INTRODUCCION

Leucemia mieloide aguda

Las leucemias son enfermedades donde predomina la proliferacion celular en médula ésea,
ocasionando multiples alteraciones hematoldgicas graves. En términos coloquiales se le

conoce como “cancer de la sangre”.

Fisiopatologia

Estas enfermedades generalmente se deben a la transformacion clonal de precursores
hematopoyéticos, a traves de la adquisicién de reordenamientos cromosémicos y multiples
mutaciones geneéticas. “La leucemia mieloide aguda (LMA) abarca un grupo heterogéneo
de leucemias originadas en los precursores de los linajes celulares mieloide, eritroide,
megacariocitico y monocitico, con una progresion rapida y proliferacion de células
inmaduras en médula 6sea'”. Se produce una falla en los mecanismos de control del
crecimiento clonal, en forma de cambios en los genes reguladores, lo que conduce a una
sobreproduccidn de células incapaces de madurar. EI tiempo del ciclo celular se prolonga y
tienen mayor supervivencia’. Algunas de estas fallas son ocasionadas por mutaciones o
translocaciones cromosomales que permiten la fusion de proteinas anormales, usualmente
factores de transcripcion, que inhiben la diferenciacion mieloide. Las mutaciones de tipo |
activan las sefiales de transduccién y otorgan una ventaja proliferativa a las células sin
afectar la diferenciacion (ej. receptores tirosincinasa, receptores FLT3 y ¢c-KIT). Las de tipo
Il afectan la diferenciacion y autorrenovacion (genes quiméricos o mutaciones puntuales
como CEBPA)°.

Leucemias mieloides vs linfoides

En general, las leucemias pueden ser clasificadas de diversas maneras, por ejemplo, segun
la estirpe celular afectada. Esta division, incluye a las leucemias mieloides y linfoides. Las
mieloides o mieldgenas son aquellas en las que las células anormales pueden ser glébulos

blancos, glébulos rojos y productoras de plaquetas. Por otro lado, si la proliferacion se trata



de precursores linfociticos, se le llama leucemia linfocitica, linfoide o linfoblastica. Ademas
se les otorga un nombre segun la gravedad de la enfermedad: las leucemias pueden ser
agudas o cronicas. En el primer caso, las células de la médula 6sea no pueden desarrollarse
apropiadamente, por lo cual se encuentran células inmaduras (parecidas a las celulas
madre) o blastos en continua reproduccion y acumulacién. Al acumularse, reemplazan al
tejido hematopoyético normal, reduciendo el conteo total de células normales. Las
leucemias agudas tienen un comienzo rapido y por ello se consideran las mas agresivas; sin
tratamiento, esta proliferacion descontrolada, lleva a la muerte en tan solo algunos meses.
En contraste, en la leucemia crénica, las células pueden madurar parcialmente, lo que da al
paciente cierta habilidad de combatir la enfermedad de manera mas eficaz que en la
leucemia aguda. En este caso, su progresion es menos agresiva (también hay una

acumulacion de células anormales), permitiendo una sobrevida mayor a los pacientes®.

Incidencia

En el mundo, la incidencia de leucemias agudas es de 4 por cada 100,000 habitantes al afio.
En paises desarrollados, ésta es de 1.75% para las Leucemias Linfoides Agudas (LLA) y de
2.5 % para las LMA. Por otro lado, en México se reporta una incidencia anual de leucemias
agudas en la poblacion general de 2 por cada 100,000 habitantes por afio; 1.3% son de tipo
linfoide, mientras que el 0.7% restante se trata de LMA. Se dice que estas tasas estan
sesgadas, primeramente debido a que México es un pais en desarrollo, y por lo tanto, no
muchas personas acuden a un hospital para recibir atencién médica®. Ademas, no en todos
los casos se logra hacer un diagndstico correcto, por lo cual no se puede proporcionar un

tratamiento efectivo.

La LMA es la leucemia mas comun en adultos. En algunas fuentes se considera que
la edad media de esta incidencia es de 64 afios, siendo la mayoria de los pacientes con
LMA, ancianos’. El segundo pico de incidencia se produce en adultos de 40 afios y se ha
observado otro pico en nifios menores de 1 afio. Se considera menos frecuente en nifios

mayores y adolescentes (dicho grupo es mas susceptible a sufrir leucemias linfoblasticas)®.



Presentacion clinica

La presentacion clinica de la LMA refleja la produccion disminuida de elementos normales
de médula 6sea y en el 90% de los pacientes se halla mieloblastos en sangre periférica. La
mayoria de los pacientes presenta un recuento total de leucocitos entre 5000 y 30000/pL,
pero puede ser tan bajo como 1,000 o tan alto como 100,000 leucocitos/uL. La mayoria de
los signos y sintomas son causados por el reemplazo de las células sanguineas por células
anormales. La anemia, trombocitopenia y neutropenia dan lugar a hallazgos clinicos como
palidez, fatiga, contusién, hemorragias, coagulopatias y fiebres con infecciones. En algunos
tipos de LMA, se observan infiltraciones de células malignas en encias y otros sitios de
mucosas (en el subtipo M4)°. El 25% de los pacientes presenta dolor 6seo y articular como
sintomas iniciales, puesto que hay una expansion de la cavidad medular por proliferacion
celular®. La esplenomegalia afecta a la mitad de todos los pacientes con LMA, pero el
aumento de los ganglios linfaticos es raro. No es comin que los pacientes presenten
infiltraciones en sistema nervioso central®. En general, los sintomas mas prematuros de la
enfermedad suelen ser inespecificos y confundirse con aquellos de la influenza u otra
enfermedad comun, presentandose pérdida de peso o apetito, falta de aire, petequias, dolor,

etc®,

Patogenia

Esta enfermedad es de tipo multifactorial. Se piensa que la exposicion a derivados del
benceno, solventes aromaticos organicos y radiaciones ionizantes estan implicados, asi
como algunos medicamentos que pueden dafiar al DNA o intercalarse entre sus bases
(medicamentos alquilantes 0o medicamentos secundarios a terapias quimioterapéuticas).
Algunos retrovirus como HTLV-1 y HTLV-II también estan relacionados con la incidencia.
A estos factores, se le atribuyen ciertas activaciones de oncogenes y la formacion de genes
quiméricos. Otros padecimientos con inestabilidad cromosomica, pueden derivar en
leucemia aguda® (ej. Sindrome de Fanconi, sindromes mieloproliferativos y Sindrome de
Down). Finalmente en la actualidad se ha observado que el riesgo de desarrollar LMA esta
relacionado con el parentesco familiar, pues éste se triplica si hay algun pariente con dicha
enfermedad (componente genético)®.



Clasificaciones

Existen diversos tipos de clasificacion para las LMA, entre las mas importantes se

encuentran la clasificacion FAB y la de la OMS.
Clasificacion FAB

En 1976, el grupo FAB (Grupo cooperativo Franco-Americano Britanico), definié ocho
grupos basados en la morfologia y deteccion inmunohistoquimica de los marcadores de
linaje en médula 6sea®’. Para realizar dicha clasificacion, debe hacerse un recuento
diferencial de 500 células en extendidos de médula Gsea coloreados con la técnica de
Romanowsky. Primero debe establecerse la relacién mieloide:eritroide (M:E). Cuando las
celulas mieloides exceden en nimero a las precursoras eritroides (relacion M:E >1), el 30%
0 mas de todas las células nucleadas de la médula deben de ser blastos para establecer un
diagnostico de LMA (excepto en el subtipo M6 de leucemia eritroide). Si menos del 30%
son blastos, debe considerarse el diagnostico de sindrome mielodisplasico.

Los subtipos incluidos en la clasificacion FAB aparecen en la Tabla 1 (no se incluyen
las leucemias hibridas que presentan caracteristicas linfoides y mieloides)®. De estos se
deben destacar los porcentajes y el prondstico comparado con el promedio para las LMA.
El porcentaje de adultos con LMA para el subtipo MO es de 5% con el peor prondstico,
para M1 es de 15% con pronostico promedio, y para M2 es de 25% con mejor prondstico.
10% de adultos con LMA cuentan con el subtipo M3 de prondéstico superior, 20% con el
M4 de prondstico promedio (el 5% presentan la variante eosinofilica para M4 con mejor
prondstico), y 10% con el M5 de prondstico promedio. Y por ultimo, el porcentaje de

adultos con M6 y M7 tienen el 5% cada uno con uno de los peores pronésticos®.



Tabla 1: Clasificacion FAB de las LMA

Subtipo de LAM

Celularidad

Caracteristicas

Antigenos  de
superficie

MO: Sin

diferenciacion

Indiferen-
ciada

Puede presentar
caracteristicos. Blastocitos
leucémicos  sin  caracteristicas
morfoldgicas o histoquimicas de
LMA ode LLA.

granulos

MPO-, CD13,
CD33 y CD117
(c-KIT)-no
linfoidea

M1: Con
diferenciacion
minima

Blastos:
+de 90%

Escasa maduracion

MPO+

M2: Con
diferenciacion

Blastos:
30-90%

Con maduracion.
AR: 1(8;21)(922;922), t(6;9)

CD11, CD13,
CD15, CD33,
CD117, HLA-

DR, MPO+

M3:
Promielocitica

M3v: Variante

Promielo-
citos:
+ del 30%

-Hipergranular. Se conoce el
tratamiento especifico.

AR: 1(15;17) (q22;q11-12)
-Microgranularidad fina en
citoplasma. Muestra nucleos a
menudo plegados. AR: PLZ-RARA

CD11, CD13,
CD15, CD3s3,
MPO+, HLA
DR

M4:
Mielomonocitica

MA4Eo:
Eosinofilica

Monocitos:
20-80%

-M4: leucemia mielomonocitica
aguda (LMMA).

AR: inv(16)(p13g22), del(16q)
-Eosinofilos anormales con
granulos basofilicos displasicos.
AR: inv(16), t(16;16)

CD13,
CD15,
CD33,

CD11,
CD14,
CD32,
HLA-DR,
MPO+

Mb5a: Monocitica
indiferenciada
M5b: Monocitica
diferenciada

Monoblastos:

80%

Mieloblastos:

+ del 30%

AR: del (11q), t(9;11), t(11;19),
11q23

CD13,
CD33,

CD11,
CD14,
HLA-DR,
MPO+/-

M6:
Eritroleucemia

Mieloblastos:

+del 30%

Coman: del 5, del 7, 5g9-, 79- 0
cualquier combinacion

Glicoforina,
Espectrina,
AgABH,
HLA-DR,
MPO+

AC,

MT7:
Megacariocitica

Megacario-
blastos:
+del 30%

Los blastocitos se confunden con
linfoblastos. Muestran ampollas
citoplasmicas. AR: t(1;22).

CD34, CDA41,
CD42, CD61,
FVW, MPO-

M8: Basofilica

Infrecuente

AR: Anomalias recurrentes.

Adaptado de: News-Medical.Net, 2011%;

Jiménez, 2002,

Instituto Nacional de Cancer, 2011°%; Hernéndez, s.f.'°; Romero y




Clasificacion OMS

Desde el 2002, la clasificacion FAB ha caido en desuso ya que soOlo reflejaba datos
fenotipicos como la morfologia y la citoquimica acerca de los subtipos de la LMA. Esto no
era Util a nivel clinico, puesto que no proporcionaba informacion acerca de la estratificacion
del riesgo, pronostico y tratamiento de la patologia. Fue entonces que la OMS propuso otra
categorizacion distinta. Esta incorporé las anomalias citogenéticas caracteristicas o
recurrentes (marcadores moleculares asociados a distintos subtipos de LMA), la
informacidn de la historia clinica previa, informacion genética sobre las células malignas,
los aspectos prondsticos y las complicaciones clinicas®. Ademas determiné que a partir de
20% de blastos en sangre periférica ya se consideraba una LMA y distinguié a las LMA de
las displasias multilinaje. De tal manera que la nueva clasificacion integraba los criterios de
diagnostico propuestos por FAB, con el valor pronoéstico y relacionaba la enfermedad con
la terapia®.

Desde entonces se han adicionado algunas actualizaciones, como en el caso de los
pacientes con anomalias citogenéticas recidivantes que no necesitan cumplir con los
requisitos minimos de blastocitos para ser diagnosticada como una LMA. En 2008, se
amplié dicha clasificacion para incluir mutaciones genéticas especificas como CEBPA y
NPML1, y otras proliferaciones mieloides (Tabla 2)°.



Tabla 2. Clasificacion de la OMS para las LMA

LMA con anomalias citogenéticas caracteristicas o recurrentes

B=LMA con 1(8;21)(q22;g22), RUNX1-RUNX1T1(CBFA/ETO).

B=LMA con inv(16)(p13;922) o t(16;16)(p13;922), CBFB-MYH11.
B=Leucemia promielocitica aguda con t(15;17)(922;q11-12), PML-RARA.
M=LMA con t(9;11)(p22;923), MLLT3-MLL.

M=LMA con t(6;9)(p23;934); DEK-NUP214.

M=LMA con inv(3)(g21;926.2) o t(3;3)(921;q26.2), RPN1-EVIL.
M=LMA (megacarioblastico) con t(1;22)(p13;q13), RBM15-MKL1.
B=LMA con NPM1 mutado.

B=LMA con CEBPA mutado.

O 0O 0O O 0 O 0O 0 O

LMA con caracteristicas relacionadas con la mielodisplasia.

Neoplasma mieloide relacionado con la displasia.

LMA no especificada de otra manera

LMA con diferenciacion minima (clasificacion FAB MO)

LMA sin maduracion (clasificacion FAB M1)

LMA con maduracion (clasificacion FAB M2)

Leucemia mielomonocitica aguda (clasificacion FAB M4)

Leucemia monoblastica y monocitica aguda (clasificacion FAB M5a y M5b)
Leucemias eritroides agudas (clasificacion FAB M6a 'y M6)

Leucemia megacarioblastica aguda (clasificacion FAB M7)

Leucemia basofilica aguda

Panmielosis aguda con mielofibrosis

©]
O
©]
O
©]
O
©]
O
©]

Sarcoma mieloide

Proliferaciones mieloides relacionadas con el sindrome de Down

o Mielopoyesis anormal transitoria.
o Leucemia mieloide relacionada con el sindrome de Down

Neoplasma celular dendritico plasmacitoide blastico

Adaptado de: Instituto del Cancer, 2011°. B=Buen prondstico; M=Mal pronéstico dependiendo del marcador
molecular en cuestion.

Diagnostico

El diagnostico de la LMA requiere de varios examenes. Primeramente se debe realizar un
hemograma con conteos absolutos y diferenciales de células (generalmente por sospecha y
algunos sintomas inespecificos como cansancio, infecciones recurrentes, hemorragias, etc).
Solo la mitad de los enfermos con leucemia aguda muestra incremento en los leucocitos,

una cuarta parte los presenta normales y el cuarto restante tiene una disminuciéon en



glébulos blancos, por lo tanto el conteo es s6lo un examen preliminar y no concluyente.
Algunos pacientes presentan megacariocitopenia o eritropenia. Ademas de eso, se debe
realizar un extendido de sangre periférica empleando tinciones pancromaticas como May—
Grinwald-Giemsa, Wright o Romanowsky para distinguir anormalidades como los
bastones de Ader (inclusiones citoplasmaticas). A veces la enfermedad no ha avanzado
tanto como para detectarla en sangre periférica por lo que se requiere de biopsias o
aspirados de médula 0sea. Se acepta que se requiere mas de 20-30% de células nucleadas
como blastos para establecer la LMA. Ademas la presencia de cuerpos o bastones de Auer
en las células leucémicas de sangre periférica 0 médula Gsea es caracteristico de la

afeccion®®.

Para determinar el tipo de leucemia y reconocer estirpes celulares (cuando hay
escasos globulos blancos o para distinguir blastos o morfologia tipica) se debe realizar una
inmunotipificacion en médula 6sea por citometria de flujo (las células son identificadas por
sus caracteristicas antigénicas), buscando los siguientes marcadores (proteina de
superficie/citoplasmaticas CD) especificos de linaje mieloide: CD13, CD15, CD33, CD34,
CD117, mieloperoxidasa citoplasmatica (MPO), etc’. En algunos lugares, se siguen usando
las tinciones histoquimicas en especimenes de médula 6sea: mieloperoxidasa, PAS (Acido
Peryodico-Schiff), negro de Sudan y esterasa para hacer la determinacién y los anticuerpos

monoclonales para determinar los antigenos de la superficie de las células manualmente®.

En més del 50% de las LMA se encuentran alteraciones cromosomicas 0 mutaciones
utiles para ubicar la LMA en alguna clasificacion. Algunos ejemplos son las fusiones
génicas como la translocacion (15;17) en la LMA M3 que produce un gen quimérico
(PML/RARA), la translocacion (8;21) en la LMA M2 que produce el gen quimérico
RUNX1/RUNX1T1 y la inversion del cromosoma 16 (CBFB/MYH11) propio de la LMA
M4 con eosinofilia. La presencia de estas translocaciones y de mutaciones como las que
ocurren en el gen NPM1, se asocia con un prondstico favorable?. Sin embargo, si se
localiza una mutacién en el gen FLT3, una monosomia 7, alteraciones del cromosoma 5 o
alteraciones cromosémicas multiples, esto se asocia a un mal prondstico*?. Como estudios

adjuntos, se recomienda un estudio de hemostasia (PT, TTPK), fibrindgeno y Dimero D si
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se sospecha coagulopatia de consumo. También se realizan estudios de funcion hepatica,

renal, LDH, calcio, fésforo y albumina.

Finalmente, los estudios de marcadores moleculares proveen al médico con una
informacion muy precisa de las mutaciones subyacentes; dichos marcadores se asocian a
cierto valor pronéstico y tratamiento. Estas se pueden realizar por RT-PCR 0 sondas
moleculares (ej.FISH)*?, estudios que han complementado a la citogenética de bandeo®.
Para LMA, los marcadores mas comunes son los de translocaciones y deleciones
(aberraciones cromosdmicas) mencionados anteriormente para el estudio citogenético. Esta
informacion determinara los factores de riesgo para ayudar a definir el tratamiento y el
prondstico. Ademas es Util para identificar la enfermedad residual minima una vez que se

ha logrado la remisién hematolégica®.

Pronéstico

El prondstico de la LMA no es tan favorable como en las leucemias linfoblasticas (cuya
tasa de supervivencia general o0 SG ha mejorado bastante). Las probabilidades de lograr una
remision completa en la LMA con quimioterapia varian entre 50% -70% (excluyendo al
subtipo M3 que tiene mejor pronostico) y la tasa de supervivencia a 5 afios es de
aproximadamente 20% en adultos’ (en nifios se maneja un rango de 55 a 65%)°. En general
el prondstico dependera en gran parte de la habilidad del organismo del paciente para
manejar el tratamiento por lo que la edad es un factor muy importante a considerar,® asf
como también, la resistencia a multiples drogas (MDR-1)*. En la Tabla 3, se muestran

algunos factores involucrados en el pronostico del paciente.



Tabla 3. Factores pronostico de la LMA
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Factores Favorable Intermedio | Desfavorable
prondstico
Edad < 45 afos <2 0> 60 afnos
Antecedentes Leucemias secundarias
Mielodisplasia previa
Conteo de | <25,000 x mm3 > 100,000
leucocitos
Inmunofenotipo Presencia Ag CD34
Variedad FAB M2, M3, M4Eo MO, M6, M7
Leucemia Presente
extramedular
LDH Normal Aumentada
Citogenética -1(8;21) (922;922) | -Citogenética | -Alteraciones del 11923 (MLL)
-inv(16)(p13.922) | normal y 3926
-t(16;16) -+8 -1(6;9), 1(9;22)
(p13.922) -t(3;5) -Trisomia 8
-1(15;17) -1(9;11) -Deleciones parciales o totales
(p22023) de cromosomas 5,509,y 7y 7q
-BAALC -+13
-Otras -Cariotipos complejos
aberraciones | -MK+
no definidas | -inv (3) (q21926.2)
-1(3;3)(q21q26.2)
-anormalidades(17p)
-t(11; 17) (PLZF/RARa)
-1(6;9)(p2;934) DEK/CAN
-t(9;22) BCR/ABL
-t(1;22) MOZ/CBP
- 1(8;16)
Mutaciones Citogenética c-KIT Citogenética normal con FLT3
normal con NPM1 | mutacion ITD en ausencia de mutacion
o CEBPA mutado | con: en NPM1
en ausencia de | t(8;21)(922;q
FLT3ITD. 22) o inv
(16)(p13.922,
t(16;16)
(p13.922)
Expresion de genes -+BAALC Expresién alta de EVI1 (con o

sin lesion citogenética 3026)

Adaptado de: Hernandez, s.f."%; Garza, 2011*%; Foran, 2010™.
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Tratamiento

El tratamiento para las leucemias mieloides agudas principalmente incluye quimioterapias
(o radioterapias) y trasplantes hematopoyéticos. La quimioterapia suele ser la primera
estrategia para inducir remision (reduciendo el nimero de células leucémicas y por ende la
patologia asociada),"® pero previamente, es necesario analizar el esquema de terapia a

seguir utilizando los marcadores y analisis mencionados.

Dos de los farmacos de eleccion para inducir la remisién en pacientes con LMA son
la citarabina (ARAC) y la antraciclina (daunorrubicina o idarrubicina) en combinacion con
etopdsido o tioguanina (excepto en la LMA M3 que requiere de ATRA o é&cido
transretinoico). La citarabina se administra por 7 dias consecutivos via intravenosa y a la
par se administra antraciclina por 3 dias consecutivos. Debido a los efectos toxicos de la
terapia (mielosupresion y riesgo de infeccion), se deben tomar medidas adicionales. El uso
de factores de crecimiento hematopoyéticos como el factor estimulante de las colonias de
granulocitos y macrofagos durante el tratamiento de induccién en la LMA, ha mostrado una

reduccion de varios dias en la duracion de la neutropenia pero no sobre la mortalidad.

La terapia de postremision dependerd de los factores prondstico particulares del
paciente y de su salud en general. Para las leucemias de buen prondéstico, el paciente debera
tomar 3-5 ciclos de quimioterapia intensiva mas. Para pacientes con alto riesgo de recaida
se sugiere un trasplante alogénico de células progenitoras en caso de que haya donador y si
el paciente puede resistir la operacion. Hay algunos otros medicamentos aprobados como
gemtuzumab ozogamicin que es un anticuerpo monoclonal ligado a un agente citotdxico

para pacientes mayores de 60 afios®.

Ademas de la quimioterapia, el paciente requiere apoyo para sobrellevar las
enfermedades adyacentes como por ejemplo, transfusiones, antimicrobianos Yy

antimicoticos.
El gen CEBPA

Debido a la heterogeneidad de las LMA y su dificultad de tratamiento, se han definido
parametros que permiten subclasificar las LMA como leucemias de prondstico favorable,

intermedio o desfavorable, segiin el MRC (Medical Research Council) *°. Uno de los genes
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mutados involucrados en la LMA que se ha asociado al prondstico favorable es el gen
CEBPA. La presencia de mutaciones en CEBPA se ha asociado con una mayor
supervivencia libre de enfermedad, supervivencia general y duracion de la remision.
Ademaés es necesario mencionar que en remision completa, el gen desaparece (marcador de
enfermedad residual) *°. Las mutaciones en este gen ocurren frecuentemente en pacientes
con citogenética normal. De esta manera el estatus mutacional de CEBPA puede proveer al
médico con una valoracién de riesgo mas adecuada para decidir sobre el tratamiento y el

seguimiento del paciente.

Funcion y relacion con la LMA

CEBPA (“CCAAT/enhancer-binding protein alpha™) es la subunidad alfa de la proteina de
unién al potenciador CCAAT. Es un factor de transcripcién hematopoyético que se requiere
para el desarrrollo normal del linaje mieloide. Se ha determinado que las mutaciones en
NK cell Pro-T este gen ocasionan pérdidas de sus
©—rca funciones  principales, incluyendo la
hematopoyesis; en esta forma es como se
) —EBcal relaciona con la LMA. Especificamente

juega un rol importante en la proliferacion y

) Monocyte A .., A
© <Ganuocpe  diferenciacion  de  los  progenitores
EBPo (++) L. . ) L.
MEP hematopoyéticos mieloides a neutrofilos
) Magakaryocyts 17 .
© ‘-’iEmhmm maduros™’ como se observa en la Figura 1.

C/EBPuot ()

Cuando se presenta una LMA,
Figura 1. Progenitores hematopoyéticos

denend | " ocurre un blogueo en la diferenciacién de
ependientes de CEBPA

blastos granulociticos, dando como

resultado una acumulacién de células mieloides precursoras en médula 6sea’®.

Ademas del rol crucial en la hematopoyesis, también se encarga de la diferenciacién
de hepatocitos, adipocitos, enterocitos, queratinocitos, células glandulares de pulmén, y

mamarias. En las células hematopoyéticas se involucra en los estadios mas prematuros de
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la diferenciacién mieloide y esta particularmente expresada en células mielomonociticas.
CEBPA puede disminuir la produccion del gen c-MYC permitiendo la diferenciacion
hematopoyética o favorecer la expresion de genes especificos de linaje granulocitico y
actuar sinérgicamente con otros genes involucrados en el desarrollo mieloide como el
complejo CBF y PU.1 (factor de transcripcion)?.

Estructura del gen

El gen CEBPA se encuentra en el cromosoma 19g13.1 y no posee intrones®. Los
nucledtidos que lo componen son 9591 pb (pares de bases), pero solo una fraccion forma el
mMRNA que codifica para el gen. El resto estd compuesto por complementos genémicos

como RNA miscelaneo no codificante o no caracterizado?’.
Estructura del mRNA

El mRNA de este gen consiste en una 5'UTR (region no traducida) corta, con un 5'ORF
(marco de lectura abierto que codifica para la proteina) y una gran 3'UTR?. Tiene una
longitud de 2591 pb (Figura 2)*.
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Figura 2. Estructura del gen CEBPA y su mRNA. El gen CEBPA se localiza en el cromosoma
19g13.1. Su mRNA estd compuesto por una pequefia zona 5"UTR. La transcripcion se inicia a
partir de los 111 nucle6tidos y termina hasta los 1187 nts donde empieza una gran 3'UTR. El

sitio de poliadenilacion se localiza al final del mMRNA?,
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Estructura de la proteina y funciones principales

La proteina CEBPA est4 constituida por 358 aminoacidos®’. Se trata de 1077 nucledtidos
cuya composicion es 66% de GC (guaninas y citosinas)®. Se localiza en el nicleo celular
predominantemente. Tiene dos isoformas, la principal consta de 42 kDa. Esta tiene 4
dominios principales (Figura 3). La regién N-terminal est4 formada por dos dominios de
transactivacion (TAD1 y TAD2)*%. Por otro lado, la parte C-terminal cuenta con un
dominio de cierre de leucina (bZIP) que abarca del aminoacido 317 al 345.

El cierre o cremallera de leucina se trata de un motivo proteico unido por fuerzas de
adhesion provenientes de dos hélices alfas situadas en paralelo. El cierre estd constituido
por aminoacidos repetidos y alineados en paralelo; hay un residuo de leucina por cada siete
posiciones. Cada leucina se encuentra con otra opuesta en la hélice cada dos giros. Dichas
leucinas forman un nucleo hidrofobico de la hélice mientras que en la parte exterior se
encuentra la parte hidrofilica. El cierre de leucina entonces conforma una region bésica que
interacttia con el surco mayor de la molécula de ADN ayudandose de puentes de hidrégeno

y una regién hidrofdbica de cierre para lograr la dimerizacion (Figura 4)*®%".
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Figura 3. Dominios del gen CEBPA y algunas de sus interacciones'’.

El cierre de leucina permite a CEBPA unirse como homodimero a algunos

potenciadores o enhancers al interactuar con la secuencia reguladora o caja CCAAT
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(Figura 5); a su vez puede unirse como heterodimero con proteinas relacionadas como

CEBPfy CEBPy (la dimerizacidn depende de los residuos de aminoacidos basicos).

Lousings o0 fydeophobi
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' [
@,
Basic region =W o= Basio region romoter
binds DNA Ce 9 binds DNA
e 9
—~® A
[Ce®>\/
A & AN Figura 5. Ejemplo de la activaciéon del promotor por un
Subun(l;l‘:’z" ',-“»,f . , :,-"'-»,f Subunk 2 factor de transcripcion. CEBPA esta representado por el
“ / \ / N enhancer superior, que al plegarse la secuencia, no
VIANIANTIAN . i .
» » importando su localizacion, logra activar o reclutar algunos

. . . factores de transcripcion como TF, , formando el complejo
Figura 4. Estructura del cierre de leucina. La

. . . . , de preiniciacion de la transcripciéon en la caja TATA. El
parte hidrofobica de las leucinas interactua P P J

entre si. El dominio basico se une al DNAZ complejo se une al promotor del gen, activando su

transcripcion®.

En la region C-terminal abarcando del amindacido 286 a 306, se encuentra el
dominio béasico de unién a DNA (cargado positivamente para interactuar con secuencias de
DNA especificas). Ademas cuenta con una region de Poly-Gly (poli-glicinas) entre los
aminoacidos 99 y 104, y otra de Poly-Pro (poli-prolinas) entre 183 y 189 en la regién N-

terminal*®?’.

El mRNA de CEBPA da lugar a dos isoformas translacionales al usar diferentes
codones de inicio en el mismo marco de lectura abierto (deteccién ribosdmica imprecisa):
la proteina de 42 kDa y la forma truncada de 30 kDa; ambas isoformas pueden ser
detectadas en la célula donde el cociente de éstas es importante para la mediacion de la
proliferacion y el control de la diferenciacion. La proteina nativa de 42kDa se comienza a
traducir desde el aminoacido ATG (aminoacido 1). Por otro lado, la proteina de 30 kDa se
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inicia en el codon segundo ATG (aminoacido 120) y carece de las secuencias
aminoterminales (la secuencia C-terminal permanece igual), por lo tanto no presenta
dominios mediadores del contacto con el aparato transcripcional (la funcion de

dimerizacion e interacciones entre proteinas se conserva)™®.

Mutaciones en el gen CEBPA

Las mutaciones en CEBPA estan presentes en un 8-10 % de los pacientes con LMA??

yen
otras fuentes, se reporta su presencia hasta el 15%"°. Ademas es importante destacar que se
presentan con mayor frecuencia en los subtipos M1y M2, aunque también se ha observado
en M4 y M5%%. Las mutaciones CEBPA estan asociadas al buen prondstico ya que sugieren
una respuesta favorable a la quimioterapia sin tener que llegar al transplante alogénico
hematopoyético en la primera remision® (que requiere de compatibilidad en HLA y puede
ser motivo de Enfermedad de Injerto Contra el Huésped). Estan distribuidas a lo largo de

todo el gen, pero se han descrito dos lugares donde se concentran la mayoria de éstas.
Localizacién y Mecanismos

La primera localizacion estd conformada por mutaciones (principalmente inserciones o
deleciones) en la regién N-terminal que cambian el marco de lectura (truncan la proteina
normal) ocasionando una expresion mayoritaria de la proteina (isoforma) corta de 30 kDa
con actividad dominante negativa sobre la proteina normal de 42 kDa (Figura 6)%. La
isoforma de 30kDa, cuya funcidén se desconoce pierde los primeros 119 aminoacidos

incluyendo los dominios funcionales de los TAD.

Transcription activation DNA binding and dimerization

l—r 42 kDa l—> 30 kDa

Figura 6. Puntos donde comienzan a traducirse las isoformas®,

En 42 kDa se comienza a traducir la proteina nativa, mientras
gue en 30 kDa se traduce la isoforma truncada que pierde el

primer dominio de transactivacion.
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La regién N-terminal posee dominios de transactivacion que median interacciones
con la maquinaria de transcripcion y proteinas importantes en el control del ciclo celular,
por lo tanto al perderse el primer dominio de transactivacion (la traduccion es reiniciada en
un ATG interno produciéndose la proteina de 30 kDa sin el primer dominio de
transactivacion), se ven alteradas dichas funciones. En estos casos la velocidad produccién
de la isoforma de 30 kDa se incrementa de 4.2 (normal) a 8.6 (produccién incrementada)®.
A su vez, se bloguea la transactivacion de los genes de los granulocitos reduciendo su
diferenciacion. Este tipo de mutaciones pueden estar presentes en combinacion, en alelos
separados 0 como una sola mutacion™.

La segunda localizacion mutacional (inserciones/deleciones/variaciones de un solo

nucleétido) es en la regioén C-terminal®’

. Esto afecta al dominio del cierre de leucina y al
dominio bésico, que se encarga de la homodimerizacion de CEBPA y de la
heterodimerizacion con otros miembros de la familia CEBP, asi como de la union al DNA.
En caso de que la region béasica se vea afectada, se inhibe la interaccion CEBPA-E2F (otro
factor de transcripcién involucrado en varios procesos celulares), lo cual predispone a un
desorden mieloproliferativo®®. Cuando CEBPA ya no logra unirse al DNA, tampoco puede

mediar la diferenciacién de elementos hematopoyéticos?.

En general, las mutaciones en CEBPA afectan las interacciones proteina-proteina con
otros factores de transcripcion, la determinacién del linaje por bloqueo de maduracién de
progenitores mieloides y su proliferacion y crecimiento. Esto es lo que da origen al cuadro
de la LMA, sin embargo, la mutacion se considera de buen prondstico ya que de contar con
ella, se puede utilizar como futuro blanco de tratamientos?’. En la Tabla 4 se presentan las

mutaciones reportadas por el NCBI Gnicamente para la region codificante de CEBPA.



Tabla 4. Mutaciones y SNPs comunes localizados en la region codificante de CEBPA
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Reporte Cluster del
SNP de Referencia

Resultado

Significado
clinico

Secuencia
Cambio alélico

Cambio
de
amino-
acido

Posicio
nen la
protein
a

Tipo de
mutacién

MAF

rs137852733*
NM_004364.3:¢.217_218i
nsC

Alteracion
en el marco
de lectura

Patogénico

CCGCCTI[-/C]TCAACG
CCTTC = CTTC

F [Phe] =
L[Leu]

73

DIV

ND

rs137852732*
NM_004364.3:¢.319_320i
nsTG

Alteracion
en el marco
de lectura

Patogénico

ACTTTG[-/TG]JACTACC
TTTGACTA= TTACT

D [Asp]
= W[Trp]

rs137852731*
NM_004364.3:¢.201_202i
nsCTAC

Alteracion
en el marco
de lectura

Patogénico

GCCTAC[-/CTACJATCGA
GCCTACATC=GCATC

Y [Tyr] =
YY

rs137852730*
NM_004364.3:c.141delC

Alteracion
en el marco
de lectura

Patogénico

ACCTGC[-/C]|GCCCCG

CCTGCGC= CCTGGC

A[Ala] =
ND

rs137852729*
NM_004364.3:¢.68_69ins
Cc

Alteracion
en el marco
de lectura

Patogénico

CCCCCC[-/C]GCACGC

CCCcccae=cceeceee

P [Pro] =
P

rs137852728*
NM_004364.3:c.68delC

Alteracion
en el marco
de lectura

Patogénico

CCCCCC[-/C]GCACGC

CCCcceCae=Ccceeceee

P [Pro]
=>ND

rs121912791*
++
NM_004364.3:¢.148G>T

Alteracion
de pérdida-
ganancia

Probable-
mente
patogénico

GCCCCG[G/T]AGCCGC

GAG = TAG

E [Glu] =
X [AMB]

rs111662895*
NM_004364.3:¢.81C>G

Cambio de
sentido

Significado
clinico: ND

GCCCAG[C/G]JAGCGCC

AGC =AGG

S [Ser] =
R [Arg]

rs28931590*
++
NM_004364.3:¢c.251A>T

Cambio de
sentido

Probable-
mente
patogénico

TCCAGC[A/T|CAGCCG

CAC =CTC

H [His] =
L [Leu]

rs3745972
NM_004364.3:¢c.713C>A

Cambio de
sentido

No patogénico

ACCCCG[A/C]GCCCGC

GCG =GAG

A [Ala] =
E [Glu]

rs1049967
NM_004364.3:¢.754G>T

Cambio de
sentido

No patogénico

GGCAGC[G/T]CGCTCA

GCG=TCG

ATAl] =
S [Ser]

rs141430731 NM_0043
64.3:¢.1041G>A

Mutacion
sinénima

GCCAGA[A/G]AGCTCC

GAG=GAA

E [Glu] =
E [Glu]

ND

rs192240793
NM_004364.3:¢.573C>T

Mutacion
sinénima

CTCGCA[C/T]CCGCAC

CAC=CAT

H [His] =
H [His]

SNV

ND

rs34529039
NM_004364.3:¢.690G>T

Mutacion
sinénima

SNP
Mutaciéon no
patogénica

GCCCAC[G/T]CCCGTG

ACG=ACT

T [Th] =
T [Thr]

SNV

A=0.159/
348 (F)

DIV: Variacion de insercidn/delecion; ND: No Disponible; SNV: Variacion en un solo nucléotido; AMB: Ambiguo, SNP:
Polimorfismo de nuclettido simple. (F)Fuente =1000 genomas. *Mutaciones que afectan la zona N-terminal ++=Mutacion
germinal (el resto son sométicas). MAF: Frecuencia menor alélica

Adaptado de: NCBI dbSNP Short Genetic Variations, 2012,
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La mayoria de las mutaciones que ocurren antes del aminoacido 121 (region N-
terminal) que inicia la isoforma de 30 kDa, truncan la formacién de la isoforma de 42 kDa.
Las mutaciones entre el aminoacido 317 y 345 afectan el dominio de cierre de leucina
(bZIP), y las mutaciones de 286 y 306 afectan el dominio bésico de unioén al DNA. En el
reporte de la Tabla 4, se observa con mayor frecuencia la presencia de mutaciones en la
region N-terminal. No se reportan mutaciones directamente en las regiones de la union
basica al DNA o en el cierre de leucina, pero si en la parte intermedia entre los TADs y la
region basica (region bisagra de la molécula). Por esta razon, a estas mutaciones se les
considera no patogénicas, pero es necesario confirmar esto con més estudios porque podria
tratarse de regiones necesarias para el funcionamiento correcto de los dltimos dos
elementos de CEBPA.

Polimorfismos en el gen

Se presentan tres SNPs (Polimorfismos de un solo nucleétido) dentro de las mutaciones
reportadas (aquellas reportadas por NCBI tienen una frecuencia de mas del 1%). Las tres
son mutaciones sindénimas que no cambian el aminoacido (mutaciones sin cambio de
sentido) y por lo tanto, no cambian la estructura o funcién proteica. En ocasiones, los SNPs
si pueden llegar a tener una funcion patogénica puesto que llegan a afectar el patron de
empalme en un sitio interno. Se ha visto que el SNP en el aminodcido 230 no es
patogénico, pero se desconoce el significado de los otros dos (Tabla 4).

Frecuencias y mutaciones tipo somaiticas y/o germinales

Las mutaciones mas frecuentes son las de tipo somatico pero también se encuentran las de
tipo germinal (predisposicion genética) en donde se ha visto que se presenta una sola
mutacién, sin presentar la enfermedad (Tabla 4: se encuentran 2 mutaciones de este tipo).
Si el paciente adquiere una mutacién secundaria esporadica (diferente a la mutacion
bialélica descrita mas adelante), es probable que éste adquiera una LMA. Es decir que se
prevee que si una persona tiene una mutacion germinal en la regiéon N-terminal, esta
predispuesta a la ocurrencia de una mutacion somatica en la region C-terminal. Existen
algunas mutaciones que no han sido reportadas por el NCBI, debido a su aparicion limitada

0 Unica, por ejemplo:
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e Mutacion Somatica (MS): Delecion de 7 nucle6tidos (263-269) resultando en un
cambio en el marco de lectura en el codon Pro 39 y la proteina completa truncada en
el codon 159.

e MS: Transversion en el aminoacido 297 (G/T) resultando en Glu 50 a Ter (mutacion
sin sentido).

e MS: Homocigoto para una insercion de 57 pb después del nucle6tido 1137
(interrupcion del cierre de leucina de la proteina). Sucede después del sitio de
traduccion de la proteina.

e MS: Heterocigoto para 2 mutaciones: Insercion de 27 pb después del nucléotido
1096 (interrupcion del cierre de leucina) e insercion de 4pb (GGCC) después del
nucleétido 363 resultando en un cambio en el marco de lectura en Ala7l y una
proteina truncada. Sucede después del sitio de traduccion de la proteina por lo que
indica que probablemente existan secuencias reguladoras en ese sitio.

e Mutaciones germinales y MS: Delecién de 1 base (C) en el aminoacido 212
resultando en la terminacion prematura de la proteina en el codén 158
produciéndose la isoforma 30kDa. También se puede presentar una mutacion
somatica de insercion de C en el mismo aminoacido truncando la proteina de igual
manera.

e MS: Algunas deleciones con cambio en el marco de lectura pueden producir una

proteina truncada de 159 aminoécidos (p20 kDa)?2%,

Mutaciones bialélicas

En los ultimos afios se han hecho nuevas investigaciones acerca de las mutaciones
bialélicas en CEBPA. Se ha reportado que el prondstico positivo de las mutaciones en el
gen CEBPA, se anula, si las mutaciones no son de tipo bialélicas, aunque aun se desconoce
esta causa. Se ha observado que las mutaciones monoCEBPA (mutaciones monoalélicas de
CEBPA), no confieren un buen prondstico. Incluso se ha dicho que una mutacion
monoCEBPA puede ser igual a un genotipo wildtype (salvaje) pero aun faltan mas
experimentos para poder corroborarlo. Se ha argumentando que la funcion disminuida de

CEBPA mediada por la mutacion en un solo alelo, puede no ser suficiente para iniciar una
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LMA, requiriendo de eventos mutacionales adicionales, como FLT3 por ejemplo, que como
veremos mas adelante, otorga un prondstico mas sombrio. Si ya cuenta con mutaciones
bialélicas CEBPA es improbable que ocurra otra mutacion de mal pronodstico. Ademas se ha
observado que hay diferentes perfiles de expresion entre el cociente de p30/p42 de las
proteinas de CEBPA expresados en células leucémicas con mutaciones monoalélicas y
bialélicas, por lo que las mutaciones bialélicas representan una entidad diferente a las
monoalélicas'®. Se debe destacar que las mutaciones mas frecuentes son las bialélicas (se
presume que una mutacion predispone a otra),>” siendo el escenario més comin que exista
una mutacion con cambio de lectura tipo N-terminal y otra C-terminal en diferentes alelos
(lo cual explicaria por qué la mayoria de los pacienes con CEBPA mutado, no presentan

y L 19
otra aberracion cromosomica) .

Mutaciones y translocaciones asociadas al pronostico de la LMA

Existe una cooperacion entre mutaciones de genes promotores de alteraciones moleculares
debido a la inestabilidad en el genoma de los leucoblastos de la LMA. Por esta razén se
dice que se requiere mas de un evento 0 mutacion para que se dé la LMA; esto puede ser
explicado por la cooperaciéon entre mutaciones de clase | y de clase Il por ejemplo (de
proliferacion y diferenciacion). Se dice que las mutaciones de clase |1 como monoCEBPA,
pueden preceder a las de clase | como FLT3, éste Gltimo presentdndose como marcador de
recaida en algunos casos®. Para estratificar el riesgo de los pacientes con LMA se debe
realizar el estudio conjunto de las mutaciones que estan relacionadas con la patologia y/o

que de cierta manera estan asociadas a las mutaciones en CEBPA.

Translocacion (15;17): (PML/RARA)

La t(15;17)(q22;911-12), resulta en el intercambio balanceado de material genético entre los
cromosomas 15 y 17, generando una proteina de fusion que incluye al receptor alfa del
acido retinoico (PML con RARA). Se produce una ruptura en las bandas 22 del brazo largo
del cromosoma 15 (porcion amino-terminal de la proteina nuclear de PML) y en las bandas

11-12 del cromosoma 17 (primer intrén de RARA)*3. El gen RARA no mutado, normalmente
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funciona como receptor nuclear con un rol en la diferenciacion de células mieloides,
mientras que la proteina PML no mutada funciona como supresora de tumores. De esta
misma manera se pueden activar genes de proliferacion. Debido a la translocacion, algunos
factores de transcripcion cambian de sitio evitando el reclutamiento de elementos de
preinciacion de la transcripcion y blogueando la diferenciacion hematopoyética. La
translocacion se asocia con la leucemia promielocitica aguda, cuyo tratamiento con &cido
transretinoico (ATRA: All-trans-retinoic-acid) otorga un prondstico favorable pues revierte
la supresion de la transcripcion y consigue la diferenciacion de los promielocitos
permitiendo una remision parcial o completa’®. Hay otras translocaciones asociadas al
receptor alfa del éacido retinoico capaces de producir alteraciones similares, como el
t(11;17)(g23;921) con el gen PLZF. La OMS ha separado esta otra translocacion de la
primera debido a la sensibilidad disminuida frente al tratamiento con &cido transretinoico.
En cuanto a su relacion con CEBPA, se ha visto que la induccion de PML/RARA en células
mieloides, disminuye la actividad de CEBPA. El tratamiento de pacientes con Leucemia
Aguda Promielocitica con ATRA induce la expresion de mRNA de CEBPA y otros

miembros de la familia CEBP*°.

Translocacion (8;21) (q22;922), RUNX1/RUNX1T1

La t(8;21)(g22;922), esta asociada a la LMA M2. El gen RUNX1 (factor de transcripcion
relacionado con runt 1) en el cromosoma 21 se fusiona con el gen RUNX1T1 (ETO) en el
cromosoma 8. Al fusionarse esta proteina, se reprime la transcripcién bloqueando los sitios
de union a DNA a través de RUNX1 (AML), evitando la diferenciacion mieloide. Ademas
dicha fusion, también conocida como AML1/ETO, reprime la funciéon de supresor de
tumores del promotor pl4*. Los puntos de ruptura de ETO estan localizados
principalmente en el exén 2, mientras que los de RUNX1 estan en el exén 5%. Los adultos
con dicha translocacion tienen un pronéstico mas favorable que los pacientes con otros
tipos de LMA®. Ademés es necesario destacar que la proteina de fusién inhibe la expresion
de CEBPA (altera sus funciones normales). Por esta razon se ha apoyado la hipotesis de que
las mutaciones como RUNX1/RUNXIT1 pueden tener una via comdn en la patogénesis de
la LMA?,
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Inversion del cromosoma 16 (p13;g22) o t(16;16)(p13;922), (CBFB/MYH11)

En la inv(16)(p13;022) o t(16;16)(p13;922), residuos de la region N-terminal del gen de la
CBFB (factor de union al nacleo) en la banda del cromosoma 1622 se fusionan con la
region C-terminal del gen MYH11 (cadena pesada de la miosina del musculo liso) en la
banda del cromosoma 16p13. Se producen varias, o al menos 8 isoformas, a partir del
splicing realizado, pero el transcrito A (con posicion entre los nucléotidos 495 y 1921 de
CBFb-MYH11) es el mas predominante (encontrado en 90% de los pacientes). El cociente
de las isoformas también varfan segiin la maduracién de las células musculares®® *’. Dicha
inversion pericéntrica se relaciona con el subtipo FAB M4Eo, el cual confiere un
prondstico favorable tanto para los adultos como para los nifios con LMA® puesto que tiene
una buena respuesta con quimioterapia intensiva y altas tasas de remisién completa'®. No

se ha demostrado que la inversion 16 pueda suprimir la expresion de CEBPA™.

Mutaciones en NPM1

El gen de la nucleofosmina o NPMI localizado en el cromosoma 5q35°° es un gen que
codifica para una proteina nucleolar y citoplasmatica involucrada en diversas funciones
como la estabilidad de proteinas supresoras de tumor (ej. pl14, p53), la regulacién de la
biogénesis ribosomal, el ensamblaje y transporte ribosémico proteico, ademas es chaperona
molecular para la prevencion de la agregacion proteica en el nucléolo y estd a cargo del
control de la duplicacion de centrosomas. La mayoria de las mutaciones en este gen,
constan de 4 o mas nucledtidos y ocurren en el exon 12, afectando una senal de localizacion

#3940 Dichas mutaciones disminuyen la localizacién nuclear de

nucleolar de la fosfamina
NPM1 y confieren un pronostico favorable en pacientes con LMA con cariotipo normal (no

asociado a FLT3)’. Su frecuencia es del 25 al 35%"".

Mutaciones en FLT3

Es un receptor de tirosina cinasa normalmente expresado en progenitores prematuros de

médula 6sea, donde juega un rol importante en la hematopoyesis. Puede sufrir mutaciones
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de tipo ITD, mutaciones con duplicacion en tandem interna (siendo las més comunes) o
TKD, que son mutaciones puntuales. FLT3 suele tener una frecuencia de aparicién en las
LMA de 17 a 25% en pacientes adultos y se asocia con mayor porcentaje de recaidas
después de tratamiento®. Se encontré que FLT3 inhibe a CEBPA mediante la fosforilacion
mediada por ERK 1 y 2 (cinasas reguladas por sefiales extracelulares), lo cual podria
explicar el bloqueo en blastos leucémicos (es decir, no sélo el aumento en la proliferacion
celular). Se considera que FLT3 normalmente ocurre como evento secundario para

completar la transformacion en LMA®.
Mutaciones en FLT3 ITD

Las mutaciones FLT3 ITD (tirosina cinasa similar a fms con duplicacion en tandem interna)
estan asociadas a un mal prondstico, especialmente cuando son mutaciones que ocurren en
ambos alelos® Dicho gen codifica para un receptor de tirosina cinasa (proteina de
membrana) que regula la hematopoyesis a través de la activacion por fosforilacion de
algunas vias de sefializacion. Las duplicaciones internas en tindem se localizan en la regién
yuxtamembranal del receptor, entre los exones 14 y 15 (abarcando desde 3 hasta 400
nucleotidos). Esto provoca la activacion del receptor tirosina cinasa que puede inducir la
dimerizacion y el aumento de transduccion de sefiales por varias vias como STAT5, JAK2
y MAPK. Esto a su vez conlleva a la proliferacion celular y a evitar la apoptosis®’. Los
pacientes no se benefician de dosis altas de antraciclina, pero pueden beneficiarse de
procesos mas complicados como un transplante hematopoyético alogénico. Las mutaciones
FLT3 ITD se relacionan con la variante microgranular LMA M3v y con hiperleucocitosis’.

También se han descrito mutaciones puntuales en esta region**.
Mutaciones en FLT3 D835X

Estas mutaciones de tipo puntual también son conocidas como FLT3 TKD (en el dominio
de la tirosincinasa). Generalmente ocurren en el exon 20, en el residuo de aspartato 835,
con una prevalencia del 5 al 7% en pacientes adultos con AML. No necesariamente tiene un
prondstico adverso, puesto que sigue en estudio. En algunas ocasiones se ha dicho que un
nivel alto de estas mutaciones lleva a una menor supervivencia libre de enfermedad (similar

a lo que ocurre con FLT3 ITD), pero hacen falta estudios™.
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Otras interacciones del gen CEBPA

Aparte de las interacciones previamente mencionadas, las mutaciones en el gen CEBPA
estan relacionadas con otros genes. Los pacientes con mutaciones CEBPA presentan una
expresion aumentada de genes involucrados en la diferenciacion eritroide incluyendo
GATAL, FOG1, EPOR, KLF1, GFI1B, genes de proteinas de membrana eritrocitaria y
cadenas de hemoglobina. Y por el contrario, dicho gen disminuye la expresion de otros
genes involucrados en la diferencion mieloide como RUNX1 y PU.1. También se ha
observado un aumento en expresion del microRNA, especificamente de la familia de miR-

181, involucrada en diferenciacion eritroide y linfoide.

Algunas otras interacciones de este gen incluyen la sumoilacion (modificacion
bioguimica analoga a la ubiquitinacién involucrada en la transcripcion, proliferacion,
reparacion del DNA, degradacion de proteinas y localizacion nuclear) en la lisina 161 a
través de la enzima activada Ubc9, que lleva a la degradacion proteosomal de la proteina
CEBPA (Figura 2). También la activacion de TRIB2 (homdlogo a las proteinas cinasas;
modulan la actividad de vias de sefializacion) altera el cociente de p30/p42 a favor de la
forma oncogeénica de p30 kDa. TRIB2 bloquea la proteina salvaje de 42 kDa a través de
interaccion fisica, resultando también en la degradacion proteosomal de CEBPA*. La
fosforilacion de CEBPA en la serina 21 es mediada por ERK 1y 2. Dicha accién induce un
cambio conformacional en la proteina de tal manera que los dominios de transactivacion en
dos moléculas de CEBPA en un dimero se distancian. FLT3 bloquea dicha fosforilacion
afectando la habilidad para inducir la diferenciacién mieloide. La calcireticulina y el factor
c-Jun bloquean la traduccién de CEBPA y suprimen sus funciones, respectivamente®.
Ademéas CEBPA puede unirse al promotor y modular la expresion del gen codificante para
la leptina, proteina que juega un papel importante en la homeostasis del peso corporal.
CEBPA también puede interactuar con CDK2 and CDK4, cinasas dependientes de ciclinas,
deteniendo su actividad cinasa y la proliferacién celular®®. Finalmente, se ha reportado
hipermetilacion del promotor CEBPA (aun sin presentar mutaciones) promoviendo las

leucemias con mezcla de inmunotipo mieloide y linfoide™.



Utilidad de la deteccion de mutaciones como valor prondstico

La utilidad de la deteccion de mutaciones radica principalmente en el conocimiento de la
estrategia terapéutica a seguir. A partir de ciertos estudios y de la corroboracion del
diagnostico de LMA, se pueden hacer una serie de analisis que orientaran al médico sobre
cual es el mejor tratamiento para el paciente. En la Figura 7 se observa un algoritmo de
tratamiento o bien una propuesta de estudio diagndstico y terapéutico en la LMA ajustado a

los factores pronosticos, citogenéticos y moleculares, tal y como propone Brunet et al,

2008
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Figura 7. Propuesta de estudio diagnostico y terapéutico en la LMA ajustado
a los factores prondsticos, citogenéticos y moleculares®. *TPH: Trasplante de

Precursores Hematopoyéticos. *RC: recaida. *LPA: Leucemia Promielocitica

Aguda; SG: Sobrevida Global; SLE: Sobrevida Libre de Enfermedad.
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Debido a que los porcentajes de remision completa ain son bajos para los pacientes
con LMA (50 a 70% como se mencion0 en el marco tedrico), es necesario entender la
importancia de estratificar a los pacientes por factores de riesgo y asi definir el tratamiento
y pronostico ya que de esto dependera la vida del paciente. Al conocer los genes que estan
afectados en la leucemogeénesis, se puede predecir como va a evolucionar la enfermedad y
hasta se puede especular sobre como prevenirla.

Las mutaciones en el gen CEBPA como marcador molecular asociadas a un
pronostico favorable son de gran importancia, puesto que dan la pauta para el tratamiento a
seguir en las LMA de gran heterogeneidad. EI que sea de buen prondéstico, indica que
probablemente el paciente consiga una remision completa con quimioterapia y/o que seréa
un buen blanco para el desarrollo de otros tratamientos. El que una leucemia sea tratable
con quimioterapia ahorra al paciente la dificil y costosa decision de someterse a un
trasplante de médula dsea (es decir, TCH: transplante de células hematopoyéticas), que se
reserva para pacientes con pronostico desfavorable. En este ultimo procedimiento, si el
trasplante es alogénico, el paciente podria rechazar el injerto, y si se trata de un
autotrasplante, puede que éste no sea tan eficiente?. Siendo asi, debe ser incorporado en los
esquemas de clasificacion prondstica y diagnostica actuales para ofrecer al paciente un

mejor tratamiento y con ello, una mejor calidad de vida y supervivencia.



