren un fenotipo resistente a los tratamientos citotoxicos y al
imatinib con una alta tasa de mortalidad"®. Esta resistencia al tratamiento puede resultar de
mecanismos dependientes de BCR/ABL tales como la sobre-expresion y la adquisicion de
mutaciones en sitios criticos de los dominios kinasa de BCR y ABL o de mecanismos
independientes que incluyen otras alteraciones genéticas (p. ej. mutaciones en JAK2, c-
MYC, PP2A, INK4A +8, +13, monosomia 7), la activacion de alguna tirosina kinasa (TK)
alternativa, la sobre-expresién de genes de resistencia a drogas (MDR, P-gp, LRP) y la
presencia de células Ph+ quiescentes insensibles al imatinib®.

Ante esta situacion, es importante profundizar en los mecanismos celulares en los que los
transcritos BCR-ABL y sus productos de corriente abajo de la cascada de sefializacion
influyen en la activacién de distintas vias que conducen a la evolucion desde la fase crénica
(de mejor respuesta al tratamiento) hasta la progresién de la enfermedad en las fases
acelerada y crisis blastica (de peor pronéstico) y conocer los parametros clinicos y biol6gicos
que se deben emplear en estos pacientes para la realizacion de un diagnéstico, seguimiento

y manejo terapéutico adecuado.



3.- MARCO TEORICO

3.1- LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA (LMC)

3.1.1- Definicion

La LMC es una neoplasia mieloproliferativa de origen clonal caracterizada por la proliferacion
desordenada y el bloqueo madurativo de células de linaje mieloide en la médula 6sea (MO)
incluyendo las series hematopoyéticas granulocitica, eritroide, megacariocitica y linaje
linfoide®, manifestandose en tejidos periféricos a manera de expansion de la serie
granulocitica en MO, sangre periférica (SP) y otros tejidos incluyendo el bazo y el higado
entre otros. Debido a la translocacion cromosémica t(9;22) (q34; q11) (cromosoma Filadelfia
—Ph-) presente en la mayoria de casos de LMC, se fusionan los genes el BCR presente en
el cromosoma 22q y el gen reciproco ABL presente en el cromosoma 9'3,

3.1.2- Epidemiologia

La LMC representa el 15%-20% de todas las leucemias del adulto y tiene una incidencia de
1-2 casos nuevos por cada 100.000 habitantes y afio. Su incidencia maxima se reporta en
individuos entre 30 y 60 afios de edad y con ligero predominio en hombres con una relacién
varén/mujer de 2,0/1,2"%3, La translocacion 1(9;22) se detecta en un 90%-95% de los casos
y cerca de un 5% a un 10% de estos pueden presentar una translocacion variante que afecta
al cromosoma manifestando otras alteraciones genéticas. La mayoria de los pacientes en la
fase croénica responden favorablemente a la terapia con el Inhibidor de tirosina quinasa
(imatinib), pero si durante el curso clinico de la enfermedad hay progresién clonal la
supervivencia de los paciente se reduce en la fase acelerada a un 50% y en la crisis blastica
a un 20%%%. La mortalidad ajustada por edad es de 0,6 por cada 100.000 habitantes/afio y
la gran mayoria de los sujetos que fallecen por LMC tienen méas de 55 afios (74,7%) y se ha
estimado que el 0,16% (1 de cada 619 hombres y mujeres) de las personas que nacen en la
actualidad tendran la enfermedad en algiin momento de sus vidas y que el 0,06% moriran a

causa de ella®*’.



3.1.3- Caracteristicas de la enfermedad

Las primeras descripciones de las manifestaciones clinicas de la LMC aparecié en 1845 por
Bennett y Virchow. Veinte afios mas tarde, Virchow utiliz6 por primera vez el término
"Leucemia" para describir las manifestaciones en la SP, en 1960 el descubrimiento de
Nowell y Hungerford sobre el cromosoma filadelfia (Ph) en donde se describe la pérdida del
material genético del brazo largo del cromosoma 22 lo cual se inicia la nueva era de
investigacion de anormalidades genéticas de los tumores®. Ante el descubrimiento de esta
anormalidad se identifica la translocacion reciproca de los cromosomas 9 y 22 dando a lugar
a la unién de los genes BCR-ABL los cuales codifican una proteina anormal con funcién
tirosina quinasa que es responsable de la activacion de las vias de transduccion de sefales
gue conducen a la proliferacion anormal de células hematopoyéticas de la MO vy las
manifestaciones clinicas y morfolégicas de la LMC**®.

Diferentes estudios han demostrado la presencia del cromosoma Ph en los compartimentos
mieloide, monocitico, eritroide y megacariocitico, entre las células “natural killer” (NK) y los
linfocitos B y rara vez, en linfocitos T. Ademas, algunos reportes han descrito crisis blasticas
que involucran precursores de la serie eritroide, megacariocitica y de linea T 610 |9 gue junto
con las habituales crisis blasticas granulo-monociticas y linfoides B™, apoyaria la nocién de
que la t(9;22) ocurre en una célula progenitora hematopoyética pluripotencial con capacidad
de diferenciacién hacia las diferentes lineas celulares hematopoyéticase’lz'B.

El inicio de la enfermedad es gradual, con evolucion a lo largo de un periodo de meses o
afios, la cual se caracteriza por cursar por 3 fases relevantes desde el punto de vista clinico
con distinto valor prondstico y diferente respuesta terapéutica e incluyen las fases crénica,

acelerada y crisis blastica™®**.



3.1.4- Manifestaciones Clinicas

El inicio clinico de la fase crénica por lo general es insidioso. En consecuencia, en algunos
pacientes se establece el diagnostico mientras que otros permanecen asintomaticos durante
las pruebas de deteccién sistematicas para conocer el estado de salud™; por otra parte otros
pacientes presentan fatiga, malestar general y pérdida de peso o tienen sintomas como
consecuencia de la esplenomegalia, que incluyen dolor o tumoracién en el cuadrante
superior izquierdo del abdomen®.Otros sintomas estan relacionados con la disfuncion
plaquetaria o de granulocitos, como son infecciones recurrentes, trombosis o hemorragia,
accidentes vasculares cerebrales, infarto de miocardio, trombosis venosa, priapismo,
trastornos visuales e insuficiencia pulmonarl'ls. Los pacientes ademas cursan con
leucocitosis (>50x109/L) granulocitica con basofilia y eosinofilia asociadas a esplenomegalia
y una disminucién de la fosfatasa alcalina granulocitica (FAG). Los casos de LMC con
progresion a fase acelerada y/0 a crisis blastica presentan empeoramiento de los sintomas e
incluyen un aumento progresivo del nimero de leucocitos en SP asociado al desarrollo de
trombocitosis o trombocitopenia y/o complicaciones tromboéticas o hemorragicas, anemia,
esplenomegalia y hepatomegalia crecientes y dolorosas, fiebre, dolores 6seos y/o desarrollo
de lesiones éseas destructivas™*®.

3.1.5- Fase cronica de la enfermedad: Representa la etapa inicial de la LMC, en que la
mayoria de los pacientes son diagnosticados (aproximadamente el 85% de los casos). El
andlisis del aspirado medular muestra una MO hipercelular, con un aumento de la serie
granulocitica y una relacion mielo/eritroide anormalmente elevada (alrededor de 25:1 vs 3:1
en MO normal). Dentro de la serie granulocitica de MO predominan los mielocitos y
metamielocitos junto con <5% de blastos, asociados a basofilia, eosinofilia, y frecuente
trombocitosis. El porcentaje de linfocitos de MO se encuentra disminuido respecto a lo
observado en sujetos normales. En SP se observa leucocitosis (alrededor de 50-
100><109/L), en particular a expensas de granulocitos en diferentes etapas de maduracion,

asi como basofilia y eosinofilia. El recuento de blastos es inferior al 2%. La evolucién de la



fase crénica a la fase acelerada y posteriormente, a la crisis blastica, puede ocurrir durante
un periodo =1 afio, o aparecer bruscamente ("crisis blastica"). A nivel molecular se detecta la
presencia de t(9;22) en aproximadamente 90-95% de los casos™*’.

3.1.6- Fase acelerada: Es una etapa intermedia o de transicion entre las fases cronica y
crisis blastica de la LMC, con alto riesgo de evolucion a crisis blastica cuya duracion puede
oscilar entre 3-18 meses. Estos casos se caracterizan por resistencia a la terapia y por
manifestaciones clinicas que incluyen fiebre, anemia, esplenomegalia, dolores 6éseos,
incremento significativo del recuento de leucocitos y del porcentaje de blastos (entre el 10-
19% de la celularidad total en MO y SP), basofilia (>20% en SP), trombocitopenia, cambios
displasicos mayores en la serie granulocitical'3 y los pacientes empiezan a manifestar
infecciones, trombosis y/o hemorragia. Estos casos tienen evidencia molecular de evolucion

clonal®*’

con alteraciones de genes reguladores del ciclo celular y/6 la apoptosis como P53,
RAS, c-MYC, P16, y JAK2, entre otros™.

3.1.7- Crisis bléastica: Representa la etapa final de evolucion de la LMC, que puede o no
puede ir precedido por una "fase acelerada" y es de muy mal pronéstico, con empeoramiento
de los signos y sintomas clinicos como anemia severa, infecciones a
repeticién, hemorragias y trombos, alteraciones multiorganicas por infiltracién celular
tumoral, aumento en la esplenomegalia, lesiones 6seas multiples y niveles de calcio sérico
elevado™® en conjunto con un recuento de blastos en MO y SP superior al 20% de la
celularidad total*®. En general en estos pacientes se considera que el cromosoma filadelfia
induce cambios genéticos secundarios conducentes a la progresion de la enfermedad

adicionales al cromosoma Ph>°*°

. Aproximadamente en el 75% de los casos, los blastos son
de origen mieloide con caracteristicas clinicas y biolégicas compatibles con leucemia
mieloide aguda (LMA); el 25% pueden transformarse a leucemia linfoide aguda de linaje B

(LLA-B) y con menor frecuencia, a leucemia aguda bifenotipica’’. Otras anormalidades

genéticas incluyen la trisomia 8, la aparicion de un isocromosoma 17 asociado casi


http://www.monografias.com/trabajos11/mcrisis/mcrisis.shtml#QUEES
http://es.wikipedia.org/wiki/Hemorragia
http://es.wikipedia.org/wiki/Trombo

exclusivamente a crisis blasticas mieloides, un cromosoma Ph extra, trisomia 19,
alteraciones en P53, RB1, c-MYC, p16™** y RAS"™*.

3.1.8- Latraslocacién t(9;22)

El producto de fusién del material génico que resulta de la t(9;22) desempefia un papel
esencial en la aparicion de la LMC™. En ella se ven involucrados el protooncogen ABL y el
gen BCR cuyo reordenamiento origina un gen de fusion BCR/ABL con elevada actividad
tirosina quinasa y capacidad oncogénica™®.

En el gen BCR (del inglés “breakpoint cluster region”), localizado en el brazo largo del
cromosoma 22 a nivel de 22qll se han descrito tres regiones de ruptura distintas: 1) la
regiéon major o MBCR, localizada entre los exones 12 a 16 (originalmente descritos como
exones b1-b5); 2) la regiéon minor o mBCR, ubicada entre los exones e2'y e2 y; 3) la region

micro o UBCR, que se sitGa en el exén 19

(Figuras 1y 2).

En la 1(9;22)(q34;q11) una parte del gen ABL (del inglés “Abelson”) localizado en el brazo
largo del cromosoma 9 (9g34), es transferida e insertada dentro del gen BCR en el
cromosoma 22 originando el gen de fusion BCR/ABL; a su vez, una parte del gen BCR se
transloca al cromosoma 9 formando el gen de fusion reciproco ABL/BCR (figura 1). Los
puntos de ruptura mas frecuentes en el gen BCR ocurren en los exones 1(el), 12(b2),
13(b3) y 19(e19), mientras que el punto de rotura en el gen ABL habitualmente se produce
en el exén 2 (a2), dando lugar a los reordenamientos ela2, b2a2 o b3a2 y el9a2 (figura 2).
Los productos de estos reordenamientos corresponden a proteinas de fusién de 190 KDa
(p190bcr/abl), de 210 KDa (p210 bcer/abl) y de 230 KDa (p230bcr/abl), respectivamente'®*°.
El reordenamiento ela2 (proteina de 190 kDa) es caracteristico de la LLA de precursores B,
aungue puede encontrarse también de forma excepcional (<1%) en la LMC. Por el contrario,
los reordenamientos b2a2, b3a3 son caracteristicos de la LMC (proteina de 210 kDa),

detectandose Unicamente en alrededor de 20-30% de las LLA de precursores B del adulto

con t(9;22)9(ﬁgura 2). A su vez, la variante del reordenamiento BCR/ABL en la que el



punto de ruptura del gen BCR esta situado en el exdén el19 se ha asociado a una variante

rara de la LMC, la LMC-neutrofilica®>®**,

La proteina de fusion bcer-abl de 210 kDa es la predominante en LMC y estd involucrada en
la transmisiébn de sefiales mitogénicas, adherencia defectuosa de las células
hematopoyéticas a las células del estroma medular como a proteinas de la matriz

16,20

extracelular y una disminucion de la respuesta a los estimulos apoptoticos™“". La funcién

tirosina quinasa de bcr-abl activa la transmisién de sefiales mediante la liberacion del ATP
de un grupo fosfato que se une con las diferentes proteinas que le sirven de substratos. Un
gran nimero de substratos pueden ser fosforilados por la proteina Ber-Abl. Adicionalmente,
debido al proceso de autofosforilacién de la proteina Bcr-Abl, miltiples proteinas citosélicas

19,20,21
.P

y nucleares pueden interactuar fisicamente con Bcr-ABL induciendo su activacion or

otro lado participa en la activacion de las vias reguladas por Jak- Stat**?*, PI3K*, Ras, y las

Jun quinasas®**%.

Before translocation During translocation After translocation
Normal chromosomes Chromosomes break Changed chromosomes
Philadelphia

chromosome

4
g <« ber-ABL
sy ) E—
#29 /
<+ ABL /

. ™

#3

Figura 1. Cromosoma Filadelfia Ph -t(9;22)-. Tomado de Hazlehurst L et al. 2009 (17).
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Figura 2. Esquema de los puntos de ruptura que ocurren en los exones de los genes BCR y
ABL y los genes de fusion BCR-ABL que se originan. Tomado de Hazlehurst L et al. 2009

(17).

3.1.9- El gen ABL

El gen ABL codifica para una proteina nuclear y citoplasmatica de 145 kDa® que se ha
descrito como un protooncogen implicado en los procesos celulares de crecimiento,
diferenciacion, divisién, adhesién, induccion de apoptosis y de respuesta a estrés’. A nivel
estructural, en la region N-terminal de la proteina se han caracterizado tres secuencias
homologas de las codificadas por el gen SRC, -regiones SH1, (SRC homology 1), SH2 y
SH3-. Las regiones SH3 y SH2 permiten la interaccion de ABL con otras proteinas y regulan
positiva y negativamente la actividad tirosina quinasa caracteristica de la region SH1 (figura
3)3,25'

3.1.10- El gen BCR

El gen BCR localizado en el cromosoma 22 (region gl1), codifica una proteina de 160 Kd
gue normalmente se encuentra en citoplasma y nucleo (figura 2). Esta proteina se encuentra
implicada en vias de sefializacién como la fosforilacion y activacién de guanosin trifosfato,
GTP?. Ber tiene actividad serina, treonina quinasa con actividad enzimatica en el primer

exon, esta por lo tanto puede autofosforilarse asi como a los principales sustratos y por con
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siguiente propagar sefiales celulares. Bcr también interactlia con las proteinas G que son

importantes en la sefializacién intracelular, crecimiento y desarrollo celular (Figura 3)3'22.

A. p160 Ber protein T

A
| EE= i

HH2| ‘ Oligomerization

B. p145 c-Abl protein

ATP binding site at

C. BCR-ABL protein

Ber-derived sequence Abl-derived sequence
A

-
. Ser/Ter
| Oligo ‘ {kinase

Figura 3. Representacion esquematica de los dominios de las proteinas normales Bcr (p160)

NHz

(parte A), Abl (p145) (parte B) y de la proteina BCR-ABL aberrante (parte C). Tomado de

Hazlehurst L et al. 2009 (17).

3.1.11- Efectos de BCR — ABL en el crecimiento y supervivencia celular

La progresion a la fase acelerada y crisis blastica esta relacionada con la activacion
constitutiva de multiples sefiales de transduccion intracelular que confieren la independencia
del clon y la resistencia al tratamiento con los inhibidores de tirosina quinasalg.

Dentro de los efectos de BCR-ABL en la célula, se pueden presentar alteraciones en la
adhesion al estroma celular y a la matriz extracelular, con cambios significativos en la
expresion de moléculas de adhesion celular de la familia de las integrinas conduciendo a la
liberacion desde la medula 6sea de células inmaduras hacia la periferiazs. Se ha descrito que
las células progenitoras Bcr-Abl positivas presentan plegamiento en sus membranas y

formacion de filopodios, lo que contribuye a una incrementada motilidad celular®**2°.

12



BCR-ABL también esta asociado con los complejos de adhesién focal como la actina,
paxillina y FAK, con activacion de CRKL-FAK-PYK2 conduciendo a una disminucion en la
adhesion celular®. En relacion al compartimiento de las células progenitoras mieloides
CD34+ BCR-ABL+, se ha demostrado que estas células presentan una tasa proliferativa
superior a la observada en las células CD34" normales®. De igual manera, se sabe que esta
misma subpoblacién celular adquiere la capacidad de secretar al medio extracelular factores
de crecimiento autocrinos como la interleuquina 3 (IL-3) favoreciendo los cambios en la
proliferaciéon celular con expansién clonal de estos progenitores®’. Otros hallazgos que
soportan la elevada tasa proliferativa de estas células estan relacionados con la activacién
permanente de sefiales mitbgenas implicadas en los procesos de activacion y division
celular’’. BCR-ABL activa la via Ras™ gue a su vez activa la cascada de las proteinas
guinasa inductoras de mitosis (MAPK) y mediante la fosforilacién y posterior activacion de la
via PI3K-Akt*. Al interactuar con la proteina anormal BCR/ABL (Figura 4), las proteinas de
la via RAS™ se unen al complejo promotor del crecimiento GRB-2/Gab2, lo que ocasiona la
acumulacioén del factor de recambio guanosindifosfato/guanosintrifosfato (GDP/GTP) factor
de cambio SOS, que promueve la acumulacién de GTP, encargado de inhibir la apoptosis e
incrementar la proliferacion celular'®. La PI3K (fosfatidilinositol 3- quinasa) esta conformada
por dos subunidades reguladoras, la p110 que es la subunidad catalitica y la p85 que es la

331
2

subunidad reguladora con un dominio SH3 y dos dominios SH . Esta via es fundamental

en la regulacion del ciclo celular, diferenciacion, transcripcién, transduccion y apoptosis.

Participa en la regulacién del metabolismo lipidico y en la generacion de segundos

3,28,32

mensajeros lipidicos relacionados con la transduccién de sefales . PI3k se encuentra

activada en la tercera parte de los casos de LMC resistentes al tratamiento y su nivel de

933 E| efecto

activacion es directamente proporcional a la cantidad de proteina anormal ABL
inhibidor de la apoptosis inducido por Bcr-Abl se debe ademas por el bloqueo de la
liberacion de citocromo C a nivel mitocondrial, inhibiendo la activacién de la procaspasa 9

9,33

mediado por la via PI3K-Akt
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También BCR-ABL influyen en la activacion directa de los factores de transcripcion STAT1 y
STATS implicados en la expresion de niveles incrementados de c-Myc, ciclina D1 y de
proteinas anti-apoptéticas de la familia Bcl-2 (MCL-1 y BCL-xL) contribuyendo a la
resistencia a apoptosis (Figura 4)'*2%2% 2829,

Por otra parte, se ha demostrado que BCR-ABL activa la quinasa dependiente de ciclina
CDK2 a través de la via PI3k-Akt induciendo la progresién del ciclo celular desde G1 a S*.
Este hallazgo se correlaciona con la capacidad de BCR-ABL de bloquear la funcién de los

KIPL 371434 Una vez se inicia la via

inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas p21y p27
Akt esta activa una serie de sustratos que favorecen la supervivencia celular como las
proteinas FoxO, BAD, y la glucégeno sintasa quinasa 33 (GSK3f). Akt al fosforilar la
proteina Bad suprime su actividad pro-apoptotica ya que cuando se fosforila, BAD es
secuestrado en el citoplasma por la proteina adaptadora 14-3-3, permitiendo la
supervivencia celular®***>3°,

Por otro lado en la LMC, se han descrito alteraciones asociadas a pérdida de funcion de p53
representan una de las anomalias genéticas mas habituales, estando presentes en la
mayoria de las neoplasias humanas, en mas de 50% de los casos. Habitualmente, los
mecanismos por los que se produce la alteracion de P53 incluyen la inactivacion de los

genes supresores de tumor P14*RF

o P53 y/o la hiperactividad del oncogén MDM2 ubiquitina
a p53 induciendo su degradacion e indirectamente en el citoplasma marcando a p53 para su
ubiquitinizacion y degradaciénsg. De esta manera, la inactividad de p53 se asocia con a la

progresion de la enfermedad***">°,
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Figura 4. BCR-ABL. Vias de sefializacion involucradas en el crecimiento y supervivencia

celular. Tomado de Hazlehurst L et al. 2009 (17).

3.1.12 Evolucion clonal

La progresion de la enfermedad a variantes mas agresivas se debe a la adquisicién de
nuevas anormalidades genéticas que conducen a la resistencia a los inhibidores de tirosina
quinasa™. Se ha descrito que los niveles de expresion elevados de la proteina de fusién Ber-
Abl en las células progenitoras promueven cambios genéticos secundarios que permiten la
transicién a la crisis blastica. BCR-ABL estan implicadas en el aumento de los niveles
endoégenos de especies reactivas de oxigeno (ROS) y aumentan la cantidad de radicales
libres induciendo dafios a nivel del ADN, dando lugar a transversiones en pares de bases del
(GC — TA) y transiciones (GC — AT). Por lo tanto BCR-ABL inducen mutaciones en los
genes responsables de mantener la integridad gendmica. Esto podria estar asociado con la
aparicibn de nuevas anomalias cromosOmicas que caracterizan la progresion de la
LMC. Las mas frecuentes son trisomia 8 (33%), otro cromosoma Ph adicional (30%),

isocromosoma 17 (20%), la trisomia 19 (12%), la pérdida del cromosoma Y (8% de los
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varones), la trisomia 21 (7%) y monosomia 7 (5%). La deteccién de estas anormaldiades ha
sido de gran utlidad en el seguimiento de la enfermedad como marcadores de

progresion™****,

3.1.13 PARAMETROS CLINICOS Y BIOLOGICOS UTILIZADOS PARA EL ESTUDIO DE
LMC

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) establecio los siguientes criterios para realizar el
seguimiento de los pacientes desde la fase crénica de la enfermedad: (1) Leucocitosis
persistente >10.000 leucocitos/uL (10><109/L) y | o esplenomegalia persistente; (2)
Trombocitosis persistente, con un recuento plaquetario >1.OOO><103/pL (1.OOO><109/L); 3)
Trombocitopenia persistente con un recuento de plaguetas <100 x 10%uL (100 x 109/L); 4)
Evidencia citogenética de evolucidn clonal después del diagnostico inicial del cariotipo; (5)
basofilia con >20% de basofilos en sangre periférica; y (6) Recuento de blastos del 10%-19%
en sangre o médula 6sea. También se debe tener en la cuenta la resistencia a los farmacos
(no respuesta hematoldgica después de la terapia de induccién). Los criterios de la OMS
para la LMC en crisis blastica incluyen los siguientes: (1) Recuento de blastos igual o
superior al 20% en sangre periférica 0 en médula 6sea, y (2) infiltracion extramedular de

0

blastos™*°. Por otra parte es fundamental implementar en los pacientes las siguientes

pruebas diagndsticas (Tabla 1):
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Tabla 1. Pruebas de apoyo diagnostico de rutina empleadas para diagnostico y seguimiento de pacientes con leucemia mieloide crénica

Pruebas
diagnosticas

Caracteristicas

Fase Crénica

Fase Acelerada

Crisis Blastica

Exploracién Fisica
Signos y sintomas

Valoracién del paciente y documentacion de
signos y sintomas asociados a LMC que
incluyen:

Fatiga, malestar
general, pérdida de
peso, esplenomegalia,
dolor o tumoracién en
el cuadrante superior
izquierdo del
abdomen®®.

Fiebre, anemia,
dolores 6seos,
hemorragias, y

esplenomegalia®.

Anorexia, fiebre, astenia,
diaforesis nocturna, dolores
0seos. La  esplenomegalia

puede ser dolorosa y a menudo
se asocia a adenopatias y
hepatomegalia. Infiltracion
extramedular por blastos
leucémicos %hueso, piel, SNC,
pulmon, etc)™>*’.

Hiperleucocitosis Recuento de | Recuento de blastos en MO y
Realizar hemograma vy frotis de sangre | (>100 X 10%L), | blastos de 10-19% | SP superior al 20% de la
periférica para evaluar la morfologia celular e | neutrofilia, de la celularidad | celularidad total™*.
Analisis de sangre | identificar blastos. monocitosis, eosinofilia | total, basofilia >20%
periférica y basofilia, recuento | en SP y
de blastos inferior al | Trombocitopenia.
2%, trombocitosis. | <100x10%/L)"*.
Disminucion de la
fosfatasa alcalina®*°.
Andlisis de la celularidad de la MO, descripcion
de los cambios displasicos asociados a la | Valorar recuento de | Presencia de | Recuento de blastos en MO
enfermedad que incluyen disgranulopoyesis y | blastos (<5%). Se | blastos de 10 -19% | superior al 20% de la celularidad
dismegacariopoyesis en donde se ve reflejado. | observa neutrofilia, | de la celularidad | total **°.
Biopsiay aspirado | Disminucion significativa de precursores | monocitosis, eosinofilia | total en MO,
de médula 6sea eritroides. La reticulina se ve aumentada lo | y basofilia, recuento
cual suele favorecer la mielofibrosis®. de blastos inferior al
Andlisis inmunofenotipico por citometria de | 2%, trombocitosis.

flujo (recuento de células CD34+, analisis de
bloqueos madurativos y de fenotipos
aberrantes.

Disminucion de la
fosfatasa alcalina™*®.
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Citogenética

Andlisis de cambios numéricos y estructurales
evaluando metafases en cultivo a partir de
muestras de médula O6sea y/0 sangre
periférica. Busca identificar el cromosoma
Filadelfia o el gen de fusiébn BCR-ABL. Y
usualmente se usa para el diagnostico y
monitoreo de la LMC.

Hibridacién in situ fluorescente (FISH) es una
prueba que se utiliza para identificar el gen de
fusion BCR-ABL mediante el empleo de sonda
fluorescentes dirigidas contra los genes BCR y
ABL. Prueba sensible y rapida realizada en

células en metafase ¢ interfase util para el
seguimiento de la enfermedad®.

Deteccion de
anormalidades
citogenéticas como:

- 1(9;22) (cromosoma
Filadelfia).

- Perdida adicional del
cromosoma 9 (der9)
en UT710 % de los
casos™'.

Deteccion de
anormalidades
citogenéticas como:
- 1(9;22) cromosoma
Filadelfia.

-Trisomia 8 y 19.
-Isocromia 17q
-Doble cromosoma
|:,},]14,17-

Deteccion de anormalidades
citogenéticas como:

-Isocromia i(17g) en el 20% de
los casos.

-Trisomia 8 en el 40% de los
casos.

- 1(321) (26,022) vy
t(7;11)(p15;p15) Sinferiores al
5% de los casos) *°***’

Diagnostico
Molecular

Permite la deteccién de la oncoproteina BCR-
ABL mediante métodos basados en RT-PCR.

La reaccion en cadena por la polimerasa
transcriptasa reversa (RT-PCR) es una prueba
altamente sensible (1 célula anormal/1.000.000
de células normales) que permite detectar
anormalidades moleculares que incluyen
traslocaciones, mutaciones, etc. Los pacientes
que reciben tratamiento también pueden
monitorizarse por PCR.

Esta prueba también puede realizarse en una
muestra de sangre o en células de médula
6sea 0 en cualquier tejido afectado por la
enfermedad”.

Este método permite la deteccion confiable de la traslocacién tipica BCR-ABL,
que genera proteinas de fusion de 190 KDa (p190bcr/abl), de 210 KDa
(p210 bcr/abl) y de 230 KDa (p230bcr/abl), respectivamente®*®. El
reordenamiento ela2 (proteina de 190 kDa) es caracteristico de la LLA
de precursores B, aunque puede encontrarse también de forma
excepcional (<1%) en la LMC. Por el contrario, los reordenamientos
b2a2, b3a3 son caracteristicos de la LMC (proteina de 210 kDa),

detectandose Unicamente en alrededor de 20-30% de

precursores B del adulto®.

las LLA de
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3.1.14 Tratamiento de la LMC y factores bioldgicos asociados a inducciéon de

resistencia

El tratamiento para la LMC debe iniciarse una vez sea diagnosticado. La terapia
convencional de la LMC en fase crénica ha variado a lo largo de los afios y constaba de
farmacos anti-neoplasicos y anti-mieloproliferativos como el busulfan, hidroxiurea, interferén
alfa y una vez lograda la remisién de la enfermedad trasplante alogénico de MO®. Sin
embargo, en la actualidad se emplean los inhibidores de tirosina quinasa (ITK) como el
imatinib, desatinib y nilotinib**2.

El mecanismo de accién de los ITK es bloquear el dominio funcional tirosina quinasa y el
dominio de unién a ATP de BCR-ABL. El imatinib es una 2-fenilaminopirimidina que induce
remision hematoldgica en el 95% y remision molecular en el 60% de los pacientes en fase
cronica como (en pocos casos) fase acelerada o Blastica®. Fue el primer inhibidor de
tirosina quinasa cuyo mecanismo de accion consiste en inhibir la actividad quinasa de BCR-
ABL uniéndose a los aminoacidos adyacentes donde se une el ATP en el sitio activo. Esta
inhibicibn permite la disminucion en la proliferacion celular e induce el proceso de
apoptosis**3.

La resistencia a imatinib se define como la ausencia de respuesta hematolégica, molecular o
citogenética significativa, que a menudo se debe a mutaciones puntuales en el dominio
tirosina quinasa de ABL. Estas mutaciones han sido caracterizadas ya que incluyen mas de
50 en diferentes puntos, entre ellas estdn Gly250, Tyr253, Glu255, Thr315, Met351 y
Phe359, que representan el 60-70% de todas las mutaciones confiriendo resistencia®®***.
Andlisis de cariotipo post-tratamiento con imatinib demuestran que el 60%-70% de los
pacientes logran una completa desaparicion de las células con cromosoma Ph positiva en
medula 6sea y mantienen un estado de respuesta citogenética completa (CCyR) de 5

afos. Sin embargo, un pequefio nimero de pacientes no responden al imatinib en la fase

inicial (resistencia primaria), mientras que otros responden al inicio del tratamiento y luego
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desarrollan resistencia en fases avanzadas (resistencia secundaria). La resistencia primaria
puede estar relacionada, al menos en parte, con la heterogeneidad biolégica de la
enfermedad (por ejemplo, por aumento enlos niveles de BCR-ABL1l) La Resistencia
secundaria se puede deber a la adquisicion de mutaciones en el dominio quinasa BCR-ABL
(como la mutacién T315l). En los dltimos afios, se han creado dos nuevos inhibidores de la
tirosina quinasa (TKIs) como el dasatinib y nilotinib, los cuales son inhibidores potentes.
Ambos de "segunda generacion” son eficaces para inducir o restaurar la CCyR en el 40% -
50% de los pacientes que al parecer han fracasado en el tratamiento primario con imatinib.
Sin embargo, aproximadamente el 20% de los pacientes con LMC en fase crdnica no
responden tanto a imatinib y ni a un posterior tratamiento con inhibidores de la tirosina
quinasa de segunda generacion lo cual indica un mal pronéstico, debido a un mayor riesgo
de progresion de la enfermedad. El paciente que no responde a la terapia moderna debe

proceder, si es posible, el trasplante alogénico de células madre antes de la recaida*®'"?°,

3.1.15 Monitoreo post-tratamiento con Imatinib

Una vez que el paciente inicial el tratamiento con imatinib se debe realizar un andlisis de
cariotipo, pruebas moleculares (RT-PCR) de las células de MO y de respuesta hematoldgica.
Si el paciente esta respondiendo hematolégicamente (restauracion de la hematopoyesis), los
niveles de transcritos BCR-ABL se deben evaluar por lo menos trimestralmente para
confirmar la presencia o ausencia del cromosoma Ph. Cuando se alcanza la remision
citogenética completa, se debe continuar el seguimiento molecular en intervalos de 3 meses
y el andlisis citogenético de médula 6sea puede reducirse a intervalos de 12 meses a menos
que haya evidencia de progresion en la enfermedad. La mayoria de mutaciones con la
excepcién particular de la mutacién puntual T315I, son susceptibles a tratamiento con las

nuevas generaciones de PTKIs"**’,
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4.- CONCLUSIONES

El evento inicial en la LMC es la adquisicién del cromosoma Ph en las células madre
pluripotenciales.

Desde la fase cronica de la enfermedad Bcr-Abl causa inestabilidad genética,
incremento en la proliferacién, y bloqueos en la diferenciaciéon celular y apoptosis.

La progresién a fases avanzadas de la enfermedad se acompafia de cambios genéticos
dependientes de Bcr-ABL (mutaciones puntuales) o independientes de Bcr-Abl
(trisomias, deleciones, mutaciones en genes supresores de tumor).

El uso clinico de inhibidores de tirosina quinasa en casos sensibles como resistentes ha
mejorado la supervivencia de los pacientes.

Se debe realizar un seguimiento estricto de los pacientes después de iniciado el
tratamiento para valorar la respuesta hematolégica, citogenética y molecular segun los

criterios establecidos por la Organizacion Mundial de la Salud.
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