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RESUMEN

Introduccion: El estudio de la patogenia molecular de la leucemia promielocitica revoluciond
las bases de la medicina personalizada al identificar la oncoproteina PML/RARa como diana de
terapias dirigidas al mecanismo oncogenético fundador de la enfermedad. Sin embargo, en las
ultimas décadas, se realizaron otros descubrimientos que aportan mayor informacion acerca de
su biogénesis y desarrollo y el impacto potencial de los mismos en la implementacion de técnicas
de diagndstico y herramientas prondsticas como expresion del rapido perfeccionamiento de la
medicina traslacional.

Objetivo: Exponer los principales descubrimientos en los mecanismos oncogenéticos y
moleculares de actualidad en la leucemia promielocitica.

Métodos: Se realiz6 una busqueda exhaustiva en bases de datos como Scielo, Pubmed,
ScienceDirect, Redalyc, Google académico. Se utilizaron como referencias los articulos
actualizados publicados en los ultimos 5 afios en idioma inglés y espafiol. Se efectud un analisis
y resumen de la bibliografia y se tomaron los aspectos méas importantes referidos al tema.
Anélisis y sintesis de la informacién: Se abordaron los principales aportes de la biologia
molecular al conocimiento del origen de ésta enfermedad, més alla del enfoque clasico basado

en el gen PML/RARa, asi como sus variantes y otros aspectos de interés en su monitorizacion.
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Conclusiones: Las caracteristicas genéticas de esta enfermedad evidencian un paisaje
mutacional diferente al de otras neoplasias mieloides malignas y sefialan con especial énfasis la
importancia de la integracion clinico-bioldgica para facilitar, perfeccionar y desarrollar el
proceso de atencion integral a los pacientes con hemopatias malignas.

Palabras clave: leucemia promielocitica; biologia molecular; genética.

ABSTRACT

Introduction: The study of the molecular pathogenesis of promyelocytic leukemia
revolutionized the foundations of personalized medicine by identifying the
PML/RARaoncoprotein as a target for therapies directed at the founding oncogenetic mechanism
of the disease. However, in recent decades, other discoveries that provide more information about
their biogenesis and development, and their potential impact on the implementation of diagnostic
techniques and prognostic tools as an expression of the rapid improvement of translational
medicine.

Objective: To expose the main discoveries in the current oncogenetic and molecular mechanisms
in promyelocytic leukemia.

Methods: An exhaustive search was carried out in databases such as Scielo, Pubmed,
ScienceDirect, Redalyc, Google Scholar, and updated articles published in the last 5 years in
English and Spanish were used as references. An analysis and summary of the bibliography was
carried out and the most important aspects related to the subject were taken.

Analysis and synthesis of information: the main contributions of molecular biology to the
knowledge of the origin of this entity were addressed, beyond the classical approach based on
the PML/RARa gene, as well as its variants and other aspects of interest in the monitoring of the
illness.

Conclusions: The genetic characteristics of this disease show a mutational landscape different
from that of other malignant myeloid neoplasms and point out with special emphasis the
importance of clinical-biological integration to facilitate, improve and develop the
comprehensive care process for patients with malignant blood diseases.
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Introduccion

La leucemia es la expresion fenotipica de la trasformacion neoplasica celular de células
sanguineas normales o sus precursores, mediante un proceso de acumulacion de mutaciones
sucesivas en los genes que dirigen y regulan las funciones celulares bésicas: reproduccion,
diferenciacion, supervivencia y muerte celular. Estas mutaciones ocasionan un defecto de
maduracion, una proliferacion aumentada y un exceso de supervivencia que produce el acimulo
de células indiferenciadas y longevas en la médula 6sea y en la sangre, con obliteracion de la
hematopoyesis normal.

En el caso de la leucemia promielocitica (LPM) se ha identificado su alteracion citogenética
caracteristica en el 95 — 98 % de casos: lat (15; 17) (q22; g12). La translocacion fusiona el gen
PML, localizado en el brazo largo del cromosoma 15, con el gen RARa, situado en el brazo largo
del cromosoma 17, lo cual da origen a la enfermedad, fundamentalmente por un bloqueo en la
maduracion. )

El estudio de la patogenia molecular de la LPM revolucioné las bases de la medicina
personalizada al identificar la oncoproteina PML/RARa como diana de terapias dirigidas al
mecanismo oncogenético fundador de la enfermedad.®

Sin embargo, en las ultimas décadas, se realizaron otros descubrimientos que aportan mayor
informacion acerca de la biogénesis y desarrollo de la LPM, y el impacto potencial de los mismos
en el desarrollo de técnicas de diagndstico y herramientas prondsticas como expresion del rapido
perfeccionamiento de la medicina traslacional.®

En este articulo se exponen los principales aportes de la biologia molecular al conocimiento del
origen de la LPM, mas alla del enfoque clasico basado en el gen PML/RARa, asi como sus
variantes y otros aspectos de interés en el monitoreo de la enfermedad que la convierten en uno

de los modelos mas relevantes de la medicina de precision.

Métodos

Se realiz6 una busqueda exhaustiva en bases de datos como Scielo, Pubmed, ScienceDirect,
Redalyc, Google académico. Se utilizaron como referencias los articulos actualizados publicados
en los Gltimos 5 afios en idioma inglés y espafiol. Se utilizaron como términos de busqueda las
palabras: leucemia promielocitica, biologia molecular, genética. Se efectu6 un analisis y resumen

de la bibliografia y se tomaron los aspectos mas importantes referidos al tema.
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Andlisis y sintesis de la informacién

Bases moleculares de la leucemia promielocitica
La formacion del gen de fusion PML/RARa, es el evento mas critico en la fisiopatogenia de la
LPM vy es el responsable de la transformacion celular maligna.
El gen PML se localiza en la banda cromosomica 15q24 y contiene 9 exones a partir de los cuales
se producen varios transcritos alternativos.®® Todas estas isoformas comparten el mismo tipo de
region N-terminal, que dan lugar al dominio RBCC/TRIM (caja B del anillo proteico en espiral/
motivo tripartito) codificado por los exones 1y 3, pero difieren en las regiones centrales o C-
terminales en los exones 4, 5 y 6 debido al empalme alternativo.
La isoforma mas larga (PML 1), se distribuye tanto en el nucleo como en el citoplasma y es la
Unica de todas que contiene el dominio para la sefial de exportacion nuclear (NES, siglas en
inglés). Al producirse la mutacion, PML coopera en la desregulacion de la supresion tumoral y
en la inestabilidad gendmica a partir de interacciones constitutivas o transitorias con mas de 170
proteinas. La mayor parte de estas interacciones se median a partir del dominio RBCC, que
conduce a la multimerizacion y organizacion subnuclear de PML (definido como cuerpos
nucleares) o por otros dominios especificos. Por tanto, a partir de la creacion de diferentes
superficies de union, PML participa en diferentes vias de sefializacion que incluyen la apoptosis
y senescencia dependiente e independiente de p53, la autorrenovacion celular, la regulacion
epigenética y la transcripcion.?®
Por otra parte, RARa se localiza en la banda cromosomica 17g21, y comprende 10 exones que
codifican 2 isoformas que difieren entre si en el dominio 1 de activacién funcional. La proteina
RARa es miembro de la superfamilia de receptores nucleares con gran homologia con los
receptores RARP y RARY, y constituye un factor de transcripcion nuclear activado por retinoides,
que actia como agente activador de la diferenciacion mieloide.
En presencia de sus ligandos, RARa forma heterodimeros con el receptor X de los retinoides
(RXR) que representa un cofactor de union a elementos de respuesta al acido transretinoico
(ATRA) (RARE, por sus siglas en inglés). En ausencia de estos ligandos, los dimeros
RARA/RXR interaccionan con co-represores nucleares, dentro de los que se encuentra el
receptor co-represor nuclear (N-COR, por sus siglas en inglés). EI complejo proteico formado
coopera con diferentes proteinas que participan en la regulacién transcripcional y la deacetilacion
de histonas lo cual resulta en el ensamble nucleosémico y represion transcripcional.®
El PML/RARGa altera la estructura nuclear, dando lugar a la disrupcion de los cuerpos nucleares

y su actividad oncogénica la ejerce a partir de sus efectos duales de dominancia negativa y
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ganancia de funcién a partir de su capacidad de interaccion multiproteica, que da lugar por una
parte a la represion transcripcional de la diferenciacion mieloide con insensibilidad a los niveles
fisiologicos de ATRA 'y por la otra confiere una ventaja proliferativa a las células leucémicas que
resulta en la progresiva acumulacion de promielocitos patoldgicos.(®

Ademas, el proceso de sintesis transcripcional varia, y se producen transcritos de fusion
patolégicos a partir de los puntos de rotura cromosoémica al producirse la t (15;17). Estos
comprenden 3 grupos o clusters en 3 regiones genomicas del gen PML.: en el intrén 6 (entre los
exones 6y 7), en el exdn 6, y en el intron 3 (entre exones 3y 4), conocidas como bcrl, ber2 y
bcr3 respectivamente. Sin embargo, solo se ha identificado 1 punto de rotura en el intrén 2 en el
gen RARa. Al revisar la literatura publicada, se plantea que en dependencia del punto de rotura
como resultado del proceso de empalme, se generan 3 transcritos de fusion diferentes del gen
PML/RARGa, incluidas la isoforma larga o berl (frecuencia de 58-75 %), la isoforma variable o
bcr2 (frecuencia 5-10 %), y la isoforma corta o bcr3 (frecuencia 15-33 %). Varios autores
agrupan los transcritos bcrl/2 en una misma categoria debido a su similar longitud, estructura 'y

peso molecular, con un incremento de su frecuencia relativa al combinarlos.®10)

Isoformas atipicas de PML/RARa

Ademas de las isoformas tipicas de PML/RARa, casos esporadicos de pacientes con LPM t (15;
17) positivos con puntos de ruptura atipicos, que resultan en raras transcripciones de fusion, se
han descrito. A pesar de que el significado biolégico de muchas de estas variantes todavia se
debate, el analisis de su secuencia es fundamental para comprender los mecanismos moleculares
causales y la monitorizacion de la Enfermedad Residual minima (ERM).1%

Los puntos atipicos en el transcrito bcr2, tambien definido como formas V, son las variantes mas
frecuentes. También se han detectado casos atipicos de bcrl con puntos de corte localizados
corriente abajo del intrén 6 de PML. Ademas, eliminaciones parciales del exéon 3 de RARa
también se han observado tanto en las transcripciones de bcrl atipicas como en las de ber3. Estas
isoformas raras de bcr3 se originan a partir de puntos de corte ubicados debajo del exon 4 de
PML, que es luego comunmente involucrado en el empalme con el exon 3 de RARa. En este
caso, como para bcr2 y variantes de bcrl, las inserciones de secuencias de Acido
desoxirribonucleico (ADN) gendémico también pueden ocurrir en la unién entre PML y genes
RARo.Y
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Variantes moleculares
En aproximadamente del 1 % al 2 % de los pacientes con LPM, nuevas translocaciones distintas
de t (15;17) se han identificado a niveles citogenéticos o0 moleculares. Hasta la fecha mas de 30
variantes de fusion molecular se han descrito, todas ellas relacionadas con el gen RARa. La
variante molecular de LPM mas frecuente es la PLZF/ RARaq, la cual se detecto en al menos 30
pacientes. Aunque la deteccidn de estas variantes moleculares puede escapar del diagnostico
molecular estandar, su caracterizacion es fundamental para el adecuado manejo y tratamiento de

los pacientes, ya que se ha informado una sensibilidad variable al tratamiento.®?

Eventos moleculares adicionales

Aunque el reordenamiento de PML/RARa es el sello citogenético de la LPM, los estudios in
vitro realizados en ratones transgénicos apoyan la hipotesis de que los eventos genéticos
secundarios cooperantes acumulados a lo largo del tiempo son esenciales para desencadenar
finalmente todo el fenotipo leucémico. Se han asociado un gran nimero de alteraciones
gendmicas en la LPM, pero solo algunas de ellas ocurren de forma recurrente. Esto se vincula
con la morfologia peculiar y las caracteristicas clinicas distintivas. Casi la mitad de los pacientes
con LPM pediétricos y adultos albergan méas alteraciones cromosdmicas adicionales (ACA)
ademas de lat (15; 17) identificada por la citogenética convencional. Como en otros subtipos de
LMA la delecion 7q y la trisomia 8 son las alteraciones mas prevalentes. La ganancia de material
adicional por el cromosoma 8 conduce a la desregulacién de MY C (protooncogen homélogo al
virus de la mielocitomatosis, por sus siglas inglés) en células LPM que pueden actuar en
cooperacion con el gen de fusion PML/RARa. Con la probable excepcion de cariotipos
complejos con tres 0 mas ACA, se acepta que los ACA no afectan el pronostico de los pacientes
con LPM.G10)

Ademas, los estudios llevados a cabo por herramientas de matriz de polimorfismos de un solo
nucleétido han demostrado que las variaciones cripticas (es decir, submicroscépicas)
citogenéticas no recurrentes adquiridas son relativamente frecuentes y repercuten negativamente
en el resultado de los pacientes con LPM. También se ha reportado que las alteraciones en la via
SUMO (modificador pequefio relacionado con la ubiquitina) y en la autofagia celular contribuyen

al proceso leucemogénico y en la cooperacion para la supervivencia del clon tumoral. (314
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Mutaciones genéticas en el momento del diagnostico, la recaida y la

resistencia
Las caracteristicas genéticas de LPM se han analizado mediante enfoques de secuenciacion de
préxima generacion (NGS), mostrando un paisaje mutacional diferente al de otras neoplasias
mieloides malignas.
Este perfil molecular esta definido por alteraciones recurrentes en genes asociados con vias de
sefializacion, supresion tumoral, organizacion de la cromatina, oncogenes y mutaciones mas raras
en otras vias de LMA, incluida mutaciones de NMP1 (gen de la nucleofosmina 1), metilacién
del ADN o regulacion epigenética. Aunque las mutaciones en genes modificadores epigenéticos
como DNMT3A, TET2, IDH1, IDH2 y ASXL1 representan en conjunto menos del 6 % de los
casos de LPM, estos se han asociado con un mal pronostico con respecto a la supervivencia
global y la supervivencia libre de enfermedad. 36910
Las mutaciones en el gen FLT3 son los eventos concurrentes mas frecuentes a PML/RARa. tanto
en LPM pediatrica como adulta, representando hasta el 40 % de los casos, principalmente
asociados con recuentos elevados de globulos blancos. Sin embargo, la implicacion pronostica
de estas mutaciones sigue siendo controvertida.*®
En el momento del diagndstico, alrededor del 70 % de los pacientes con LPM tienen una media
de 0,96 mutaciones somaticas (rango 0-2) ademas de la transposicion de PML/RARa. Sin
embargo, este promedio es mayor en recaida, con una media de tres mutaciones somaticas
adicionales (rango 0-61), en su mayoria adquiridas a través del curso de la enfermedad. Estas
mutaciones rara vez se encuentran en la LPM recién diagnosticada, lo que sugiere su posible
papel como marcadores predictores de recaida. Mas recientemente, se han detectado mutaciones
puntuales en el gen de fusion PML/RARa descrito hasta en el 30 % de los casos en recaida. Estos
estudios sugirieron que las mutaciones ocurridas en los dos restos del PML/RARa podria
contribuir al 10-15 % de los pacientes que recaen o los que finalmente se resisten al tratamiento
mediante terapia dirigida con ATRA y trioxido de arsénico (TOA).3)

Enfoques moleculares para estudiar la enfermedad minima residual
Aunque aproximadamente el 90 % de los pacientes con LPM recién diagnosticados logran una
remision a largo plazo con terapia dirigida, una proporcion considerable de esos pacientes recaen
sin evidencia de parametros clinicos predictivos. La deteccion rapida de PML/RARa en la fase
posterior a la consolidacién mediante técnicas modernas basadas en la reaccion en cadena de la
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polimerasa (PCR) podria mejorar el resultado predictivo mediante la evaluacion rapida y precisa
de la respuesta al tratamiento.

Varios estudios retrospectivos han sefialado que la recaida molecular es un factor prondstico
independiente que precede a la reaparicion de los blastos. Estudios sucesivos establecieron que
ensayos de PCR longitudinal negativos realizados en la médula 6sea despuées de completar la
terapia estan fuertemente relacionados con remision a largo plazo.*®

Ademas, dadas las bajas tasas de recaida observadas en pacientes que presentan riesgo bajo e
intermedio de enfermedad, el analisis de la EMR en estos pacientes debe realizarse hasta que el
paciente alcanza la negativizacion del gen y luego debe interrumpirse. Solo los pacientes con
LPM de alto riesgo deben continuar con la monitorizacion secuencial de la EMR después de

completar la terapia, durante al menos 2 afios.®"
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