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RESUMEN

La leucemia mieloide aguda (LMA) es una enfermedad neoplasica de la médula 6sea
en la que los pacientes con la translocaciéon (8;21) representan un subgrupo con
caracteristicas clinicas y bioldgicas especificas. Esta alteraciéon citogenética resulta de
la fusion de dos genes, dando lugar a una proteina quimérica formada por un dominio
N-terminal del gen AML1 y cuatro dominios C-terminales del gen ETO. Esta proteina
tiene multiples efectos en la regulacion de la proliferacién, la diferenciacion y la
viabilidad de las células leucémicas. La translocacion puede ser detectada como una
sola anomalia genética o como parte de anomalias complejas. A diferencia de otros
pacientes, el diagnoéstico de LMA con t(8;21) puede ser realizado con menos del 20 %
de blastos en la médula 6sea. La enfermedad se caracteriza por anomalias genéticas
adicionales, las células leucémicas muestran un perfil de expresion global de genes y
un perfil de microARNs. Usualmente hay un bajo riesgo de recaida de la leucemia
después de altas dosis de citosina arabindésido.

Palabras clave: leucemia mieloide aguda, gen de fusién AML1-ETO, translocacion
(8;21).
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ABSTRACT

Acute myeloid leukemia (AML) is a heterogeneous bone marrow malignancy where
patients with the cytogenetic t(8;21) abnormality represent a subset with specific
clinical and biological characteristics. The translocation results in an in-frame fusion of
two genes, resulting in a fusion protein of one N-terminal domain from the AML1 gene
and four C-terminal domains from the ETO gene. This protein has multiple effects on
the regulation of the proliferation, the differentiation and the viability of leukemic
cells. The translocation can be detected as the only genetic abnormality or as part of
more complex abnormalities. In contrast to other AML patients, the diagnosis of
t(8;21) AML can be made even when less than 20 % leukemic blasts are present in
the bone marrow. The leukemic cells show specific global gene expression and
microRNA profiles; and usually there is a low risk of leukemia relapse after high-dose
cytarabine therapy.

Keywords: acute myeloid leukemia, cytogenetic t(8;21) abnormality, AML1-ETO.

INTRODUCCION

Los reordenamientos cromosoémicos son la base distintiva de las hemopatias
malignas. La fusién del gen AML 1 (RUNX1), esencial para una hematopoyesis normal,
con el gen correpresor transcripcional ETO (RUNX1T1 o MTG8) deriva en una proteina
anormal con multiples efectos en la proliferacion, diferenciacion y viabilidad de las
células leucémicas.*™

La presencia de esta alteracion molecular en los pacientes con leucemia mieloide
aguda (LMA) le confiere particularidades clinicas y bioldgicas que han permitido
caracterizarlos como LMA con anomalias genéticas recidivantes.*

FRECUENCIA Y PREDISPOSICION

La t(8;21) fue la primera anomalia citogenética descrita en la LMA en 1973 por
Rowley.'® Esta alteracion esta presente en aproximadamente 5-10 % de todos los
casos de LMA. Algunos autores plantean que los eventos iniciales de esta alteracion
ocurren en el Utero y estan relacionados con la exposicién prenatal a pesticidas, dada
la estrecha relacion del transcripto de fusion y los niveles de pesticida en meconio.*

Factores como la tendencia a la cololocalizacidon de los cromosomas 8 y 21 en las
células mieloides y los desbalances en los niveles de histonas (H) con disminucion de
H1 e incremento de H3, pudieran ser algunas de las alteraciones de la
microarquitectura nuclear y fenédmenos epigenéticos directamente relacionados con
esta mutacion.®
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Se plantea que la proteina de fusidn aislada no es suficiente para el desarrollo de la
leucemia.”>’ La baja regulacion en la expresién de la enzima 8-oxoguanina ADN
glicosilasa vinculada a la reparaciéon del ADN, pudiera propiciar las anormalidades
genéticas requeridas para el desarrollo de la LMA.*

VARIANTES DE REORDENAMIENTO Y COMBINACION
CON OTRAS ANORMALIDADES GENETICAS

La t(8;21) genera dos genes de fusion: el AML1-ETO y el ETO-AML1, pero solo el
transcripto derivado del cromosoma 8 es el detectado por la técnica de reacciéon en
cadena de la polimerasa con reverso transcripcion (RT-PCR).

La translocacion reciproca simple es el tipo mas comun de alteracién molecular para
crear el transcripto de fusion, pero se han descrito otras variantes de reordenamientos
gue involucran inserciones, inversiones o ambas.*

La t(8;21) se acompafia con mucha frecuencia de otras alteraciones citogenéticas y
moleculares tales como:

Anormalidades numéricas

La pérdida de los cromosomas sexuales es relativamente frecuente. La pérdida del X
en pacientes femeninas (30-40 %) y del Y en pacientes masculinos (50-60 %o).
Se han descrito trisomias del 4 y del 8, asi como clones con tetraploidia.*

Anormalidades estructurales

- Se han reportado deleciones del brazo largo del cromosoma 9, y se destaca un area
comun de afectacion en la region 9q21-22, presente en mas del 90 % de los casos
con la delecidon. Algunos autores plantean entre el 15-35 % de pacientes con LMA y
t(8;21) en asociacién con deleciones del 9q.%®

- Mutaciones del KIT. Diferentes mutaciones del c-KIT se han detectado en
combinacién con el AML1-ETO, con predominio en el dominio de la tirosina cinasa.

La incidencia de esta combinacion en la LMA se estima sea alrededor del 6 al 31 %.%"8

- Anormalidades del FLT3. La duplicacién interna en tandem del FLT3 (FLT3-DIT) se
manifiesta con una frecuencia relativamente baja (5 %) en conjunto con la t(8;21).
En el caso del FLT3-D835, se presenta entre el 3y el 7 %.%"°

- Mutaciones del JAK2V617F. Pocos estudios hablan de la correlacién entre ambas
alteraciones en la LMA y se describe en menos del 10 % de los pacientes.*

- Otras: se han descrito aisladamente casos de pacientes con t(8;21) y mutaciones
del receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y de los genes
que codifican para las proteinas RAS.*’
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GENETICA MOLECULAR DE LA t (8;21)

En condiciones normales el gen AML1 codifica para la proteina CBFa, que junto a otra
proteina (CBFp), forman las dos subunidades de un factor de transcripcion
denominado core-bindingfactor (CBF, por sus siglas en inglés). Este factor es esencial
para una adecuada hematopoyesis, pues se ha comprobado por ingenieria genética
que la pérdida homocigoética de los genes que codifican para las proteinas antes
mencionadas, se traduce en la pérdida total y definitiva de la hematopoyesis.*°

La subunidad CBFa se une normalmente al ADN mediante una secuencia
intensificadora: TGTGGT, y también se une al CBFB. El dominio de homologia del
RUNX1 es requerido para esta unidon del ADN y su heterodimerizacion. El CBFf no se
une directamente al ADN sino mediante el RUNX1. Este dominio también esta
presente en la proteina quimérica, pero con un funcionamiento anormal, lo que
provoca una activacion transcripcional alterada asi como una localizacion
subnuclear. 12

Por otra parte, el ETO codifica para una proteina nuclear que funciona como un
represor transcripcional mediante su unién a la desacetilasa de histonas y otros
factores transcripcionales.®

La fusion del AML1 con el ETO generalmente ocurre con un punto de ruptura entre el
intrén 5-6 del AML1 y el intrén 1b-2 del ETO.

La parte fusionada en la proteina quimérica contiene todos los aminoacidos (aa)
menos el 31 N-terminal del ETO. El dominio NHR-2 es importante para la
homodimerizacion e interaccion con componentes del complejo represor y se ha visto
que es responsable de la reduccién de la movilidad intranuclear de la proteina de
fusion.!

El resultado final de la proteina quimérica generada por la combinacion AML1-ETO
pudiera ser: la supresion de algunos genes promotores, la localizacion fuera del
microambiente nuclear normal y por tanto, la imposibilidad para su unién con otros
genes diana, asi como la colocalizacidon con el CBFp dentro del nucleo y la reduccion
de su movilidad, lo que afecta la diferenciacién mieloide.*®%-12

Se describen diferentes variantes moleculares de la t(8;21), la mayoria relacionadas
con la parte del ETO dentro de la molécula.

- El mayor de los transcriptos A1-E1: codifica para una proteina de 752 aa. El resto
de las variantes son generalmente mas cortas:

- A1l-E9a: molécula truncada de 575 aa con pérdida de los dominios 3y 4. En
contraste con la variante mas grande, algunos autores plantean que esta molécula
por si sola tiene alto poder leucemogénico.>>*34

- Otra variante A1-El1la contiene un exoén alternativo al C-terminal, que codifica para
27 aa. La proteina derivada de esta variante reduce la actividad represora y tiene una
tendencia a la formacién de multimeros.*

- El exdn 6 del ETO da lugar a 2 transcriptos truncados los que codifican para
proteinas de 223 y 395 aa, respectivamente. La variante mas corta: A1-E 6a sh,

101
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana Hematologia, Inmunologia y Hemoterapia. 2014;30(2):98-107

presenta una pérdida de los 4 dominios, mientras que la mas larga A1-E 63,
retiene el dominio NHR-1.

- En modelos animales la variante AML1-ETO6ano es leucemogénica pero es capaz de
modular la actividad de la proteina de fusién mas larga.*

- Las dos variantes A1bETO y A1cETO también se han descrito en células leucémicas
humanas con una secuencia adicional en el primer exén AML1. Se han identificado
otras variantes de estas formas y los efectos finales en la expresion de los genes de
respuesta al AML1 van desde la represion hasta la activacion.®

MECANISMOS MOLECULARES RELACIONADOS CON EL AML1-ETO
EN LA TRANSFORMACION LEUCEMICA

Tanto la expresion de genes como la funcion ribosomal, estan afectadas en las células
con el AML1-ETO. La proteina de fusiéon reduce la reparacion del ADN que al
combinarse con una disminucién en la expresion del gen de supresion tumoral P53,
provoca un incremento del riesgo a nuevos eventos leucemogénicos.*

Estudios recientes en Drosophila describen que la molécula de fusion aumenta los
niveles de radicales libres de oxigeno, lo que incrementa el riesgo de desarrollar otras
anormalidades citogenéticas.!

Algunos investigadores han demostrado que el AML1-ETO actla como un represor
constitutivo por reclutamiento del complejo desacetilasa de histonas y esto interfiere
directamente con otros reguladores transcripcionales de la hematopoyesis, como el
C/EBPa.>°

La respuesta a factores de crecimiento hematopoyéticos, como el factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF), esta alterada, asi como la liberaciéon de
citocinas, expresion de receptores y probablemente desregulacion de las sefiales
intracelulares que involucran al tumor de Wilms (WT1). Estos eventos, junto con un
ciclo celular comprometido, pudieran alterar la capacidad proliferativa de las células.
Finalmente, la regulaciéon de la apoptosis esta afectada y las células muestran una
respuesta de activacion al estrés.!

La mayoria de estas alteraciones estan a favor del incremento de la proliferacién y
sobrevida de las células con una disminucion en la diferenciacion, pero la proteina de
fusiéon también tiene efectos opuestos, lo que pudiera explicar el hecho de que la
proteina de fusién aislada no puede inducir la transformacion leucémica.’

CARACTERISTISTICAS BIOLOGICAS DE LA LMA AML1-ETO
POSITIVA

Criterios diagnosticos

El criterio diagndstico general para la LMA es la presencia de mas del 20 % de blastos
en la médula 6sea. No obstante, la LMA con positividad del AML1-ETO muestra signos
morfolégicos de maduracion mieloide, por tanto, en algunos pacientes el conteo de
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blastos puede estar por debajo de este valor. Tales casos deben ser clasificados y
tratados como LMA y no como sindromes mielodisplasticos.**®

Caracteristicas morfoldgicas

Se ha descrito la presencia de esta alteracién molecular en el 10 al 22 % de los casos
de LMA con maduracion, correspondiente a la LMA M2 de la clasificacion FAB. Algunos
investigadores han encontrado esta alteracion molecular en otros subtipos
morfolégicos de LMA como M4, M5 y M6.®

La morfologia de las células leucémicas en este tipo de LMA se caracteriza por blastos
con citoplasma basoéfilo, frecuentemente numerosos granulos azuroéfilos que pueden
llegar a ser grandes (seudoChédiak-Higashi) y un halo perinuclear.

La presencia de bastones de Auer es comun y pueden ser detectados en los blastos o
en los neutréfilos inmaduros. También hay evidencia de maduraciéon con
promielocitos, mielocitos y neutréfilos maduros, signos de displasia, y en algunos
casos se destaca seudoPelger-Huet, incremento de los precursores eosinéfilos en
ocasiones, asi como basdfilos y mastocitos. Se acentla la presencia de granulos color
salmoén, vesiculas citoplasmaticas y vacuolas. Las series eritroide y megacariopoyética
son morfolégicamente normales.*™

En algunos casos se han descrito similitudes morfolégicas con la mastocitosis y un
incremento de los niveles de triptasa sérica, también en asociaciéon con mutaciones
del KIT.*

Inmunofenotipo

Los blastos expresan mieloperoxidasa y son tipicamente CD13+, CD34+, HLA-DR+.
Hay también signos inmunofenotipicos de maduracidén granulocitica con
subpoblaciones que expresan CD15 o CD65, eventualmente como parte de la
asincronia madurativa con expresion concomitante de CD34. La expresion aberrante
de marcadores linfoides como CD19, PAX5 y CD79a no es infrecuente. Se ha descrito
TdT+. El CD56 puede ser expresado por pacientes con mutaciones concomitantes del
KIT. 5248

Clinica

Algunos estudios indican mayor frecuencia de esta alteracion molecular en africanos
gue en americanos blancos.’ Las manifestaciones clinicas estan relacionadas, como
toda leucemia aguda, con la intensidad de las citopenias y la infiltracion extramedular.
El sarcoma mieloide esta descrito en pacientes con LMA y t(8;21); sin embargo,
estudios recientes califican como una alteracion citogenética relativamente rara en el
sarcoma mieloide, con una incidencia del 2 % al 3 % de los casos.*®

Los sarcomas pueden estar localizados en regiones infrecuentes, incluyendo tumaores
intracerebrales, intraespinales, abdominales con infiltracién ovarica, comprimiendo
plexos nerviosos, en el tejido 6seo o pulmonar, entre otros.*

La toma extramedular como la hepatoesplenomegalia, las adenopatias, la hipertrofia
gingival y el compromiso de piel y mucosas es menos frecuente en la LMA con la
t(8;21), comparada con otras variantes moleculares, incluso dentro de las leucemias
de tipo CBF.!
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Impacto prondstico

La t(8;21) en pacientes adultos estad usualmente asociada con un riesgo bajo de
recaida. Algunos autores plantean que no hay diferencias en la sobrevida global de los
pacientes con presencia de la translocacién sola o en combinacién con otras
anomalias citogenéticas y moleculares descritas al inicio. Sin embargo, otros
investigadores han planteado un peor prondstico cuando al AML1-ETO se asocia a
pérdidas del Y, alteraciones del KIT o del FLT3.%*°

En el caso de las mutaciones del KIT se plantea que aquellas que involucran el exén
17 estan asociadas a una menor sobrevida global y sobrevida libre de eventos.’
También se ha descrito que pacientes no blancos con t(8;21) y anomalias
citogenéticas adicionales (diferentes a las deleciones del 9q) tienen una sobrevida
global mas corta que aquellos con iguales caracteristicas, pero con la t(8;21) aislada o
combinada con deleciones del 99g. En contraste con lo anterior, aberraciones
secundarias no parecen tener influencia en la sobrevida global de los pacientes
blancos.*’

El conteo elevado de leucocitos al diagndstico y un pobre estado general se han
seflalado como otros elementos desfavorables, mientras que la administraciéon de una
consolidacién intensiva como parte del tratamiento se asocia a una mejor sobrevida.'

Investigaciones recientes describen como un factor pronéstico adverso la elevada
celularidad en la médula 6sea en pacientes con LMA y AML1-ETO.%°

En los pacientes pediatricos, el consenso general es que la presencia de dicha
alteracion molecular es un marcador pronéstico favorable, pero al igual que en los
adultos, algunos autores consideran de peor prondstico la combinacion del AML1-ETO
y las anomalias del KIT o del FLT3.* 3

PERFIL GENETICO Y EPIGENOMICO EN LA LMA AML1-ETO
POSITIVA

El perfil global de la expresién de genes en la LMA ha revelado subgrupos prondsticos
basados en marcadores genéticos. Estos perfiles globales se han estudiado en
pacientes con t(8;21), lo que permite predicciones con alta sensibilidad y
especificidad. De especial interés es el factor transcripcional POU4F1, importante en el
desarrollo embrionario del cerebro, pero sin ninguna funcién conocida en la
hematopoyesis normal o leucemogénica. Este gen esta sobrexpresado en la LMA con
t(8;21).

Se han identificado otros genes con reduccion de su expresién y alteraciones en la
regulacion; lo que puede explicar el incremento del dafio del ADN in vitro. Dentro de
los genes con disminucién en su expresion estan: CTSW, LCP1, CAPG y PLXNB2.!

También se ha demostrado que las células de pacientes con LMA y t(8;21) expresan
marcadores de microARN, una clase de pequefios acidos ribonucleicos no
codificadores, que estan involucrados en la regulacidon de proteinas vinculadas al ARN
mensajero. La mayoria de estos microARNs se han visto infrarregulados en la LMA
AML1-ETO positiva, excepto el miR126/126 que esta sobrerregulado. El miR126/126
puede inhibir la apoptosis, incrementar la viabilidad de las células e intensificar la
formacion de colonias.?*#?

104
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana Hematologia, Inmunologia y Hemoterapia. 2014;30(2):98-107

La pirina (PIR) es otro regulador transcripcional, cuya expresion esta disminuida o
silenciada en las células de pacientes con LMA y t(8;21).%®

La metilacién del ADN y las modificaciones de las histonas son importantes
mecanismos epigenéticos de la regulacidon de genes. Ambos mecanismos, tanto
aislados como en combinacién, participan en la transformacién y progresion maligna.
La LMA AML1-ETO positiva no esta exenta de estos fendmenos; sin embargo, algunos
autores confieren mayor relevancia a la expresion de genes.!

La presencia de la t(8;21) caracteriza a un subgrupo dentro de la LMA. En contraste
con otros pacientes, aquellos con presencia de esta alteracion molecular no requieren
del 20 % de blastos en la médula 6sea para considerarlos como LMA. La presencia de
este gen de fusion le confiere particularidades bioldgicas y clinicas a este subgrupo,
incluso dentro de las leucemias CBF. Las células leucémicas con esta mutacion
muestran un perfil de expresion de genes especifico asi como un perfil de micro ARNSs.
Usualmente hay un bajo riesgo de recaida de la enfermedad, fundamentalmente
después de una quimioterapia intensiva.
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