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INTRODUCCION

El desarrolle de nuevas Lratamientos altamente
eficaces gue presentan menores ofectos secundarios
para ¢l padente plantea un quitbre respecto a la te-
rapéutica oncolagica tradicional. Por un lado. ofrecen
una mayor expectativa de supervivenca ¥ una me-
jor calidad de vida; por el otre, aleanzan a un mayor
numerg dz enfarmos.

5i bien estas lerapias signilican un verdadero
avance de lz ciencia en el arte de curar, las investi-
gaciones respecto 4 o8 mécanismos intrinsecos que
explican su real efectividad no han sido adn tan con-
tundentes ¥ muestran una vérdadera brecha de co-
nocimientes. En el escenario actual, este punto plan-
tea grandes controversias, funconando como un gran
estimulo parz muchas investigadones que se realizan
achualmente ¥ que posibilitan vislumbrar ya prome-
tedores resultados.

El presente trabajo analizard, en este sentido, una
forma nueva de tralamiento oncoldgico. la terapia
cpigenétics, que reestablece quimicamente L2 expre-
sinn génica ¥ permite recupérar funciones celulares
perdidas.

Los cambios epigenéticos son modificaciones po-
tencialmente reversibles de la expresion del ADN,
pucden ser transmitidos desde una ¢élula a su pro-
genie ¥ suceden sin que 1a secuencia ni la estructura
de I doble cadena helicoidal ¢ viea alterada’. Cuan-
do un gen se hipermetila, éste no se expresa v su
funcion no =¢ lleva a cabo. En loz Sindromes Mie-
lodisplisices (SMD), por ejemplo, es frecuents encon-
trar hipermetilado al gen pl5 que codifica una pro-
teina reguladora del ciclo celular y asociado 2 una
probable progresion a Leucemia Mieloide Aguda
(LMAR.

Estudios de fase 1, Il y Il demostracon que los
apentes hipometilantes (DNMTi), como azacitidina
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{5-Azz) o decitabina (32-DAC), han logrado resul-
tzdos favorables para un grupo de pacienles con
ShiDrs=,

A los fines expositivos este articulo desarrollard
en el punta | los conceptos generales ¥ ¢l rol de [a
metilacidn on los seres vivos, mencionando los dis-
tintos tipos de metiltransferasas y explicando el
funcionamineto del aparato transcripcional; en el
punto 2 se sefialardn los cambios importantes en los
niveles de metilacidn en células cancerosas; en el
punto 3 se presentardn las distintas caracteristicas de
las drogas lipometilantes, resaltando su metabolis-
mo v modo de accién: en ¢l punto 4 se describiran
los métodos de estudio de la metilacion del ADN; en
¢l punto 3 se desarrollarin los conceplos generales de
hipometilacidn ¥ las contraversias histdricas; final-
mente en ¢l punto 6 se hard un andlisis de los distin-
tos ensayos clinicos que antecedicron a o actual te-
rpi2 epigendlica.

1. METILACION DEL ADN: GENERALIDADES

L2 metilacidn @3 una reaccion quimica en donde
un metilo (CH3-) s¢ adiciona a una molécula. Segin
el fipa de molécula puede o no tener connofaciones
funcionales diferentes. Si se trata de la molécula del
ADN, podria acurrir un cambio epigenédlico, esto se
lograria propiciando la estructura =cerradaw de la
cromatina ¢ impidiendo la unidn de factores de trans-
cripgidn.

Este proceso ocurre en todos los seres vivos (va
saa procariotas © cucanolas). kEn los organismos m-
feriores (como la drosofila, hongos, etc) esta reacdion
quimica suel¢ ser pobre o casi nula.

Lz metilacidn del ADN es llevada a cabo por L2
ADN Metiliransferasa (DNMT). que cataliza la adi-
cron govalente de un grupoe meblo a la posicidn 37 de



citosing del dinucledtidn Cpl {frecuente en dreas
toras del gen). Dicho metilo praviene de un
anante habitual que s la S-adennsilmetionina.® Una
ez metilado el ADN, éste es manlenido en eslas
condiciones por Lo aceidn de las DNMTs, que reco-
nocen zonas promotoras del ADN reclentemente sin-
etizado, permitiendo que los cambing opigendticos
wedan pasar a las células hijas, va sea somilicas
[mitosis) 0 gametas (meinsis),

Existen zonas muy exlensas del genoma que al
estar metiladas son lranscripcionalmente inerles. 5i
fallara esle mecanismo de silenciamiento, elemenlos
repefidos de distinta longitud, secuencias virales in-
sertadas v Iransposones (segmentas del ADN con
capacidad de migrar denliro del genoma) dafarian a
12 oflula.

Entee olras lunciones, la metilacion bendria un rol
importante en el Inprinting (patnén de metilacién que
proviene del progenitor maternn o paterno), en [a
inactivacidn del cromosoma X en mujeres [Ivoni-
zacion), en la modulacidn de la estructura de la
cromatina y en ln supresion de elementos lransferi-
Bles (iransposones),™ ¥

Existen 3 proteinas activas dilerentes, DNMTL,
DNMT3A ¥ 1o DMNMT3E que han demostrado tenee
actividad catalitica en células de mamiferos.™ ™ La
variante DNMTIL e ofeo lipe de enzima de la mis:
ma familia sin aclividad similas, pero que ha demos-
trado ser estimuladora de la actividad calalitica d=
lIa DINMT3A ¥ DNMT3I,

Kecientes estudios sugleron que ol status de
metilacidn del ADN estd determinado y sostenido
por un mecanismo complejo en dande las DNMTs
inferacliian entie 51 v #5148 & Su vez con otras cnzimas
como las Histonas Deacetlilasas (HDACs) 1180

La DWMTI e Ia mds abundante, se la denomina
DNMT «de Mantenimientos. Cumple fundones cn Ja
division celular, en la reparaciin del ADN v tambicn
s imporlante en la embriogénesis. Las DNMT 3A v
3B son principalmente responsables de la melilacidn
durante [a embriogénesis y se las denomina DNMT
wde noADs,

La DNMTI o5 1a principal enzima en e cineer
Aparentemente, tanto las DNMTIL, 3A v 38 son su-
plementarias, cuande falla una, la olra la pucde re-
emplazar funcionalmente. Las DNMT 2 v 3L no son
funciomniles,

El mecanisma involucrade en la metilacion de
regiones promoloras consiste en

&l Aclivacion de puentes de union entre probeinas
portadoras de metilo (MBPs, Methyl binding pro-
feing, ¢f, MeCP2) v ol ADRN; aproximacion de HDACs
¢ histonas y, en consecuencla, modificacién de la es-
tructura de la eramating hacia una forma condensa-
da. Bl sempaquetamientor de la eromatina previene

AAMIENTO HIPOMETILANTE DE 108 SINDROMES MIELOINSPLASICOS. 17

que la ARM polimerasa fenga acceso a la region
promotera del gen, logrando el silenciamiento del
elsmo.t* 1

b} Desacetilacidn de 1as histonas que disparacia
aun mis metilaclan a través de un feedliack positiva,
reforzando el silenciamivnto génico. Como conse-
cucncia, ¢l silenciamiento a braves de la metilacién y
roforzado por la desacelilacidn es esencialmente es-
table una vez constituido y sblo puede ser reajusla-
dn {wreseteados} ¢n Ja embriogénesis temprana.'*

La cromalina (ADN} junto con un grupo de his-
tonas constiluyen los nucleodnmas, Eslin separados
v distribuidos de lal manera que permiten el ingre-
so de proleinas que favorezcan la transcnipaidn, como
sar HAT (hisronas-acetil transferaga), CA (profeinas
coactivadoras), y FT (factor transcripcional). Las
DMNMTs v las MUIs facilitan a las HDAC a encontrar
los sitios gue deben ser silenciados

Vale resalfar que fa metilaciin e of mecinisimo mds
imparimebe del silenchumisnto, ruenleas gue he desace-
tilmcidn, e complimumto, (Figura 1)

2. CANCER Y METILACION DEL ADN

En &l penoma tumoral o babitual eacontrar un
patrom abermante de melilacidn, La melilacion global
suele cslar disminuida v en algunas regiones,
hiparmetilada.™?

Diferentes enfermadades malignas tienen genes
hipermelilados; por cjemplo, la metilacien del gen
FUT en el retinoblastoma; @] gen VEL en el carcinn-
ma renal; y el gen pl5inkdb én enlermedades hema-
toldgicas. Qleos genes involucrados pucilen sere: 1i-
cadering, MGMT, plaink4a v ¢l ER =

Como dijimos, cada fipo de cincer tiene un patrin
aberrante de metilacion. Con las nuevas becnicas de
estudio -coma les micromalices- eslus pationss cons-
titoyen entidades patolégicas bien definidas denoms-
nadas ~Fenotipas de metilacidn de las Jslas CpGe
{CpG Islawd meethylaiion plenatupe or CIMP).

En LMC y LLA la metilacién del ADN aumenta a
medida que la enfermedad avanza, asociandose ge-
neralmente a un mal prondslice.’ =¥

A continuacion (Cuadro 1), 3¢ mencionan algunis
rutas metabdlicas (pathways) afectadas por la hi-
permetilacidén del promaotor en ¢inces:

Varivs estudios han deleclado altos niveles de
DNMTs en eflulas canceclgenas, ' algunos han
deseelte que altes niveles de expresidn gendtica de
DINMT 3A y 31 se asocian a un mal prondstico en
Lhia™

La expresion de DNMTy esta repulada par ol es-
lado de crocimiento de las células; por ejemplo, agque-
llas com rdpida divisién sen las que lienen mayor
expresidn de DINMT.



I3

HEMATOLOGIA # Vol 13- 3 1, 2000

'l = i O e H-‘-'i_"_:.u:“},
MEEs S i —— MOFS
b i
S .| B REE LR ) oo o . =
,r__—! [T T YT i ||.|_I:|*—%
WO = et ettt
s G 1 L ol
— .-'--.-
Py R rﬂ__} TR
e .-';'—
&
MHEE ’_Er:_h'\{:,::“"m-l_x_:]:-"_"x
HOAC
e — ‘_'_l,-"""-\-_ B —= =T e -
i 7= R 0 01 1 | A i
—— e LJ“—_'.______ s L~ B
Choac T TheagTT LR HORC DriTnoas T rmel
Pl i g e iy
T HAT T TF 1

Tigh Li- Mecamirme de srmcdamienty o a0finaciin de genes o céfalos mormales i lemorales,

Activacidn de gemes CA eafivedor], HAT (Hislong Acetil Tromsfozaal, inuclestids Cp0 me
wefilndo. Silenciimmioztn Zr geness CR fep ropresark, DNMT TADN Metdl Transferasal, 1i0AC
fliiadonn Desceliless), MEBPe (piadeinas fiinidorn e flelilo, gf. MCE2) w dirucldtidns Cpd

mepbilada, Flp, bsads en NIIM 2005432020254 (16

CUADRD T
| Rluras Membolices G
11.- Costral Jel ciele ssisle Rblrljﬁl pls, ple, g7
| 2.- | Feparacain de] ADN ML, G PG M, LS T-FE. BRLA-1
T Apupoals LA Ko, caspasy £ THE-1
T2 | Ry Y I TR, AR, S0CS1 JACE-STATE
IL |:|‘-'I!iun'-‘-l_:_t!ﬂi!-|-'l"-ii E-ealericn. DHL. APC DRG] TIME, THUSI

En un estudi, la sebreexpresidn de DNMT1 v 3b
se asocid con hipermetilacidn del pl13inkdb en indi-
viduos con LMA™, Similarcs resultados se encontra-
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Sin embargo, los altos niveles de expresidn de
DNMT1 enlos SMD no pudicron ser explicados sila
por presentar plainkdb hipeemetilado™ va que tams
bién se requeriria la hipermetilacion de otros genes

A DROGAS INHIBIDORAS DE LA ADN
METILTRANSFERASA

Estudios preclinicos sugireron que los andlogos
de la citosina, como la - AZA o la 32-DAC {ligura
2}, pocdrian inhibir la DAMT, revertir la mefilacién ¢
inducir diferenciacién v apoptesis de eflulas cance-
rigenas.

Comparados con la citosina, ambos inhibidores
fenen un nitrdgeno en la posicidn 37 v es alli, en di-
cha posicidin, donde ¢ deberia unir un metilo (figu-
a 3).

Dentro del compartimiento intracelular, la deci-
tabina es fosforilada por la deoxicitidina guinasa ¥

Tig. 2.- Fasads me= D:*.Fﬂ;rﬂr rAWE] 71, S4ES-5u5

su ltimo producio es la decitabina trifosfato que es
incorporada al ADN (figura 4).

La incorporacidn de altas concentraciones de
decitabinz trifosfato 2l ADN puede inhibir |z sinte-
sis del mismo e inducir warresta del ciclo celular=
{romu oourre con los tratamientos citotdaxices) (figu-
ra 3)5e#

Por ofro lado, las bajas concentraciones de de-
citabina s¢ incorporan directamente al ADN y ocupan
¢] lugar de la citosina. El hipometilante se une co-
valenlemente a Ia DNMT pero al ser portador de un
nitrogene en la posicion 3' no podré incorporar el
matile 2 12 moléoula v se verd lnvolucrada en un pro-
cest denominado «capturas de la DNMT o Trapping,
que finalizara con su degradacion (figura 5).%
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La replicacion del ADN en auscncia de DNMTs
es inviable, conduce a la hipometilacidn global v/o
de un gen especifico.

La Azacitidina (5-Aza) es un andlogo de la citi-
dina, se diferencia de ésta por presentar una mod:fi-
cacién (una molécula de nitrdgeno en lugar de car-
bono) en la posicidn 5 del anillo nucleotidico. Se
fosforila intraoclularmente v activada por la uridina-
cilosina quinzsa s¢ incorpora principalmente 2l ARN.
D: esta manerz, inhibe ¢l proceso ribosomal del ARN,
desarticula poliribosomas ¢ induce una marcada in-
hibicion de la sinfssis proteica (raduccién).® La 5-
Aza es reducida par la ribonucledido reducasa a
Decitabina Difosfato, luego a trifoslato para, final-
mente, incorporarss al ADN®

Ambos hipometilantes se inactivan por deamina-
cion a través de la deaminasa citidina®. La cilosina
metilada sufre habitualmente vna deaminacion espen-
tinea a Bmiding =menos frecuentements a uragilo-, de
esta manera, pueden formarse uniones C - T que, si
no son reparadas a Hempo, serian muagsinicas.

Como se explicd anteriormente, Ia ausencia de
DNMT es inviable. Cuanto menor sea la expresidn de
DNMTI en la célula —como sucede en las células con
baje tasze de duplicacion (habiluzl en los SMD de bajo
riesgo)-, mayor serd la citotoxicidad ¥ Jos eventos
adversos esperados al recibir hipometilantes. Bn los
SMD de allo riesgo la tasa de replicacian celular es
mis alta v, por ende, los niveles de DNMTs tambidn
estarin aumentados.
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Por otra parte, la pérdida de la metilacidn puede
ser tumorogénica por debilitar reglones estruciurales
del genoma de células somdtcas. Un cjemplo seria
lz perdida del imprining del gen [GF2 (Insulis-like
gromih factor-2) de células somadlicas o el «Sindrome
de inestabilidad centroméricas por mutacion de la
DNMT3B, que 5e vincula a canceres denominados
scongenitosn,

Es importante resaltar la diferencia existente en-
tre una mefacidn y un cambio epigenéticn, la prime-
& es und fitlle irreversible, mienleas que el szgundo,
puede ser revertido.

Al comieneo de los 70, Knudson propuso como
hipdtesis que ¢l cincer seria el resultado de mutacio-
nes acumulativas del ADM de una célula. Estudian-
do el Retinoblastoma, demaostrd que se necesaiaban
dos eventos (fwo Jifs) para que se pierda la actividad
del gen, es decic que s¢ requerici la inactivacion de
ambos alelos pere produdir tumoer.

La primera mutacién podia ser heredada mientras
qu# la segunda, adquirida, o bien ambos cvenios po-
dian ser adquirides somaticamente. Su hipdtesis «del
doble golpes quedd confinnada mas tarde con nuevos
estudios. Se denominz «pérdida de hetero-zignddads
(LOH, Logs of eteromygostiy]) cuando e piende ol segun-
do alelo. Esta peérdida de la funcidn de uno o ambos
alslps puede darse por diversas mecanismos gendticos
como ser delecion, mutacion, elc.

12 METODOS DE ESTUDIO
DE LA METILACION DEL ADN

Hasla los primeros afios de la década del 50, 1a
mayoria de los estudios de metilacion del ADN se
basaban en tdcnicas que wiilizaban enrimas de res-
triccion {endonucleasas), seguidas por el Southem
Blolfing o «Ieaccion en cadena de la Polimerasas
(PCR).* Esta dltima Weenica combina 2 accidn de
enzimas de restriccion seguida de amplificacién, y

requiere de alla pureza celular para eliminar errores
de interpretacidn.®

En los dlfimos afios ha surgide una prucka, de-
aorrada Methwletfon Specific PCR (MSF], que permi-
te el andlisis de miltiples dreas metiladas. Esta téc-
nica ha =ido extensamente ulilizada y ha generado
muchz informaciin.

La comprobacidn de que las dreas amplificadas se
encuentran metiladas se puede realizar mediante la
técnica de Bisufite Sequencing, con un alto grado de
concordancia. El principio de la modificacidn de
ADN con la técnica de bisulfito de sodio se basa en
su capacidad de convertir 2 todos los residuos de
citosina (C) no metlados en wracilos (U}, medianfe
deaminacidn, pero cudndo 1a closing estd metilada
es resistente a la reaccidn y permanece comao citosina.

Loz investigadores aprovecharon estas diferencuas
en la PCR para discriminar entre aguellas frecusncias
metiladas ¥ no meliladas.*

A continuacidn, se enumeran diferentes téonicas
parma estudiar Ja metilacidn descriptas on la literatu-
M apspszak

1. La clonacion secucncial con bisulfite (Bisulfe
cloning sequencig ). Es utilizada frecuenlemente como
lécnica standard de metilacign.©

2 La PCR cspecifica para metilacion (Methylainom

. spectfie PCR, MET),

3. La melilacidn por PCR real tine (MSQPCR,
Methyl Lighil). Es un método poderose que peroute
cuantificar el grado de metilacién.*

4. La pirosecuenciacidn de bisulfito {Sisulfito puro-
sequencing). Esta puede adecuadamente cuantificar el
grado de metilacidn de 50 pares de bases.

5. Fl andlisis de restriccidn de bisulfitos combinados
{Combined Bizulfite Restriction gnalyses, COBRA). S

f. La extension del primer del nucledtido-simple
sensible a la metilacion (Meifylafiom sensitive stmgle-
nuiclentids primer extension, M5-SNuPE). Esta e< otra
técmica que cuanlifica la metilacion®
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7. El estudiv de los SNI” (Polimofismo Nucleo-
tidico Simple o Single nuclegtide polimprphism) por
Genotyping arnny,

Con el advenimicnto de estos dlbimos, los SME 58
ha logrado aumentar ¢l poder dé résolucion para
deteclar aberraciones génicas y reconoler repgiones
del ADN que contienen VPR (uriparental disomy:
disomia uniparenlal), ¢s deeir deble dosis de un alelo
de un solo progenitor ¥ ausencia del alele del otro
progenitor que suclen estar prosentos en el ADN
constitucional ¥ que pueden fambien contener mu-
taciones ¥ dominangiss epigencéticas,

El anilisis de los SNFP por Genotyping Arruy per-
mile ademids detectar microdeleciones, no disyun-
ciones mitdticas o aumento de UPD en algunos
CRRMOSD mas.

5. HIPOMETILACION, CONCEPTOS
GENERALES ¥ CONTROVERSIAS

Mieniras que apenas el 1 a 2% del genoma de Jos
eucariotes posee secuencias codificantes (genes) que
s transceiben ¥ se traducen expresanda prateinas, la
gran mayoria del gencma conlorma un grupo de se-
cuencias que no son codificantes y se distribuyen de
manera dispersa y repelitiva «en tandemy ¢ «in-
Tergtnicagy,

Estas secuencias repetidas pueden ser carlas o
largas. Los clementas disparsos cortas, SINEs (stort
imterspersed nuclear elements), lienen menos de 500
pares de bases de longilud v so encuentran hasta
SO0.000 de ellos en ¢l genoma.

Lus 5INEs presentos on la especie humana mejor
caracterizades son un conjunts de secuencias de
nucledtidos muy relacionadas llamadas ~familia
Aluw.

Los elementos LINES, acrénimo del inglés Long
Imlerspersod Nuclear Elemeents (Elementos nucleares
dispersos largos), son atra categoria de ADN mode-
radamente repedido. LINE-1 & L1 ¢s una secuancia de
o kb repetidas 800,000 véces de modo disperso por
todo el genoma. La familia L1 en humanos tene 6400
poares de bases de longitud v 50 estima que hay unos
10.000 en el genoma®

Las Secuencias LINE ¥ los Alu estdn normalmen-
to metiladas v, coma fue expresado anferiormente,
pueden ser cuandificadas por métodoes como la
pirosecuenciacion con bisullito,

Los cambios ocurridos en la metilacion de LINT
podrian reflejar ¢l estada de la metilacién global™,
Yang ¥ col." examinacon los cambios en l2 metilacion
del ADN global y de genes especificos en pacientes
con lencemia luego de recibir decitabina v observa-
rom una cafda lineal de la metilacidn dependiente de
Ia dosis. Describicron que la minima dosis que cone

ducia a la hipometilacién era de 3 mg y la maxima
de 20 mg/m2/d {al 5to dia de tratamiento), No huba
aumento de la hipometilacién cuando la dasis supe-
raba los 20 mg /m2 /d, sugiriendo un eleclo platern a
dosis mis allas.

En un estudie clinico randomizado fase 1T con
hipometilantes se estudiaron log cambios en la
metilacidn global antes ¥ después del tratamiento ™
En cste analisis, o decilabing inducia una significas
teva hipomebilacion de LINE; como en el trabajo an-
terior, la mayer actividad también se alcanzd con
Wimg S m2fd en el esquema de 5 dias.

Al mismo liempo, se observd que ¢l grado de
hipometilacidn de LINE era similar en pacientes con
¥ sin respuesta clinica. Estos hallazgos sugirieron
que la hipomelilacidan de LINE seria un buen manca-
dor del eslado hipometilante pero no de respuests
clinica.

Una explicacion de esta hipdtesis, ¢ que la hipo-
melilacidén silo seria un paso imporlante v quizis
necesario para oblener respueslas clinicas. En asie
esludio se demostsd ademas que la melilacidn glo-
bal se recupera a las 4 semanas despuds de necibir
Decilabina, pero no completamente.

Mas ain, con log sucesives ciclos de teatamiento,
nunca &e logrd una completa hipometilacion [ausen-
cin de melilacion en LIMEs)

En un estudio de [ase I con pacientes portadoms
da LMC resistentes a Imatinik, la metilacion de los
LINE 1 fue evaluada con la téenica de bisulfito-
pircsecuenciacitn antes del tratamiento, en el dia 5,
dia 12 ¥ durante [a recuperacidn #n sangre periferice’
La metilacidn de LINE 1 disminuyd ripidamente
despucs del tratamienle, aleanzando un promedip
del 16% de cambie al dia 12 ¥, recuperindose entre
la 4ta v |2 6ta semana de suspendida la decitabina.
La metilacién de los LINE 1 en el dia 5 nn se
correlaciond con las respucstas clinicas subsecuen-
les,

En cambio, en el dia 12, la disminucidn de la
metilacifn en pacicntes cespondedores fue del 14.5%
micntras gue en los no respandedores fue del 265
{p=0.007}. Esta coreelaciin inversa ¢ inesperada en el
dia 12 fue atribuida a la activacion de un mecanis.
ma de mueele celular, en el cunl células resistenies
pueden aceplar mayor hipometilacidn sin lograr ¢l
eleclo elinico esperado.” Hallazgos similares fueron
descritos en otros trabajos, =

Permanece atn sin respuesta ¢l heche de que la
demetilacifn del p13 solamenle pueda ser suficiente
para explicar algin tipo de respucsta clinica.

La demetilacion de este promator utilizando de-
citabina fue lambidn estudiada por lécnicas de piro-
secuenciacion on lees leabajos cormelalivos %5 En
estos ensayos clinicos, 32 de 124 pacientes presenta-
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ban el gen p15 hipermetilado; dichos pacientes tuvie-
ron una tasa de respuesta ¢linica mas baja pero no
significativa (p=0.31).

En los SMD estudiados, aquellos paclentes que
aleanzaron la remisién completa parcderon tener
mayor demetilacian del pl5 cuando fueron compa-
rados con los que no obtuvieron respuesta dinica.
Ezlos albimos eran porfadores de distinlos grados de
metilacidn y presentaban remetilacidn rdpida pasa-
do el dia +10.

2in embargo, cabe comentar nuevamente que el
slatus de metilacidn durante la recuperacion en san-
gre periférica puede reflejar no s6lo el efecto deme-
tilante de la droga en células previamente hiper-
metiladas, sino lamblén el reemplazo de cflulas
clonales del SMD por células hematopoyéticas nor-
males que no Hevan el p15 hipermetilado.

En un estudio fase III, utilizando decitabina en

pacientes con MDD se encontyd que [a hiperme-
tilzcidn de promolores que ingluian pl5 y Ecadherin
esta ver si se correlarionaba significativamente con
sobrevida acortada.

En el mismo estudia, el status de metilacidn fue
evaluado & los 3 v 0 meges de fnalizado ¢l Eatzmien-
to hipometilants y se observd que los pacientss con
SMD tendian a ganar metilacion con €] tiempo, com-
parado con los gue recibian decitabina permansnts-
mente, Dicha hipometilacidn se correlacionaba con
buena respuesia clinica. Estos hallazgos plantean la
necesidad de un tratamiento de mantenimiento.

Utilizando Azaciliding en pacientes con tumores
relacionados al Epstein Barr virus y extrayendo san-
gre a las 72 hs. de concluir el 17 ciclo de tratamiento,
se obiervd un importante nivel de hipometilacidn en
los promotores del genoma viral latente. Como con-
secuencia de dicha hipometilacidn, se especuld con
que al hipometilante tendria un efecto reactivante
viral.™®

Al contrario de lo presentado hasta acd, reciente-
mente Lubber v col. demostraron que la recuperacion
granulopoyética post tratamiesnto hipometilante era

debida a la aparicion de células granulociticas no
clopales, correspondientes 3 hematopoyesis normal.
Descartaron la accidn diferenciadora del hipome-
tilante como principal mecanismo de accion y atribu-
yeron la respuesta clinica obtenida a la citore-
dueeidn del elon mielodisplisico por inhibicidn del
crecimienbo o apoptosis mas que por diferenciacion
T

Scott v col. concluyeron que la reexpresion del gen
pl luego del tmtamiento con decitabing podrla ser
explicada no sdlo por 1a hipometilacién en s, sino tam-
bién por la actividad de Ia HDAC (figura &). %%

Es posible que el hipometilante induzca respues-
tas inmunoligiras, como sucede con I3 expresion de
antigenos en el cincer de tesliculo que, de ser asi, por
ejemplo la combinadién con inmunomoduladores
podria ser una lerapéutica potencial. =

6. ESTUDIOS CLINICOS

Eealizando una sintesis de lo hasta agui presen-
tado, sa reafirma ques

Las principales modificaciones epigendticas se
producen en el ADN v en las Histonas a través de
las reacciones llamadas metilacidn y/o desaceti-
lacion. Los cambios epigenélices afectan a los nue-
cleosomas, estructuras dindmicas constituidas por
Hiztonas y ADM.

For ofro lado, las moléculas acetiladas permiten
la expresion génica, 50N «permisivass ¥ se encuen-
tran en equilibrio con las moléculas «no permisivas»
o desacetiladas.

Estas altimas estin neguladas principalmente por
dos enzimas: la Histona Acetil Transferasa (HAT) v
la Histona Deacetilasa (HDAC). Existen varins sub-
tipos de HD'ACs (potendales objetivos terapéuticos)
¥ la regulacidn del control epigenético del ADN se
|ograria, entre otros mecanismaos, por inhibicidn de
la metilacidn con drogas Hipometilantes, o por ac-
cion de drogas Inhibidores de la Desacetilacion

(HDAC).
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La 5-Azacitidina se incorpora sobre el ARN y, por
accidn de una ribonucledtido reductass, al ADN (esta
dltima enzima puede ser inhibida por lz Hidro-
siutea); mientras que la decitabing actuaria directa-
mente sobre el ADN.

En ires estudios dindcos del CALGE (Cancer and
Leukemia Group B) que utilizaron 5-Azacitidina en un
total de 193 pacientes con SMD, ¥ en un estudio fran-
oss, la respuesta global promedio fue mayor del 40%,
considerando las respuestas completas, parciales y
mejorias hematoldgicas ™7 El 75% de las respucsias
ocurrieron promediando el 1o ciclo. Los efectos ad-
versos fueron newtropenia, trombeocitopenta, eritema
local, infecciones en un promedio de 20 a 58% v, una
mortalidad vinculzble a la terapeiitica de <1%. S¢
describid un aumento estadisticamente significativo
de la sobrévida con 5-Aracitidina versus terapia de
soporte. Eyle efecto se magnificd en pacientes ex5
afios con SMD de alto Riesgo. ¥

Con respecto a 12 decitabina, estudios én fzse ll y
Ol utilizando protocolos de infusidn de 3 v 5 dias
respiCtivamente, presemtaron los siguientes resulia-
dos en 162 pacientes evalvables (4 estudios) la res-
puesta global promedio fue similanes al anterior: £0%
icontabilizando respuestas completas, parciales v
mejorias hematoldgicas). En los estudios de fase 11
con 5 dias de infusidn se obtuvieron las mejores res.
puestas, - ™" La principal complicacidn de esta
droga fue la mielosupresidn, seguida por dolores
teeos ¥ dislenciin hepdtica transitaria. Una diferen-
cia estadslicaments significativa se hizo muy eviden-
te en los grupos de riesgo INT-2 ¥ Alto cuando se bos
COMpPand con pacientes que recibian sdlo terapia de
soporte.

En otro esludio en dende se compard quiminte-
rapia intenga versus decitabing, los resultados fueron
significativamente favorables al segundo. ® La mayor
parte de las respuestas aleanzadas con decitzbine se
logrd con un promedio de 2 ciclog. ®

Las inhibidores de las histonas deacetilzsas cons-
fituyen otra alternativa terapéutica. Este es un gru-
po heterogéneo de drogas (M5 275, Depsis-Pepiido,
Vorinostat o SAHA, MGCD 0103, LBHES9 y Acido
Valprosco) con respuestas clinicas muv vanadas del
10 a 24% en leucemias azpciadas a SMD.

Laz combinaciones entre DNMTIL ¢ HDAG fen-
drian mayor actividad clinica que las monodrogas,
Estudios ¢linicos combinando hipometilanies con
agentes dirlgidos a otras rutas metabdlicas epige-
néticas, particularmente hipometilantes con inhi-
bidores de las HDACs, * han abierto una fuerte ex-
poctativa ¥ e encuentran aclualmente en desarrollo.

La combinaciin de deditabina con dcido valproicn
s2 ha csludiado en LMA y SMD con una t2sa de res-
puesta del 2% #

La azacitidina fue también evaluada com
fenilbutirato (inhibidor de 1a HDAC), mostrando re-
sultados promefedores on neoplasias mielpides.™

Como fue expresadoe méas arriba, la sinergia entne
decitabina y dcido valproico (VAL)®en cstudios fase
[ v fase Il muestran efecto antileueémico pero con
toxicidad neuroldgic

En general, bastd con 1 2 3 ciclos para alcanzar
algmin tipo de respuesta clindca,™ ™** 1a dosis maxi-
ma de VAL tolerada en estos estudios fue de 50 mg/
kg, siendo ésta la limitacidn para su uso, La respuests
global ebtenida fue de 22% promedio ¥ Ja duracion
de la misma de 5.6 meses (R 2-10). Lo destacable de
este sinergismao, fue la rpida respuesia lograda.

En estos ensayas, el 60% de los pacientes cran
portadones de cariotipo de mal prondstice v obtuvie-
von algildn tipo de respuesta con la combinacién.

Especialmente los padientss con monosomia 7
fuerpn los mis beneficiados con esta combinacidn.
Serano ¥ ¢ol.* han publicado que con la combina-
cidn de 5 AZA + ATRA + VAL, se oblienen respucs-
ts globales de aproximadamente 42% consélo 123
ciclos ¥ obs#rvaron que las respuestas cran superio-
res cuando los pacientes no habian sido tratados pre-
viamente.

En ¢l trabajo de Ziyl Lim y col.® utilizando 3-Aza
en 31 pacientes con monosomia 7 sola o combinada
con otras alteraciones genéticas, mosiraron wne Lasy
de respuesta global del 34% con una spbrevida glo-
bal (30:) media de 19.5 meses. Los pacientes que lo-
graron remision cilegenética completh presentaron
una sobrevida global mejor.

Hteensma DFP v col™ publicaron respuesias
globales a ésquemas con decitabina de 5 dias (esmo-
dio en fase 1) del 307%.

En olra serie de &6 pacientes publicada por Aziz
AR, * con ¢l esquema de 3 dias de decitabine, obtu-
vieron una tasa de respuesta de 25, 48 v 64% én pa-
clentes con riesgn Int-1, Int-Z ¥ Alto respectivamen-
te. La media de sobrevida dsl grupo de Alto Rissgo
fue de 1.2 afios significativamente mayor qué con tra-
tamiento de te. Esta serie incluye un caso ane-
cdotico de un paciente de 52 afis con Anemia Re-
fractaria con exceso de Blastos-2 con alto requeri-
miento transfusional de glébulos rojos v plaguetas,
previament# tralade sin éxito con Lenalidomide v 5-
azacitidina,

Estey E. y col, ™ utilizando ¢l esquema de deci-
tabina por 5 dias en SMD o LMA, en pacientes que
habian recibido 2 4 cursos de Decitabina, 6,10 logra-
ron RC después del 3ee. ciclo sugiriendo no dar mis
de 3 ciclos une ver alcanzada 1z RC.

Fgucroa ML ¥ col * evaluaron la metilacidn de
24.000 promolores génicos en 13 pacientes con SMD,
16 pacientes con LMA y 8 individuos normales. Ui-



TRATAMIENTO HIPOMETILANTE DE 1.O§ SINDROMES MIELODISPLASICOS,

25

TABLA 1. - Estudios Clinicos en SMD con hipometilantes a dosis epigenéticas

Fase Agente/dosis Nimero de Resultados Autores
del protocolo enrolados
{enfermedades)
I 5-Aza: 10a35 15 (SMD) ORR 20% (3/15) Chitambar y col
mgs/m2 en PR20% (3) Ref 72
infusién continua
por 14 dias
1 DAC 45 mgs/m2 10 (SMD) CR 40% (4/10) Zagonel y col
0 50 mgs/m2 EV et
en 4 hs 3 v/dia por
3 dias
I DACS, 10,15y 50 (SMD, LMA, ORR 32% (16/50) .
20 mgs/m2 EV5 | LMC, LLA). Mejor | CR 18% (9) I;"la ”; . &;’i
dias/semana por 2 respuestas en la PR 2% (1) anfs
semanas cohorte de 10 HI 8% (4)
mg/m2
ORR 49% (15/43)
1I 5-Aza: 75 mgs/m2 43(SMD) CR 12% (3) Silverman y col.
SC/dia por 7 dias PR 25% (11} Ref 74
¢/ 4 semanas HI 12% (5)
ORR 54% (15/29)
DAC 50-75 CR 27% (8)
I mgs/m2 por IC 29 (SMD) PR 17% (5) Wijermans y col.
EV por 72 hs cada HI 7% (14%) Ref75
6 semanas
CR 34% (32/95)
PR 1% (1)
DAC: HI 14% (13%)
Ensayos 20 mgs/m2/dia por | 95 (77 SMD, 18 Kantarjian y col.
randomizados 5 dias LMMO) Ref 76
Fase II 20 mgs/m2/dia SC
por 5 dias
10 mgs/m2/dia por
10 dias ORR 60% (60/99)
CR 7% (T)
5-Aza 75 mgs/m2 PR 16% (16) :
Fase III SC por 7 dfas cada 191 (SMD) HI 37% (37) Silverman y col.
28 dias vs soporte Bt
hemateldgico ORR 17% (15/89)
CR 9% (8)
DAC 15 mgs/m2 PR 8% (7)
cada 8 hs por 3 HI 13% (12) .
Fase 11 dias cada 6 179 (SMD) atinisnyicel
Semanas vs .
soporte

hematolégico

Tabla 1 Abreviaciones: 5AC, 5 -azacitidina; DAC, 5’-aza-2’-Deoxicitidina; ORR: Tasa de respuesta
global; CR: Respuesta completa; PR: Respuesta parcial; HI: Mejoria hematolégica; IV: intravenosa; SC:
Subcutdnea; ALL, Leucemia linfobldstica Aguda; CML, Leucemia Mieloide Crénica; CMML, Leucemia
Mielomonocitica Crénica.

- La hipometilacién a dosis terapéutica, en gene-

ral, se correlaciona con respuestas clinicas.

- Dado que si superamos la dosis méxima de
decitabina no se logra mejores resultados (platean), y
hasta pueden empeorar, se infiere que la citotoxicidad
no seria la llave del mecanismo de accién de esta dro-
ga, sino mds bien la inhibicién de la DNMT y sus con-

secuencias.

- Permanece atn sin aclarar cudl es el evento mds

importante de la cascada de activacién de las DNMTs.

Posiblemente, incluye la activacion de genes supreso-
res tumorales, de otros genes independientes de la
hipometilacién, de la inmunomodulacion, de retro-
transposones (actimulo de material genético que con-
trola funciones celulares y son transferibles) y mecanis-

mos como la apoptosis, diferenciacién, senescencia, etc.
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lizando micromatices, observaron gue existia un nu-
mero significativamente mayor de promotores me-
tilados en pacientes con SMD en comparacidn con
LMA v/ o individuos normales. La <hirma moleculars
0 patrén de micromatices mostrd metilacidn aberran-
te en 736 genes (incluvendo plé, CEFBZ, M5HI,
AKT]1, Caspasa 3, etc.) comparados con las células
pro-genitoras normales. Una significativa proporcion
de genes metilados estaban subexpresados, incluyen-
do plé, DAF, BMP3, HOXAZ y HOXBE Por lo que
guedd muy remarcado el rol auspiciante que tienen
las drogas hipometilantes en los SMD.

Kantarjian H. v col. ** describieron resultados
favorables en una poblacidn de mal prondstico utili-
zando decitabina por 5 dias, La remisidn completa se
obtuvo en el 35% de los pacientes, la respuesta glo-
bal fue del B1% y el Hempo medio para alcanzar al-
giin tipo de respuesta fue de 2,5 meses. Los efectos
adversos fueron leves v manejables sin compromiso
extramedular grado 3 & 4.

Desde el punto de vista histdrico, la decitabina fue
inicialmente desarrollada como agente antitamoral y
evaluada en ensayos clinicos fase [ y II en dosis mas
altas que las actuales. Se a estudié en tumores sdli-
dos incluyendo melanoma, carcinoma colomectal, de
cabeza y cuello, renal, testicular y de ovario. En con-
iraste a los pobres resultados en estos tomores, sc
observd actividad antitumoral significativa en enfer-
medades hematoligicas malignas.

La respuesta global en Leucemia Aguda pedis-
trica en recaida fue de 37%, con RC de 22%. ©

La mielesupresidn severa fue siempre la toxicidad
principal observada. Con el uso de bajas dosis en
hemopatias se obtuvo actividad hipometilanie sin
citoloxicidad.

Las respuestas megacariopoyéticas suelen ser sig-
nificativas ¥ pueden ser observadas desde el primer
ciclo en algunos pacientes. 5e pueden obtener res-
puestas citogenéticas & 31% después de recibir un
promedio de 3 ciclos.

Un ensayo en Fase ITT en donde los pacentes eran
randomizados, va sea para recibir decitsbina o tra-
tamiento de soporte, © la tasa de respuesta global fue
de 17% con %% de RC v 1a duracidén media de la res-
puesta fue 103 meses (Kango 4.7-12.4 meses), La
rama correspondiente al tratamiento de soporte no
tuvo respuestas y se correlaciond con una peor cali-
dad de vida. Dpunuzandu los esquemas terapéuti-
c0s con decitabine, en un ensayo randomizado en fase
I1,* basado en los crterios modificados del IWG, ™ se
utilizé 100 mg/m2/por curso, en infusidn inkra-
venosa (iv) de 1 hora diara, durante 5 dias v ciclos
de 4 semanas. La remision completa (RC) obtenida
fue de 39%. Se compararon 2 esquemas distintos al
mencionado, uno de 10 dias (iv) ¥ otro suboutineo
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de 5 dias pero las respuestas alcanzadas con los 2
esquemas 1ilfimos mencionados no fueron superio-
es.

La aracitidina tiens una potencia hipometilante
tan eficar como la decitabina, “** ambas requieren
entre 2 ¥ 5 cursos repetidos para obtener respuesta
clinica.

Se especula que la efecividad de los hipome-
tilantes esté basada en el efecto de diferenciacion
sobre las células displdsicas estromales o hema-
topoyeticas normales.

Por otro lado, esta terapéutica hipometilante en
nepplasias hematoldgicas pareciera tener mayor efi-
cacia en la estirpe mieloide que en la linfoide. <

Las drogas que inhiben las HDAC sinergizan y
aumentan la hipometilacitn pero no la inducen sal-
vo gue utilicemos previaments un hipometilante.

El D Pierre Fenaux ™ publicd resultados satisiac-
torios utilizando 5'-Ara. Demostrd que puede prolon-
gar la sobrevida media de pacientes con SMD de zlto
riesgo comparados con pacentes que recibieron ¢l
mejer ratamiento de soporte. Los de peor prongsti-
co gue recibieron 5-aza tuvieron una sobrevida de
172 meses, mientras que el grupo que recibid sopor-
te solamente tuvo una sobrevida de 6 meses. En el
mismo estudio, el grupo resgo Intermedio alcaned
los 26.3 meses versus 17 meses para el grupo de so-
ports.

Con respecto a transplante de médula Gsea en los
SMD, Rossetti JM y col. ® demostraron utilidad de
bajas dosis de 5-Aza en pacientes recaldos post-
transplante de médula dsea (se utilizd 25mg/m2/d
durante 5 dias), la respuesta hematoldgica foe evi-
dentemente favorable.

Por otro lado, Teresa Field y col. * obtuvieron bue-
nos resultados administrando azacitidina antes del
transplante de médula dsea. 1a 5-ara permitiria lle-
gar en mejores condiciones al transplante debido a
la reduccidn de blastos ¥ a la estabilizacion de la
enfermedad.

En una publicacidn reciente de EA Griffiths v 5D
Core ¢ hace una revision de los ensayos clinicos del
tema [Tzbla 1}.™

RESUMEN

= Los estudios hasta aqui mencionados nos per-
miten afirmar que los hipometilantes son activos en
distintas enfermedades hematoldgicas malignas.

- Hipometilar el pl5 no deberia ser el objetivo
principal, dado que otros genes supresores tumorales
podrian intervenir activamente.

- Posiblemente existan otros mecanismos de ac-
cidn, tal. vez relacionados, mds alld de la hipo-
metilacitn, que expliquen los efectos clinicos.
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- 5in embargo, vale subrayar aqui que el blanco
terapéutico principal de los hipometilantes s la
metilacion en 51 v, secundariaments, los electos
pleiotrdpicos mencionades mis asriba, como pueden
ser los posibles efectos inmunogénicos.

- Durante 2l raramiento hipometilante se produ-
cen dafios colaterales del ADN (af-target activity ¥ las
on-larget aclivily) que podrian afectar otras células no
mielodisplisicas.

- Aparentementes, ¢l efeclo de la terapia hipo-
metilante no es puramente inductora de diferencia-
cidn y el mecanismo de eliminacidn del clon afecta-
do 52 encontraria en revision,

= Mo hay por el momento, (actores presditores de
respuesta clinica v/o molecular, los mecanismios de
resisiencia ocurren en aproximadaments lodos los
pacientes pero 2un su modalidad es desconocida.

- Los resulmdos obtenidos son satisfactorios v per-
milen asegurar qua &3tos agentes modificarian la his-
toria natural de algunos pacientes, especialmente la
de aquellos con peor prondstico.

- Existiria una correlacidn directa entre los genes
promotores hipermetilados evaluados por microma-
tices y los SMD de alto riesgo con menor sobeevida
¥ perfomance status.

COMENTARIO FINAL

5i bien el conpeimiento de la fisiopatogenia de los
SMD es cada vez mayor, los blancos terapéuticos son
cada wez mas variados v los resultados obtenidos,
contundentes; los mecanismas intrinsecos que expli-
can la respuesia a los agentes hipometilantes son ain
insuficientes.

Médicos v cientificos tenen el gran desafio de
encontrar un correlato tedrico que anule la acal
brecha existente ¥ sustente este imporiante avance
con fralamientos mendd Cruenbds ¥ con excelenbes
prondsticos tanto en aleclividad como en una mejo-
rz de la calidad de vida.

CQueda pues un largo caming por recorrer, pero la
orientacidn ya estd enmarcada con nuevos enfogues
sobre esta problemdtica, tan grave v generalizada en
nuaslea sociadad actual,
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