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RESUMEN

Los reordenamientos del gen MLL estan presentes en la mayoria de los casos de
leucemia aguda (LA) infantil y estan asociados con variables biol dgicas especificas
y con pobres resultados clinicos. Con el objetivo de analizar su incidencia y
relevancia prondstica realizamos un estudio molecular mediante la técnica de
Southern blot, en 29 nifios de nuestra institucion con LA, los cuales se encontraban
al inicio o en recaida de la enfermedad. Para el estudio empleamos |la sonda FA4,
gue es un inserto genémico del gen MLL. Pudimos detectar reordenamiento
genético en 3 pacientes menores de 1 afio que tenian una LMA de tipo morfol 6gico
M5, con altos conteos leucocitarios y con visceromegalia. Estos 3 pacientes
fallecieron sin alcanzar la remision, lo que confirmé €l valor del reordenamiento
del gen MLL como indicador de leucemia de alto riesgo, y por tanto, como una
herramienta apropiada para la administracién oportuna de terapia adaptada al

riesgo.

DeCS. REORDENAMIENTO GENICO/genética; LEUCEMIA LINFOCITICA
AGUDA/genética; LEUCEMIA MIELOCITICA AGUDA/genética; INFANTE;
FACTORES DE RIESGO; PRONOSTICO.

Laleucemiaaguda (LA) constituye la
variedad de cancer més frecuente en la
infancia Con unaincidencia anua de 4,3
casos/100 000 nifios menores de 14 afios,
comprende casi laterceraparte detodaslas
enfermedades malignas pediatricas. La
mayoria(75a80 %) correspondealeucemia
linfoide (LLA) o linfoblésticay € resto a
mieloide (LMA); son muy raraslascrénicas
(2%). Lamayor incidenciaocurreentrelos
2y 5 afios de edad, con un pico maximo a
los4.!

Dentro delacategoriagenéricade LA,
hay multiples subpoblaciones de pacientes

con diferentes pronésticos y diferentes
requerimientos de tratamiento. Varios
hallazgos clinicos y de laboratorio en
momento del diagnéstico se han
correlacionado con el prondstico. Ellos
incluyen los conteos de leucocitos y la
infiltracion de érganos (especia mente bazo,
higado, timo y ganglios linféticos). En la
LLA los niveles séricos de inmuno-
globulinas y lactato deshidrogenasa,
ademas del inmunofenotipo y las
alteraciones citogenéti cas, estén asociados
con €l resultado. Laimportanciarelativade
un factor dado varia entre los distintos



programas detratamiento. Laidentificacion
delaterapiaadecuadaamenudo eliminalas
implicaciones pronosticas de algunos de
estos rasgos desfavorables, lo que ilustra
gue el tratamiento por si es el mas
importante factor pronéstico. Sin embargo,
ciertas caracteristicas parecen ser
notablemente valiosas en los esquemas de
clasificacion deriesgo delaleucemiaaguda
y para la eleccion de estrategias de
tratamiento adaptadas al riesgo clinico.
Estas Ultimas incluyen la medida de masa
leucémicatotal, especialmente los conteos
de leucocitos, la edad del paciente y la
configuracion de determinados genes. Los
infantes menores de 1 afio a diagndstico y
pacientes con LLA que presentan las
trand ocacionest(9;22) y t(4;11), estalltima
gue involucra el gen MLL, tienen un
prondstico particularmente pobre,
independientemente de otras caracteristicas
gue presentan y de los regimenes de
tratamiento. Para estos grupos se han
sefialado diferencias en la biologia de las
células leucémicas y estos factores
especificos se aplican, para estratificar los
pacientes en diferentes grupos de tra
tamiento, acorde con su riesgo de recaida.
Las estrategias de tratamiento corrientes
son disefiadas paraintensificar laterapiaa
pacientes con més ato riesgo, mientrasque
eliminan o reducen los componentes més
toxicos como laradiacion, antraciclinas y
epipodofilotoxinas en pacientes con més
bajo riesgo de recaida.

Algunas anormalidades que afectan a
gen MLL (también conocidocomo ALL-1,
HRX y Htrx) localizado enlabandag23 del
cromosoma 11 (11g23), son comunes en
nifios con LA. Todas estas anormalidades
confieren un pobre prondéstico, y han sido
descritas en LLA, LMA e incluso en
linfomas. Ladiversidad de fenotipos puede
residir en laampliavariedad de pargjas de
fusionconel MLL, queson mésde 15. Este
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gen abarca 100 kb del ADN gendmico, es
expresado como un transcripto de 15 kb
compuesto de 23 exones y codifica una
proteina de 3 972 aminoéacidos que esta
implicadaen el desarrollo embriol 6gico.®

En laleucemia humana, |os puntos de
ruptura de la translocacion dentro del gen
MLL, virtualmente en todos | os pacientes,
Se agrupan en una pequefiaregion de 8,3 kb
que abarcalosexonesdel 5al 11.°

El agrupamiento de las rupturas hace
posible usar una sola sonda comple-
mentariaa ADN, que abarque €l punto de
ruptura, para detectar el reordenamiento
virtualmente en cualquier paciente mediante
andlisis por Southern blot. Igualmente se
puede usar RT-PCR para los puntos de
ruptura comunes, en los cuales las otras
parejas cromosdémicas han sido clo-
nadas.*

Aunque se desconoce el mecanismo
transformante del MLL en la LA, la ca-
pacidad para usar las técnicas tanto de
Southern blot como de RT-PCR para
detectar reordenamientodeMLL, tieneuna
importancia clinica significativa, ya que
estos pacientes tienen un prondstico
particularmente pobre al presentar una
duracion de la remision y una sobrevida
relativamente cortas. Por €ello, estos casos
pueden requerir de indicaciones tera-
péuticas intensivas, que pueden incluir el
trasplante de médula 6sea. Esto suele ser
especialmente Util en el 10 % de pacientes
gue se presentan con un aparente "buen
prondstico", con citogenéticanormal, pero
con reordenamientos citogenéticamente
silentesdeMLL .2 Lastécnicasmoleculares
también son muy valiosas en casos cuyos
cariotipos son dificiles de analizar, entre
otras cosas por una pobre morfologia de
las células en metafase o porque la canti-
dad de material parael andlisis resul-
ta insuficiente. En uno u otro caso se
subestima la incidencia de los reordena-



mientos en 11g23. Sin embargo, €l uso de
métodos moleculares ha mostrado una
incidencia de estas ateraciones del 50 al
80%enlaLMA y LLA en nifios menores
de 1 afio.* El objetivo de nuestro trabajo fue
conocer laincidenciay valor pronostico de
estaalteracion molecular en nifios atendidos
€en nuestra institucion.

METODOS

Se estudiaron 29 nifios con leucemia
aguda (18 LLA,7LMA, 2 LA hibridasy
2 LA indiferenciadas), los cuales se
encontraban a inicio o en recaida de la
enfermedad, y cuyas edades estaban
comprendidas entre 2 meses y 14 afios
(mediade5,3 afios).

Delas18 LLA estudiadas, 17 eran de
estirpe B y unadeestirpeT. Las7 LMA se
distribuyeron seginlaclasificacion FAB de
lasiguienteforma 2M2,4 M5y 1 M7. El
estudio molecular se realizé por latécnica
de Southern®y se utiliz6 lasondadesignada
como FA4, que es un inserto genémico de
480 pb situado entre los exones 8 'y 9 del
gen MLL. Se utilizaron las enzimas de
restriccion: Hind 111, Bam HI y Eco RI. El
ADN se aobtuvo a patir de leucocitos de
aspirados de médula ésea o de sangre
periférica segin el método convencional .5

RESULTADOS

De los 29 nifios estudiados para los
reordenamientos del gen MLL mediante

andlisis por Southern blot, 3 (10,3 %)
presentaron el gen MLL en configuracion
reordenada al menos con 2 enzimas de
restriccion diferentes. Esto descarta la
posibilidad de una digestion parcia o de
un polimorfismo en la longitud de los
fragmentos de restriccion (RFLP). Estos
pacientes mostraron bandas anormales,
ademas de las normales o germinales. Los
26 nifios restantes (89,7 %) tuvieron el gen
MLL en configuracion germinal y
mostraron solo bandas germinales o
normales(figura).

L os 3 pacientes con reordenamiento de
MLL tenian una leucemia mieloide aguda
(LMA) monocitica (subtipo M5 de la
clasificacion FAB). De estos 3 pacientes
menores de 1 afio, 2 tuvieron conteos de
leucocitos mayores de 100 x 109/L y todos
mostraron visceromegalia. El resultado para
todos fue fatal: muerte sibitaen uncasoy
fallo multiorganico en losrestantes (tabl a).

DISCUSION

Laleucemiaen nifiosmenoresde 1 afio
(infantes) difiereen varios aspectosclinicos
y bioldgicos de la leucemia en nifios
mayoreso enadultos. LaLLA eninfantesa
menudo esta caracterizada por enfermedad
extramedular, particularmente infiltracion
cutédnea y del sistema nervioso central
(SNCQ), hiperleucocitosis, y morfologia
monoblastica (M5) o mielomonoblastica
(M4).5 LaLLA eninfantesfrecuentemente
se caracteriza por una gran masa celular
leucémica evidenciada por hiperleuco-

Tabla.Datos clinicos en el momento del diagnéstico de los infantes con reordenamiento del gen MLL

Edad Leucocitos Visceromegalia
No. (meses) Sexo Diagnostico (x10%/L) (tipo) Causa de la muerte
1 6 M LMA-M5b 148 Hepatoespleno-
megalia Fallo multiorganico
2 2 M LMA-M5a 100 Hepatoespleno-
megalia Subita
3 5 F LMA-M5a 11,6 Hepatomegalia Fallo multiorgénico




Hind Ill

BamHI

Eco RI

FIG. Andlisis porSouthern blot del ADN de 5 pacientes (carrileras 1-5) con leucemia aguda digerido con las enzimas de
restriccion Hind Ill, Bam HIy Eco Rl e hibridado con la sonda FA4 del gen MLL. Las barras indican los fragmentos germinales o
normales con cada enzimayy las flechas indican los fragmentos reordenados. El paciente en la carrilera 4 demuestra bandas de
reordenamiento con las 3 enzimas utilizadas. Los restantes pacientes muestran el gen MLL en configuracion germinal.

citosis, esplenomegaliamasivay enferme-
dad del SNCy uninmunofenctipo delinge
B muy temprano (pre-pre B) con expresion
de antigeno mieloide y ausencia de expre-
sién del antigenocomindelalLLA (CD10).
Lanhiperdiploidia, un rasgo favorableen la
LLA deotrosgruposde edad, no escomun
enlaLLA infantil.4"8 El resultado suele ser
pobre en nifios menores de 1 afio con unau
otra forma de leucemia, donde los
reordenamientosen 11923, queinvolucran
a gen MLL, son un hallazgo comudn.34910
Nuestros resultados confirman estos
planteamientos, ya que en nuestro estudio
solo detectamos reordenamientos del gen
MLL en el grupo de pacientes pediétricos
menores de 1 afio, donde esta ateracion
tiene una incidencia del 75 a 80 %.'* En

111

tanto, los nifios con edades comprendidas
entre 1 y 14 aflos no manifestaron
reordenamiento, lo que coincide con la
literatura, donde se plantea unaincidencia
mucho mas baja, solo del 5 %.*

Se ha insistido en que en edades
menores de 6 meses, altos conteos leuco-
citarios, translocaciones que afectan lare-
gion 11923 e inmunofenotipo CD10-, son
predictores de un resultado particularmente
pobre.?

Todos nuestros pacientes con reor-
denamiento tenian el tipo M5 en sus
variantes més y menos diferenciadas. Esto
concuerda con lo planteado por otros
autores sobre la gran correlacion de esta
anormalidad genética con los fenotipos
morfolégicosM4y M5deLMA 41213



Se pudo observar una estrecha
relacién entrelos resultados molecularesy
losresultados clinicos en estos 3 pacientes,
lo que confirmd el valor del estudio de los
reordenamientos del gen MLL para
identificar pacientes con leucemia de ato
riesgo, y sugierequelainterrupcion del gen
MLL representa un paso critico en la
patogénesisdelaLA en nifios menores de
1 afio. Se aprecia que aungue las carac-
teristicas clinicas constituyen importantes
indicadores pronésticos, las alteraciones
genéticas de los blastos leucémicos
pueden ser mejores predictores del
resultado en los pacientes con LA.** Por
lo tanto, estos datos apoyan el uso de una
terapia adaptada al riesgo basado en
esquemas de clasificacion queincorporan
tanto caracteristicas genéticas como
clinico-hematol 6gicas.

La terapia acorde con € riesgo es un
pre-requisito esencial para todo ensayo
clinico, y este estudio querealizamosdela
configuracion del gen MLL, es una con-
tribucidn notable a estos esfuerzos, con una
trascendental importancia como criterio
pronostico y de tratamiento en todos los
pacientes con LA, pero fundamentalmente
en infantes menores de 1 afio, que con
mayor frecuencia presentan este gen
reordenado y manifiestan las funestas
consecuencias de esta alteracion genética
También este estudio molecular permite
monitorear la respuesta a la terapia y
detectar la enfermedad minima residual
(EMR) al final delaterapiadeinducciéno
intensificacion. LaEMR esresponsable de
larecaiday fallecimiento de los pacientes.
Su deteccion mediante el inmunofenotipo
y los métodos bioquimicos no es
suficientemente sensible ni especificapara
los progenitores |eucémicos. Sin embargo,
los reordenamientos genéticos son
marcadores estables de las células
leucémicas, de ahi que su determinacion es
muy valiosa en la estimacién de EMR en
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cualquier punto del curso de la terapia,
como predictor de recaida.?

La aplicacion de las técnicas
moleculares en laLA (Southern blot, RT-
PCR, FISH) harevelado que el 85%delas
LLAy e 70%delasLMA ennifiosmenores
de 2 afos, presentan las mismas
anormalidades del gen MLL que las
encontradas en LMA secundaria a las
drogas quimioterapicas inhibidoras de la
ADN topoisomerasa ll. La alta frecuencia
de reordenamientos del gen MLL en los
lactanes con LA y su hallazgo en casos de
gemelos monocigoticos, ha sugerido la
hipétesis de la adquisicién intrauterina.*
Recientemente se demostro laoncogénesis
fetal intrauterina a reportarse un caso de
muerte fetal alas 36 semanas de gestacion
debido aunaL MA ampliamente diseminada
del subtipo FAB M5, con translocacién del
gen MLL.®™ De este modo, la exposicion
fetal transplacentaria a carcindgenos seria
probablemente un factor causal delas LA
en nifiosmenoresde 1 afio. Concretamente,
laexposicion maternagestaciona aagentes
enladietay losmedicamentosque, deforma
similar a las epipodofilotoxinas y
antraciclinas, inhibanlafuncion delaenzima
ADN toposiomerasall, puede ser criticaen
€l desarrollodelaL A enlainfancia*® Esta
enzima cataliza la abertura y repliegue
correcto delaestructuramolecular del ADN.
Es un componente primario del andamigje
de proteinas que no son histonas, €l cual
se une a grandes lazos de ADN en los
cromosomas en metafasey escriticadurante
el proceso de replicacion, donde eliminael
estrés torcional y previene o evita la
desorganizacién del ADN de los
cromosomas recién replicados.”® Los
inhibidores de topoisomerasa Il se han
encontrado en frutas y vegetales espe-
cificos, en la soya, café, vino, té 'y cocoa,
asi como en ciertos pesticidas, solventesy
medicamentos.’® También se ha visto
relacion entre la LA infantil y el consumo
de mariguana por |las gestantes.?



SUMMARY

MLL gene rearrangements are present in most of the cases with infant acute
leukemia (AL) and are associated with specific biological variables and with poor
clinical outcomes. In order to analyze its incidence and prognostic relevance, a
molecular study was conducted in 29 children with AL from our institution by
the Southern blot technique. These patients were at the onset of the disease or
into a relapse. The FA4 probe that is a genomic insertion of the MLL gene was
used in this study. We could detect genetic rearrangement in 3 patients under 1
that had a morphological type M5 AML with high white cell counts and with
visceromegaly. These 3 patients died without attaining remission, which confirmed
the value of the MLL gene rearrangement as an indicator of high risk leukemia
and, therefore, as an appropiate tool for the timely administration of therapy
adapted to risk.

Subject headings: GENE REARRANGEMENT/genetics; LEUKEMIA,
LYMPHOCYTIC, ACUTE/genetics; LEUKEMIA, MYELOCYTIC, ACUTE/
genetics; CHILD, PRESCHOOL; RISK FACTORS; PROGNOSIS.
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