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OBJETIVOS

Objetivo General:

Determinar si el caso referido corresponde a una leucemia aguda de fenotipo mixto, utilizando
las herramientas del laboratorio clinico.

Objetivos Especificos:

o Analizar el diagnéstico por laboratorio del caso indice utilizando la clasificacion

morfoldgica, inmunolégica y citogenética, refiriendo la evolucion de la enfermedad.

e Evaluar si se cuenta con la informacion suficiente para determinar si se trata de un caso
de leucemia de fenotipo mixto segun lo estipulado por la clasificacion OMS 2008 de

neoplasias de tejido hematopoyético y linfoide.



RESUMEN

En México, las leucemias agudas (LA) son la principal causa de muerte asociada con el cancer.
Las cuales alcanzan una letalidad media anual de tres a cinco casos por cada 100,000
habitantes por afio y hay una tendencia notable al aumento del padecimiento (Ramirez y col.
2013; Ruiz, 2009).

Las LA se caracterizan por la proliferacion descontrolada de células inmaduras que
desplazan a la hematopoyesis normal. La falla de los mecanismos de control negativo del
crecimiento de la clona mutante casi siempre se debe a cambios en los genes reguladores, lo
que conduce a superproduccién sin sentido de células incapaces de madurar y funcionar
normalmente. Las células malignas individuales maduran con lentitud y de manera incompleta:
el tiempo de su ciclo celular a menudo es prolongado y la mayoria sobrevive mas que las
normales, sin cumplir con su misién ordinaria (Gonzalez y col., 2012; Ruiz, 2009).

Las leucemias agudas de estirpe ambigua abarcan aquellas leucemias que no muestran
evidencia clara de la diferenciacion en una sola estirpe. Incluyen leucemias con antigenos no
especificos a ninguna estirpe (leucemia aguda indiferenciada [LAI]) y aquellas con blastos que
expresan antigenos de mas de una estirpe en una cantidad tal que no es posible asignar la
leucemia a una cierta estirpe (leucemias agudas de fenotipo mixto [LAFM]) (WHO, 2008).

La LAFM es una enfermedad poco comun que ocurre entre el 5y 10% de las leucemias
agudas. Puede aparecer de novo o puede ser secundaria a una terapia citotdxica previa. Como
en otros tipos de leucemias los pacientes con LAFM usualmente presentan sintomas
resultantes de las citopenias. El conteo de blastos para el diagnostico no difiere de la LAM o la
LAL. Una LAFM se puede presentar a cualquier edad, incluyendo a infantes sin embargo es
mas comun en adultos. El prondstico de LAFM en adultos es peor que el de LAM o LAL y esta
mayormente asociado a la expresion de la glicoproteina P (Pgp). Las LAFM pueden ya sea
contener distintas poblaciones de blastos, cada una de diferente estirpe; una poblacién con
multiples antigenos de diferentes estirpes en la misma célula; o una combinacién (Azma y col.,
2006; WHO, 2008).

El diagndstico de las leucemias de estirpe ambigua se basa en el inmunofenotipo. La
citometria de flujo es el método preferido para establecer el diagndstico, especialmente cuando
el diagnéstico de LAFM es dependiente para demostrar la coexpresion de antigenos de
diferenciacion linfoide y mieloide en la misma célula. Los casos en los cuales el diagndstico
depende de la demostracion de dos poblaciones de células leucémicas distintas con un fenotipo

diferente pueden también ser establecido por inmunohistoquimica en secciones de tejido o con
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tinciones citoquimicas para mieloperoxidasa en frotis acoplado con citometria de flujo para
detectar las poblaciones leucémicas linfoides B o T (WHO, 2008).

El caso clinico que se presenta en este trabajo, inicia con un diagnéstico de leucemia
aguda linfoblastica tras presentar un cuadro clinico clasico para leucemias agudas. El paciente
recibe entonces tratamiento convencional para este padecimiento. Sin embargo, después de
unos meses, el diagndstico cambia a leucemia aguda mieloblastica, este cambio se establece
tras realizar inmunofenotipos que revelan blastos con fenotipos compatibles para LAM. Se
busca una opcion para llevar al paciente a remisién completa y se considera el transplante de
médula 6sea, razén por la cual se inicia la busqueda de un donador relacionado, el cual se
encuentra en uno de los hermanos del paciente con quien comparte dos haplotipos, sin
embargo el paciente decide no someterse al tratamiento.

Se inicia entonces tratamiento para LAM. En un momento de la enfermedad se logra
llegar a remision celular, lo cual genera esperanzas en el pronéstico del paciente. Sin embargo,
el cuadro clinico no mejora y después de volver a realizar los estudios correspondientes el
diagndstico vuelve a cambiar, esta vez se determina que se trata de una leucemia aguda de
fenotipo mixto B/mieloide.

Gracias al uso de las técnicas de laboratorio correctas se logra determinar la presencia
de una leucemia aguda de fenotipo mixto B/mieloide que cumple con los criterios de
clasificacion de la OMS del 2008 de neoplasias de tejido hematopoyético y linfoide.

Es de suma importancia el trabajo de laboratorio en conjunto con el médico para llevar a
cabo un diagndstico y seguimiento de las patologias hematolégicas, asi mismo, el quimico
clinico debe contar con una capacitacion, entrenamiento y experiencia en todos las areas de
laboratorio, desde el area basica, la pruebas llamadas especiales y hasta de alta complejidad,

esto, con la finalidad de brindar el mejor servicio posible.



INTRODUCCION

En México, las leucemias agudas (LA) son la principal causa de muerte asociada con el cancer.
Las cuales alcanzan una letalidad media anual de tres a cinco casos por cada 100,000
habitantes por ano y hay una tendencia notable al aumento del padecimiento (Ramirez y col.
2013; Ruiz, 2009).

Los conceptos clasicos definen a las LA como expansiones clonales de precursores
hematopoyéticos que han sufrido un bloqueo en su diferenciacion, reteniendo el fenotipo
correspondiente al nivel de diferenciacién en el que ésta detencion se ha producido. De manera
que en el caso de la leucemia aguda mieloblastica (LAM), las células proliferantes son
fenotipicamente similares a los precursores mieloides; mientras que en el caso de leucemia
aguda linfoblastica (LAL), la poblacion proliferante se asemeja a los progenitores linfoides B o T.
Los marcadores antigénicos son importantes para determinar el inmunofenotipo leucémico, y el
valor clinico y prondstico (Vargas, 1995).

En la mayoria de los pacientes con LA, los blastos pueden ser asignados
inequivocamente a una estirpe especifica, mieloide o linfoide (B o T); sin embargo
aproximadamente del 2 al 5% de los pacientes el origen de la estirpe permanece ambiguo,
incluso antes de una inmunofenotipificacion por citometria de flujo. Esto se explica de la
siguiente manera: las células madre pluripotenciales tienen la habilidad de diferenciarse en
multiples lineas celulares, por lo tanto pueden romper la fidelidad del linaje o presentar un
cambio de fenotipo. Este proceso lleva a la coexpresion de células leucémicas en antigenos
mieloides y linfoides en la misma célula. Histéricamente, una variedad de términos han sido
usados para describir estos casos, tales como leucemia de fenotipo mixto, leucemia aguda
hibrida, leucemia bilineal y leucemia bifenotipica (Relos y Rhea, 2010; Yan y col., 2012).

La edicibn mas reciente de la clasificacion OMS 2008 de neoplasias de tejido
hematopoyético y linfoide, ha establecido y publicado nuevos criterios para el diagnéstico de
leucemias agudas bifenotipicas. También ha adoptado una nueva definicion para ésta
enfermedad, ahora llamada leucemia aguda de fenotipo mixto (LAFM). El criterio anterior se ha
revisado para asegurar que se excluyan los casos “auténticos” de LAL o LAM con expresion
antigénica aberrante, LAM con anormalidades cromosomicas recurrentes o leucemia mieloide
cronica (LMC) en crisis blastica. Ademas, las neoplasias mieloides relacionadas a terapia y
LAM con caracteristicas relacionadas a mielodisplasia deben ser clasificadas como tal, incluso

cuando tienen inmunofenotipo de LAFM. En resumen, la definicion OMS de LAFM esta basada



en la expresion de antigenos estrictamente especificos T- linfoides (CD3 citoplasmaticos) y
mieloides (mieloperoxidasa -MPO-), que son revelados ya sea por citometria de flujo o
citoquimica ademas debe haber o no una clara evidencia de diferenciacién monocitica. Debido
a que no hay un solo antigeno especifico para células B, el linaje B se asigna, en las LAFM,
debido a una fuerte expresion de CD19 junto con otro marcador asociado a células B, en los
casos de expresion débil de CD19, deben expresarse también al menos tres marcadores de la
estirpe B (WHO, 2008).

La OMS reconoce dos categorias distintas de la patologia: LAFM con
1(9;22)(g34;911)/BCR-ABL1y LAFM con rearreglo t(v;11923)/MLL. Los casos anteriores se
designan como LAFM NOS (no especificado de otra manera, por sus siglas en ingles) (Matutes
y col, 2010).

La leucemia aguda de fenotipo mixto es un desorden raro que corresponde al 5% de las
leucemias agudas. Afectan tanto a adultos como nifos, incluyendo infantes, sin embargo,
parecen ser mas frecuentes en adultos. Hay una ligera predominancia en hombres. No se
muestra correlacion entre los inmunofenotipos y el género o edad. Morfolégicamente, las LAFM
son heterogéneas y la mayoria de los pacientes presentan ya sea LAL o LAM con o sin
caracteristicas de diferenciacion mieloide o monocitica. Es poco probable que se sospeche de
un diagndstico de LAFM debido a la morfologia excepto por un pequefio subconjunto en el cual
es evidente una poblacion distinta de blastos con caracteristicas ya sea linfoides o mieloides.
Debido a eso el diagndstico de LAFM siempre se basa en el inmunofenotipo, en exclusion por
citogenética en casos de LAM con anormalidades recurrentes y por morfologia que pauta la
presencia de antecedentes displasico (Matutes y col, 2010; Relos y Rhea, 2010).

No existe tratamiento estandar para la leucemia aguda de fenotipo mixto, por lo tanto no
se sabe si los pacientes deben ser tratados con los regimenes para LAM, LAL o una
combinacion (Relos y Rhea, 2010).

El reconocimiento de casos de LAFM con caracteristicas de células By T apoya el
modelo propuesto de la hematopoyesis de médula dsea en adultos donde un progenitor linfoide
comun (B y T) se encuentra presente. De acuerdo a esto los casos con inmunofenotipo B
Mieloide (B+My) y T Mieloide (T+My) concordarian con los descubrimientos documentados en
hematopoyesis fetal de ratones que sugiere la persistencia de un potencial mieloide en los
precursores linfoides tempranos By T, y la existencia de un progenitor multipotencial con
potencial de célula B, célula T vy granulocito/macréfago pero sin potencial

eritroide/megacarioblasto (Matutes y col, 2010).



ANTECEDENTES

Con el fin de comprender la LAFM, objeto de este estudio, se engloban los elementos mas

relevantes en la siguiente revision bibliografica.

Leucemias Agudas

Las leucemias agudas son neoplasias con un espectro bioldégico muy amplio en el que se
encuentran diversos factores clinicos, biolégicos y una gran serie de alteraciones moleculares
especificas que repercuten directamente en el prondstico. La causa precisa se desconoce; sin
embargo su origen es constituido por la proliferacién clonal, por medio de divisiones sucesivas,
a partir de una célula progenitora. La activacion de oncogenes (como MLL, MYC, ABL, BCL-2y
RAS), al igual que la formacién de genes quiméricos (como BCR/ABL, PML/RAR-a o
AML1/ETO), probablemente es multifactorial. Es posible que la exposicion a derivados del
benceno desemperie algun papel en la leucemogénesis, asi como la exposicién a radiaciones
ionizantes. Asi mismo, algunos virus pueden generar leucemias, entre ellos es posible
mencionar a los retrovirus. Por otro lado, los padecimientos en los que hay inestabilidad
cromosomica, como el sindrome de Fanconi, pueden culminar en leucemia aguda, y la
prevalencia de este tipo de leucemia es mayor en individuos con trisomia del cromosoma 21
(sindrome de Down) que en la poblacién general. Las LA secundarias al uso de sustancias
quimioterapéuticas para otras enfermedades son muy agresivas (Ramirez y col. 2013; Ruiz,
2009).

Definicion

Las leucemias agudas se caracterizan por la proliferacién descontrolada de células inmaduras
que desplazan a la hematopoyesis normal. La falla en los mecanismos de control negativo del
crecimiento de la clona mutante, casi siempre se debe a cambios en los genes reguladores, lo
que conduce a una sobreproduccion sin sentido de células malignas. Las células malignas

individuales maduran con lentitud y de manera incompleta: el tiempo de su ciclo celular a



menudo es prolongado y en su mayoria sobreviven mas que las normales, sin cumplir con su

mision ordinaria (Gonzalez y col., 2012; Ruiz, 2009).

Epidemiologia

En el mundo, la incidencia global de las leucemias agudas es de 4 por cada 100,000 habitantes
por afno; en paises desarrollados como Inglaterra y EUA las tasas de incidencia para LAM son
de 1.75 por cada 100,000 habitantes por afo y 2.5 por cada 100,000 habitantes por afo,
respectivamente. En EUA la incidencia anual de LAL en menores de 15 afios es de 3.3 por cada
100,000 habitantes por afio y llama la atencién que el grupo de latinos en Los Angeles (EUA)
tiene la mayor tasa de incidencia. Hay un estimado de 274,930 personas viviendo en remisién
de leucemia en EUA. Asi mismo, existen aproximadamente 31% mas hombres que mujeres
viviendo con leucemia. (Crespo, 2010; LLS, 2012).

Laincidencia de leucemia es mayor entre caucasicos (13.1 por cada 100,000 habitantes
por afo); laincidencia disminuye entre las poblaciones asiaticas y de las Islas del Pacifico (7.3
por cada 100,000 habitantes por afio) y en poblaciones Indoamericanas y nativos de Alaska (7.6
por cada 100,000 habitantes por afo) (LLS, 2012).

En México, el Registro Histopatoldgico de Neoplasias Malignas (RHNM, 2011), reporta
una incidencia anual de las LA en la poblacidén general de 2 por cada 100,000 habitantes; para
LAL esta cifra es de 1.3 por cada 100,000 habitantes por afio, y para LAM es de 0.7 por cada
100,000 habitantes por afio (Crespo, 2010; Tirado y Mohar, 2007).

La leucemia aguda es el tipo de cancer mas recurrente en menores de 15 afos; enla
ciudad de México representan alrededor de 40 % de todas las neoplasias, mientras que en
otros paises constituyen entre 30y 34%. De 1980 al 2008 en México se observa una tendencia
muy marcada a la alta en la mortalidad con tasas de 26 a 628 muertes por cada 100,000
habitantes por afo, representando un incremento en la tasa de mortalidad del 140%. La
mortalidad por leucemia muestra un importante problema de salud publica en entidades con las
mas altas tasas de mortalidad como: Tabasco, Yucatan, Baja California Sury Veracruz. A nivel
nacional la leucemia representa el 5.6% de las muertes por tumores malignos y el 0.7% sobre el
total de defunciones (DGE, 2011).

Las diferencias en las tasas de mortalidad entre paises desarrollados como EUA e
Inglaterra y México podrian explicarse por limitaciones en el registro de casos de leucemia en
México, debido a la falta de exactitud implicita en los diagndsticos de algunos certificados de

defuncion; asi como las caracteristicas socioeconémicas del pais. Es posible que en zonas



rurales, alejadas de centros de atencion de tercer nivel, no se registren los casos de LA en
ancianos o exista dificultad para el diagnéstico diferencial entre LAM y LAL, ya que se requiere
estudios especializados de citometria de flujo, citogenética convencional y genética molecular
(Crespo, 2010).

De forma general, tanto en México como en los paises desarrollados la LAL es el cancer
mas frecuente en la infancia y hasta la edad de 14 afios, mientras que la leucemia aguda
mieloblastica, es mas frecuente durante la adultez y en especial en adultos mayores. A pesar de
que la LAM es una enfermedad de adultos mayores (mediana de edad 64 afos), existen
reportes en México con edades de presentacion cercanas a 45 afos lo que podria dar la
impresion de que en nuestro pais la edad de presentacién es menor; sin embargo, otros autores
ya han establecido la hipotesis de un sesgo de referencia debido a que la mayoria de las
publicaciones incluyen pacientes menores de 60 anos y que posiblemente las personas
mayores de 60 afos no sean referidas a niveles de atencién terciaria (Crespo, 2010; Ramirez,
2013).

Manifestaciones Clinicas

Las leucemias agudas son enfermedades que progresan rapidamente si no son tratadas a
tiempo. Cuando las células anormales o leucémicas crecen en médula 6sea y en sangre
periférica, hay menos lugar para las células blancas sanas, las células rojas y las plaquetas, lo
que puede provocar la aparicion de los sindromes hemorragico, anémico o infiltrativo,
aisladamente o en combinacién. La hemorragia puede deberse a trombocitopenia (por invasion
leucémica de médula 6sea) o a coagulopatia por consumo, como en casos de leucemia
promielocitica. La anemia se debe también a invasion tumoral de médula ésea y habitualmente
es mas grave en la leucemia aguda linfoblastica. El sindrome infiltrativo supone crecimiento de
ganglios, bazo o higado. Las células leucémicas pueden extenderse fuera de la sangre a otras
partes del cuerpo, incluyendo el cerebro, la piel y las encias. (LLS, 2012; Caceres, 2011; Ruiz,
2009).

Pronéstico
A pesar de los avances en la biologia molecular y el descubrimiento de diversas alteraciones

citogenéticas aisladas o recurrentes, la edad sigue siendo la principal variable prondstica

individual en pacientes con leucemia aguda linfoblastica y mieloblastica. La cuenta de leucocitos



al diagnostico es otra variable prondstica a considerar, en situaciones de hiperleucocitosis
(cifras casi siempre mayores de 100 x 103/mcL) pueden condicionar complicaciones como:
leuco-estasis, sindrome de lisis tumoral y coagulacién intravascular diseminada. Sélo del 5 a
30% de las leucemias agudas se manifiestan con hiperleucocitosis, situacion que puede
convertirse en una urgencia hematolégica. La insuficiencia respiratoria, la hemorragia
intracraneal y las anormalidades metabdlicas son los principales factores asociados con la
mortalidad (Ramirez, 2013).

Diagnéstico
Para realizar un diagnéstico oportuno se debe clasificar correctamente la leucemia. En base a la
experiencia se ha determinado que la clasificacion mas adecuada para ese fin es la clasificacién
morfoldgica, inmunoldgica y citogenética (MIC).

Clasificacion MIC. El aspirado de médula 6sea es parte de los estudios diagndsticos
que se realizan a pacientes con sospecha de leucemia. La mejor clasificacion que puede

efectuarse de una LA es la clasificacion MIC.

Clasificacion morfolégica. En 1976, un grupo de investigadores estimulados por la

necesidad de un esquema que identificara los criterios morfolégicos y sirviera para
correlacionarlos con el prondstico de la enfermedad proponen la llamada clasificacion FAB
(franco-americana-britanica) la cual divide a las leucemias agudas en once tipos, tres de estirpe
linfoide y ocho de estirpe mieloide. Esta clasificacién morfoldgica de las leucemias agudas es la
unica que debe considerarse actualmente (Ruiz, 2009).

Se examina la morfologia celular observando los frotis de sangre periféricay médula
6sea usando las tinciones de rutina de laboratorio (May-Grinwald-Giemsa o Wright-Giemsa).
Se recomienda contar al menos 200 leucocitos en sangre periférica y 500 células nucleadas en
médula 6sea. Para el diagnéstico de leucemia aguda mieloblastica se requiere contar 20% o
mas blastos, excepto para aquellas leucemias agudas mieloblasticas con t(15;17), 1(8;21),
inv(16) o t(16;16) y algunos casos de eritroleucemia. Los mieloblastos, monoblastos y
megacarioblastos se incluyen en el conteo de blastos. En LAM con diferenciacion monocitica o
mielomonocitica, se cuentan monoblastos y promonocitos como blastos, pero no los monocitos
atipicos. Los eritroblastos no son contados como blastos excepto en el caso raro de leucemia
eritroide (Déhner, 2010).



Cuando se emplea la morfologia pandptica convencional como medio uUnico para
efectuar la clasificacion de las leucemias agudas, se pueden cometer errores diagnosticos, y en

consecuencia terapéuticos (Ruiz, 2009).

Tabla1. Clasificacion morfologica de las leucemias agudas

Leucemias agudas linfoblasticas Leucemias agudas mieloblasticas

LA-MO: mieloblastica diferenciada
LA-L1: linfobldstica “tipica” minimamente

LA-M1: mieloblasticainmadura

LA-M2: mieloblastica madura

LA-L2: linfobl3stica “atipica” -
LA-M3: promielocitica hipergranular

LA-M4: mielomonoblastica

LA-M5: monoblastica pura

LA-L3: ida al linf de Burkitt
parecidaal linfoma ae burki LA-M6: eritroleucemia

LA-M7: megacrioblastica

LA-L: Leucemia aguda linfoblastica; LA-M: Leucemia aguda mieloblastica (Ruiz, 2009).

Clasificacion _inmunolégica Mediante los métodos inmunolégicos es posible reconocer

antigenos en la membrana o en el citoplasma de las células, algunos de los cuales son
especificos para diferentes poblaciones celulares. Para identificar dichos antigenos se dispone
de heteroantisueros contra inmuglobulinas de superficie o citoplasmaticas y de multiples
anticuerpos monoclonales que identifican antigenos citoplasmicos o membranales. Algunos
anticuerpos monoclonales pueden ser especificos para una determinada linea celular e incluso
para un estadio concreto de maduracién; otros, sin embargo, detectan antigenos mas
ampliamente distribuidos. La seleccion apropiada de un grupo de anticuerpos monoclonales y
de otros marcadores convencionales permite establecer el origen de la mayoria de las
leucemias, siendo de gran ayuda en aquellos casos en que los datos morfologicos y
citoquimicos no son concluyentes (Ruiz, 2009).

Para determinar el inmunofenotipo se usa citometria de flujo multiparamétrica
(comunmente al menos 3 a 4 colores). No existe un consenso general sobre el punto de corte
para considerar una leucemia aguda como positiva para un marcador. Para la mayoria de los

marcadores un criterio comunmente usado es 20% o mas de las células leucémicas expresando
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el marcador, mientras que para ciertos marcadores seleccionados ej. CD3 citoplasmatico,
MPO, TdT, CD34, CD117 (en el caso de la leucemia aguda mieloblastica) se aplica un punto de
corte mas bajo (10%) (Déhner, 2010).

En la tabla 2 se observa la clasificacién inmunoldgica elaborada por un grupo de
hematologos latinoamericanos, simplificada y adaptada a las limitaciones econémicas de los
paises en desarrollo. Emplea pocos anticuerpos monoclonales y clasifica a las leucemias
agudas en solo tres variedades de repercusion prondstica y terapéutica bien definidas: leucemia
aguda linfoblastica B, leucemia aguda linfoblastica T y leucemia aguda mieloblastica, con dos

estadios de maduracion para cada variedad (Ruiz, 2009).

Tabla 2. Clasificacion inmunolégica para latinoamérica

Leucemia Variantes Ac. obligados Ac. opcionales
CD7, CD3c,
LALT Ninguna CD2, CD34,
CD45,Y I dl
Pro-B CD79a, CD19,
B comun 19 g’s, cadenas
Sale ProB u, ILADR, Id1, | ©D20yCD38
B CD34, Y CD45
MPOc, CD13,
. . LAM 15:17 + CD117, CD34,
Mieloblasticas LAM 15:17 - CD15, HLA-DR y CD36 y CDo64
CD45

Ac= anticuerpo; LAL T= leucemia aguda linfoblastica T; LAL B= leucemia aguda linfoblastica B; LAM=
leucemia aguda mieloblastica; CD= Cumulo de difernciacién (cluster designation); Ig's= inmunoglobulina
de superficie; TdT= transferasa de desoxinucleétidos terminales identificada por anticuerpo monoclonal;

MPOc = mieloperoxidasa citoplasmica identificada por anticuerpo monoclonal (Ruiz, 2009).

Clasificacion citogenética. Se deben realizar analisis citogenéticos completos de

médula 6sea al momento de la evaluacion inicial para establecer el perfil citogenético y después
por intervalos regulares para detectar cualquier evidencia de evolucion genética. En algunos
casos las técnicas de reaccién en cadena de la polimerasa — transcriptasa reversa (RT-PCR)
y/o Hibridacion In Situ Fluorescente (FISH) pueden detectar re-arreglos genéticos que estan
presentes en baja frecuencia o no se observan realizando solamente un cariotipo. Se han
encontrado algunas correlaciones entre las anomalias cromosémicas y el tipo de leucemia
aguda (WHO, 2008; Ruiz, 2009).
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En las LAL, una alteracion cromosémica frecuente es el cromosoma Filadelfia:
t(99+;22g-) (q34.1;q11.2), que produce también un gen quimérico llamado BCR/ABL que
codifica la sintesis de las proteinas p190, caracteristica de leucemia aguda linfoblastica y p210,
de leucemia mieloide crénica, ambas con funcién de tirosina quinasa. El cromosoma Filadelfia
aparece en 2% de los enfermos de leucemia aguda linfoblastica infantil e incluso en 25% de los
casos adultos; su presencia se ha asociado con prondstico sombrio (Ruiz, 2009).

De las alteraciones unicas en LAM, pueden sefialarse: la alteracién cromosomica t(4:11)
(921;923) de LAM-M4 (mielomonoblastica), la alteracion cromosdmica t(8;21)(q22.1;922.3) de
LAM-M2 (mieloblastica con maduracion), la alteracion cromosomica {(15;17) (q22;911.2) en
LAM-M3 (promielocitica) y la alteracién cromosémica inv(16) (p13.2922) en LAM-M4Eo
(mielomonoblastica con eosinofilia). La respuesta al tratamiento en LAM es mejor en sujetos

quienes no presentan alteraciones cromosémicas (Ruiz, 2009).

Leucemia Aguda Linfoblastica

Definicion

La leucemia aguda linfoblastica (LAL) es una neoplasia que se caracteriza por una proliferacion
celular descontrolada dependiente de precursores linfoides B o T. El principal sitio de infiltracion
en pacientes con LAL es el sistema nervioso central; éste, junto con las gbénadas, se considera
dentro de los 6rganos santuario para células leucémicas. Su tratamiento se basa en bloques
secuenciales de quimioterapia y, en caso de contar con un donador HLA-compatible, trasplante
alogénico de progenitores hematopoyéticos realizado durante la primera remision (Ramos y col.
2011).

Epidemiologia

La incidencia de la leucemia aguda linfoblastica se ha incrementado a 30.9% en un lapso de 40
afnos. Es una enfermedad principalmente de nifios y adolescentes, sin embargo un segundo
pico mas pequefio se observa en mayores de 70 afos. En relacién con la raza, la LAL es mas
frecuente en poblacién blanca que negra con razén 10:6, y en los EEUU se observa con mayor

frecuencia entre los latinos de Los Angeles. (Redaelli 2005; Gonzalez y col., 2012).
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Manifestaciones Clinicas

Tener en cuenta que se presentan alteraciones en los paraclinicos que son comunes a ambos
linajes que incluyen leucocitosis con neutropenia, anemia y trombocitopenia variables,
elevaciones de 4&cido urico, creatinina, calcio y fosfato, con disminucion del nivel de

inmunoglobulinas circulantes (Redaelli 2005).

Pronéstico

La tasa de remisiones completas es variable; en general, es superior a 80% pero con
supervivencias incluso inferiores a 47% a cinco afos. La mortalidad ha sido calculada en 0.5
por cada 100,000 habitantes por afo ajustado por edad, con ligero incremento en el género
masculino con 0.6 por cada 100,000 habitantes por ano (Ravindranath 2003; Redaelli 2005;
Ramos y col. 2011).

La leucemia aguda linfoblastica B es generalmente, una leucemia de buen prondstico.
Las caracteristicas genéticas son importantes pero resultan heterogéneas si se tienen en
cuenta otros factores. Es conocido que el cromosoma Filadelfia es de pobre prondstico; sin
embargo, la mayoria de nifios entre 1-9 afos, Filadelfia positivos, son curados con
quimioterapia sola. La t(4;11) es de pobre prondstico en nifios menores de 1 afio, no asien
mayores de esta edad. Factores predictivos para remisién durable y supervivencia prolongada
son edad entre 4 y 10 afios, hiperploidias (54-62 cromosomas) con trisomias 4, 10 y/o 17,
alteraciéon cromosomica t(12;21)(p13;q22) y conteo normal o bajo de leucocitos al diagndstico
(Brunning 2001, Rubnitz 2003).

En protocolos pediatricos de leucemia aguda linfoblastica T, se trata como enfermedad
de alto riesgo, y en adultos el manejo es similar a otros tipos de LAL. Previo al advenimiento de
los actuales protocolos terapéuticos el prondstico fue desfavorable, pero actualmente, es
comparable con LAL-B. Se han establecido 4 alteraciones citogenéticas de importancia
prondstica, siendo favorable el gen de fusion MLL-ENL y la expresién de HOX11, mientras que
la activacion de TAL1 y LYL1 confieren mal prondstico, asi como la expresion de HOX11L2.
(Brunning 2001, Rubnitz 2003).
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Diagnéstico

Morfologia. Los linfoblastos en frotis y extendidos varian desde blastos pequefios con
escaso citoplasma, cromatina nuclear condensada, y nucléolo minimo, hasta células mas
grandes con cantidad moderada de citoplasma azul claro-gris azulado, ocasionalmente
vacuolado, cromatina nuclear dispersa, y nucléolos prominentes multiples variables. Granulos
azurdfilos dispersos estan presentes en algunos linfoblastos en aproximadamente 10% de los
casos. Estos hallazgos se pueden correlacionar con anormalidades genéticas
1(9;22)(q34;911.2). En algunos casos, los linfoblastos tienen pseudépodos citoplasmaticos
(células en espejo de mano). En biopsias de médula 6sea, los linfoblastos son relativamente
uniformes en apariencia, con nucleos redondos, ovales o indentados. Los nucléolos
variablemente son prominentes, aunque usualmente minimos o indistintos. La cromatina esta

finamente dispersa. El nimero de figuras mitéticas usualmente varia (Brunning 2001).

Inmunofenotipo

Leucemia aquda linfoblastica de precursores B. Los linfoblastos son

deoxinucleotidiltransferasa terminal positivos (TdT+), HLA-DR positivos, y casi siempre positivos
para CD19, CD79a citoplasmica y CD38. Son positivos para CD10 y CD24 en la mayoria de
casos; en casos con alteracion cromosomica t(4;11)(q21;923) son usualmente CD10 negativos
y frecuentemente CD24 negativos. Hay expresion variable de CD20 y CD22. CD45 puede estar
ausente. La expresion citoplasmica de CD22 es considerada especifica de linaje. Los antigenos
mieloides CD13 y CD33 pueden ser de expresion aberrante (Brunning 2001).

El grado de diferenciacion de los linfoblastos del linaje B tiene correlacion clinica y
genética. En el estadio mas temprano (precursor temprano), los blastos expresan CD19, CD79a
y CD22 citoplasmaticos, y TdT nuclear. En el estadio intermedio, los blastos expresan CD10.
Estos dos estadios representan la mayoria de casos de leucemia (50-70%). Entre 20-30% de
los casos corresponden con el estado de diferenciacion mas maduro: preB, los blastos
expresan cadenas mu citoplasmica (cyt-u). Es caracteristica la ausencia de inmunoglobulina de
superficie, pero su presencia no excluye el diagnéstico de LAL-B, puesto que entre el 2-3% de

estas neoplasias presentan esta caracteristica y son CD20+ (Chan 2002, Brunning 2001).

Leucemia aguda linfoblastica de precursores T. Los linfoblastos en LAL-T expresan
TdT y niveles variables de CD1a, CD2, CD3, CD4, CD5, CD7 y CD8. De éstos, CD7 y CD3
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citoplasmatico son mas frecuentemente positivos, y sélo CD3 es considerado especifico de
linaje. CD4 y CD8 son frecuentemente coexpresados en blastos, y CD10 puede ser positivo. Se
ha observado expresion en algunos casos de CD79a. Es frecuente encontrar expresion
aberrante de antigenos mieloides CD13 y/o CD33, y en raras ocasiones CD117 (c-kit), sin que
su presencia excluya el diagnéstico. Los linfoblastos T pueden mostrar re-arreglos del gen del
receptor T (TCR), pero esto no es especifico de linaje (Brunning 2001).

Estas neoplasias pueden ser estratificadas acordes a los diferentes estados de
diferenciacion intratimica (CD3 citoplasmatico, CD2 y CD7 son tempranamente expresados,
seguidos por CD5 y CD1a, seguido por CD3 de membrana). Algunos estudios han
correlacionados esos estados de diferenciacion con prondstico, pero no se ha logrado
establecer las alteraciones genéticas especificas. Otros marcadores de inmadurez como HLA-

DR y CD38 son usualmente expresados (Brunning 2001, Chan 2002).

Genética. Las alteraciones genéticas son marcadores prondsticos importantes,

detectandose hasta en el 75% de las leucemias agudas linfoblasticas.

Leucemia aquda linfoblastica de precursores B. Las alteraciones citogenéticas en

neoplasias de precursores B se consideran en varios grupos: hipoploidias, hipodiploidias
<50, hiperdiploidias >50, translocaciones y pseudodiploidias: LAL- t(9;22)(q34;911.2);
BCR/ABL, LAL- (v;11923); rearreglo MLL, LAL- t(12;21)(p13;922); TEL/AML1, LAL-
t(1;19)(q23;p13.3); PBX/E2A, LAL- hipodiploide, LAL- hiperdiploide >50 (Brunning 2001;
Chan 2002; Rubnitz 2003).

Leucemia aquda linfoblastica de precursores T. Hasta en un tercio de las neoplasias

se han detectado translocaciones en locus del receptor T delta y alfaen 14q11.2, locus beta en
7935, y locus gamma en 7p14.15, con una variedad de genes emparentados. Los genes
incluyen los factores de transcripcion MYC (8g24.1), TAL1 (1p32), RBTN1 (11p15), RBTN2
(11p13) y HOX11 (10g24) y la tirosina quinasa citoplasmica LCK (1p34.3). En la mayoria de
casos esas translocaciones conducen a una desregulacién de la transcripcion de los genes
emparentados por yuxtaposicion con la region reguladora del locus del receptor de células T. En
cerca del 25% de casos de LAL-T el locus TAL1 es desregulado por una delecion en su region

regulatoria 5’ mas que por la translocacion. La delecion 9p, resultante en la pérdida del gen
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supresor tumoral CDKN2A (inhibidor de la CDK4), ocurre con mas frecuencia en LAL-T
(Brunning 2001).

Leucemia Aguda Mieloblastica

Definicion

La leucemia aguda mieloblastica (LAM) resulta en un crecimiento exagerado de la progenie
mieloide en médula 6sea. Clinicamente, se reconoce como un desorden heterogéneo, sin
embargo es el resultado de dos perturbaciones en la hematopoyesis: un incremento en funcion
de la proliferacion y un descenso en la funcion de diferenciacion. Sigue siendo una de las

lesiones malignas hematoldgicas mas dificiles de tratar (Caceres, 2011).

Epidemiologia

La leucemia aguda mieloblastica ya no es vista por los hematélogos-oncélogos modernos como
una entidad aislada sino como un grupo heterogéneo de enfermedades con implicaciones muy
particulares en cuanto a la epidemiologia, biologia, tratamiento y pronéstico (Aguayo, 2013).

Sin embargo se consideran los siguientes valores: La LAM representa el 13.9% de los
casos nuevos de leucemia en México, con una letalidad de 19%, siendo mas frecuente en
pacientes masculinos (56.9%). Se reporta como el tipo histolégico mas frecuente el tipo M4 de
la clasificacion FAB con el 22.6% de los casos (CeNSIA, 2008).

Manifestaciones Clinicas

Los sintomas y signos clinicos que presentan los pacientes con LAM se deben generalmente a
la insuficiencia medular, secundaria en parte a la infiltracion de la médula ésea por los blastos y
también a un bloqueo de la diferenciacion mieloide. Por otro lado, otros sintomas pueden
explicarse por la invasion de organos extramedulares, por la existencia de coagulopatia, de
leucostasis o bien por trastornos metabdlicos relacionados con la proliferacion (Camés, 2007).
Los pacientes con LAM se caracterizan por presentar un cuadro clinico de corta
evolucién, asociado a sintomas como fiebre, pérdida de peso, petequias, equimosis, purpura y
diaforesis profusa. Puede cursar con visceromegalia, linfoadenopatia, compromiso de piel y

gingival (Quintero, 2006).
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Pronéstico

Los principales factores clinicos que influyen en el tratamiento de la leucemia aguda
mieloblastica son la edad, la cifra de leucocitos al diagndstico y el que se trate de una leucemia
aguda de novo o secundaria. La edad superior a 50-60 afios es un factor independiente de mal
pronostico (Déhner H, 2010). Los pacientes jovenes tienen mas probabilidades de alcanzar la
remision completa que los de edad avanzada, sobre todo porque la mortalidad en induccién y
durante el tratamiento post-remision es menor. Ademas, la edad avanzada se asocia de forma
mas frecuente a cariotipos complejos y a mayor resistencia a la quimioterapia (Perea, 2011).

El mal prondstico de las leucemias agudas mieloblasticas secundarias viene dado en
muchos casos por su asociacion a complicaciones citogenéticas de mal pronéstico, en particular
anomalias de los cromosomas 5 y 7 en pacientes previamente tratados con alquilantes, y
deleciones del brazo largo del cromosoma 11 en pacientes tratados con inhibidores de la
topoisomerasa Il (Perea, 2011).

Los subtipos morfolégicos M6 y M7 también se consideran de peor prondstico
probablemente por su asociacion mas frecuente a complicaciones citogenéticas desfavorables
(Perea, 2011).

Diagnéstico

Morfologia. Ocasionalmente, puede no observarse blastos en sangre periférica por
hallazgo de pancitopenia o bicitopenia (Quintero, 2006).

En la serie granulocitica hay tres tipos de blastos que se diferencian por la cantidad de
granulos:

Tipo I: sin granulos, son los mas indiferenciados; se observan, generalmente, enla LAM
minimamente diferenciada.

Tipo II: con 20 granulos en el citoplasma.

Tipo Ill: con mas de 20 granulos en el nucleo y citoplasma.

Por lo general los blastos presentan tamafio grande (10-18 micr), relacion nucleo-
citoplasma moderadamente baja (1:2), citoplasma azul claro, pueden o no tener bastones de
Auer (depende de la leucemia), vacuolas pueden o no estar presentes, membrana nuclear

irregular, cromatina laxa, de dos a cuatro nucléolos prominentes (Quintero, 2006).
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Inmunofenotipo. Los principales anticuerpos para las leucemias agudas mieloblasticas
son: MPO, HLADR, CD34, CD33, CD13, CD15, CD11, CD14, CD41, CD61, glicoforina A
(Quintero, 2006).

Genética. Mas de la mitad de los pacientes adultos con LAM presentan aberraciones
cromosoémicas recurrentes, como las translocaciones reciprocas, inversiones, deleciones,
trisomias y monosomias. Hoy en dia se considera que el cariotipo en el momento del
diagnéstico es el factor prondstico mas importante en el paciente con LAM (Grimwade, 1998;
Slovak, 2000; Mrozek, 2004).

El grupo de LAM consideradas de buen prondstico incluye la leucemia aguda
promielocitica (LAP) y las leucemias con translocaciones que involucran al core-binding factor
(CBF). La LAP presenta la translocacion t(15;17) (g22;921), que produce la fusién de los genes
PML y RARa. Las leucemias CBF estan constituidas por la LAM con translocacion t(8;21)
(922;922) y la LAM con inv(16)(p13;922) o mas raramente t(16;16)(p13;922). En estas
leucemias se halla involucrada alguna de las dos subunidades, alfa y beta, respectivamente, del
CBF, un factor de transcripcion fundamental en la regulacion de la hematopoyesis normal
(Perea, 2011).

El amplio conjunto de leucemias que integran el grupo prondstico intermedio, con una
supervivencia de alrededor del 30-40% con los protocolos terapéuticos actualmente empleados,
es heterogéneo (Camds, 2007).

La presencia de un cariotipo complejo, la delecion o monosomia de los cromosomas 5
y/o 7 y las anomalias del cromosoma 3q definen un grupo de LAM de pronéstico desfavorable.
Este grupo de leucemias se caracterizan por una pobre respuesta a la quimioterapia y un alto

riesgo de recaida, lo que se traduce en una supervivencia inferior al 20% (Grimwade, 1998).

Leucemia Aguda de Fenotipo Mixto

Los primeros reportes publicados que mencionan la entidad de leucemias agudas bifenotipicas
(ahora conocidas como leucemias agudas de fenotipo mixto) datan de los 80s, después de la
aparicion de los primeros anticuerpos monoclonales y su aplicacion en la definicion de células
leucémicas. En estas primeras publicaciones ya se hacia referencia a la posible existencia de
una célula leucémica totipotencial capaz de diferenciarse en célula mieloide y linfoide (Béné,
2009; Matutes y col, 2010).
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Se cree que una vez que la célula esta destinada a una estirpe dada, su camino debe
ser guiado por combinaciones precisas de factores de transcripcién de dicha estirpe y de
modificaciones epigenéticas de la cromatina. Sin embargo, considerando que la hematopoyesis
implica un didlogo continuo entre las células en desarrollo y sefiales del microambiente que las
rodea, la naturaleza unidireccional e irreversible del proceso ha sido cuestionada por un nimero
de investigaciones que muestran la redireccion del destino celular a través de varias
manipulaciones, demostrando la plasticidad de las células progenitoras primarias (Dorantes,
Pelayo 2012).

Vargas publica en 1995 que esta heterogeneidad lineal se explica en primer término
como reflejo de la expresién de un gen aberrante; en segundo lugar, por la transformacién
maligna de células progenitoras pluripotenciales capaces de diferenciarse en serie mieloide o
linfoide, o finalmente, a la inmortalizacién de células progenitoras que coexpresan
caracteristicas de ambas lineas. Ademas las clasifica como leucemias agudas hibridas, término
que se utiliza para denominar aquellas leucemias en que sus blastos expresan caracteristicas
mieloides y linfoides, y las agrupa en dos entidades:

a) Leucemia mixta o bilineal: son aquellos casos de pacientes con leucemia aguda que
presentan una poblacion de blastos con caracteristicas mieloides y otra de blastos con
caracteristicas linfoides.

b) Leucemia aguda bifenotipica o leucemia aguda mixta: comprende las leucemias en
que soélo existe una poblaciéon de blastos, que expresa simultdneamente marcadores
antigénicos mieloides y linfoides. Se representan como LAM-Ly+ (leucemia aguda mieloblastica
con marcador linfoide), y LAL-My+ (leucemia aguda linfoblastica con marcador mieloide)
(Vargas, 1995).

En la edicion mas reciente de la clasificacion de tumores de tejidos hematopoyéticos y
linfoides de la OMS de 2008, se revis6é el grupo de LA donde los blastos muestran
caracteristicas de mas de una linea celular. Se ha determinado que un nombre mas certero
para las LA bifenotipicas es leucemias agudas de fenotipo mixto (LAFM). Estas estan
principalmente divididas de acuerdo a las anormalidades citogenéticas principales reportadas
en este tipo de pacientes. Conocidas como cromosoma Filadelfia, o traslocaciones de 11923y
del gen MLL. A pesar de estas aberraciones citogenéticas, las LAFM han sido divididas de
acuerdo a la mezcla de lineas celulares que desarrollan, por ejemplo en B/mieloide, T/mieloide
y tipos raros incluyendo aquellos de triple estirpe celular o coexpresion B/T. Otra novedad es

que ya no se hace una distincion entre casos bilineales donde coexisten dos tipos de blastos de
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diferente estirpe y células verdaderamente aberrantes que coexpresan marcadores exclusivos

normales (Béné, 2009).

Definicion

Las leucemias agudas de estirpe ambigua abarcan aquellas leucemias que no muestran
evidencia clara de la diferenciacion en una sola estirpe. Incluyen leucemias con antigenos no
especificos a ninguna estirpe (leucemia aguda indiferenciada LAIl) y aquellas con blastos que
expresan antigenos de mas de una estirpe en una cantidad tal que no es posible asignar la
leucemia a una cierta estirpe (leucemias agudas de fenotipo mixto LAFM). Esta ultima puede
ya sea contener distintas poblaciones de blastos, de cada una de las diferentes estirpes, una
poblacion con multiples antigenos de diferentes estirpes en la misma célula, o una combinacion
(WHO, 2008).

Aunque no se conoce la célula putativa que da origen a las LAFM, es posible que este
tipo de leucemias surjan de un progenitor hematopoyético temprano con el potencial de
diferenciarse en la estirpe mieloide o en la estirpe linfoide o raramente a una diferenciacion de
células B y T. Katsura en 2002, propuso un modelo de hematopoyesis con base mieloide, en el
cual la célula madre inicialmente genera progenitores comunes mieloeritroides y mielolinfoides.
Los progenitores de célula T y célula B, subsecuentemente surgen de progenitores
mielolinfoides comunes a través de los estadios mieloide T y mieloide B, respectivamente. Mas
recientemente, diversos estudios, demostraron que un numero substancial de precursores
tempranos de células T en el timo tienen potencial mieloide. Estos resultados proporcionaron
evidencia que apoya la suposicion de que la leucemia aguda de fenotipo mixto surge de una
célula progenitora pluripotencial, que después puede diferenciarse ya sea en el linaje mieloide o
en el linaje linfoide durante el desarrollo de la leucemia aguda (Katsura, 2002; Xu y col, 2009;
Matutes y col, 2010).

Epidemiologia

La leucemia aguda de fenotipo mixto es una enfermedad poco comun que ocurre entre el 5y
10% de las leucemias agudas, siendo del 2.4 al 3.7% casos en nifios. Pueden aparecer de novo
0 puede ser secundaria a una terapia citotéxica previa. Una LAFM se puede presentar a
cualquier edad, incluyendo a infantes, aunque es mas comun en adultos. Es dificil establecer

numeros reales de incidencia debido a los problemas para diferenciar este tipo de leucemias, a
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la calidad y numero de AcMo utilizados y al poco conocimiento que se tiene de las mismas
(Vargas, 1995; Gao, 2012; Azma y col., 2006).

Manifestaciones Clinicas

Como en oftros tipos de leucemias los pacientes con LAFM usualmente presentan sintomas

resultantes de las citopenias (Azma y col., 2006).

Prondstico

El pronédstico en adultos es peor que el de LAM o LAL y esta mayormente asociado a la
expresion de la glicoproteina P (Pgp). Se estima una sobrevida de 18 meses (Azma y col.,
2006; Gao 2012).

Diagnodstico

El diagndstico de las leucemias de estirpe ambigua se basa en el inmunofenotipo. La citometria
de flujo es el método preferido para establecer el diagnéstico, especialmente cuando el
diagnéstico de LAFM es dependiente para demostrar la coexpresion de antigenos de
diferenciacion linfoide y mieloide en la misma célula. Los casos en los cuales el diagnodstico
depende de la demostracion de dos poblaciones leucemias distintas con un fenotipo diferente
pueden también ser establecido por inmunohistoquimica en secciones de tejido o con tinciones
citoquimicas para mieloperoxidasa en frotis acoplado con citometria de flujo para detectar las

poblaciones leucémicas linfoides B o T (WHO, 2008).

Clasificacion

Es necesaria una cuantificacion de los patrones de expresion de algunos antigenos de
superficie y citoplasmaticos al asignar la estirpe para diagnosticar leucemias agudas de fenotipo
mixto y para detectar inmunofenotipos aberrantes que permiten la medicién de la enfermedad
residual minima. La determinacion del conteo de blastos por citometria de flujo no debe usarse
para sustituir la evaluacion morfolégica. Se requiere inmunofenotipo para establecer el
diagnéstico de LAM con diferenciacién minima, leucemia aguda megacarioblastica y leucemias

agudas de estirpe ambigua (Déhner, 2010).
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Antes de la publicacion de la clasificacion OMS del 2008, el diagndstico y la clasificacion
de LAFM se basaba en un sistema de puntuacion propuesto por el grupo europeo para la
clasificacion inmunologica de leucemias (EGIL). La clasificacion EGIL asigna sistematicamente
puntos a los principales antigenos que determinan la presencia de las lineas celulares. De
acuerdo a la clasificacion EGIL original las LAFM se definen cuando la puntuacion es mas de

dos puntos tanto para la estirpe mieloide y T- o B- linfoide (Azma y col, 2006).

Tabla 3. Sistema de puntuacion para la clasificacion EGIL

Puntos

Estirpe T-linfoide

Estirpemieloide  EstirpeB-linfoide

CD79a, Cyt IgM, CD3,CD3c, TCE

’ VPO CytCD22 aB, TCRyS
1 D13, CD33, CD65 | CD19, CD10, cp20 | D% P> D8,
CD10
CD14, CD15,
0.5 CD64. (D117 TdT,CD24 TdT,CD7, CD1a

MPO= myeloperoxidasa; TdT= desoxinucleotidil transferasa terminal; TCR= receptor de células T; CD=
Designacién de grupo (cluster differentiation). Se requieren mas de 2 puntos para asignar el linaje (Gao y
cols. 2012).

La organizacién mundial de la salud propone una clasificacion que define un subconjunto
de leucemias agudas basadas en las caracteristicas morfoldgicas y citogenéticas, incorporando
informacion nueva de estudios clinicos y cientificos, afiadiendo entidades que se han

caracterizado recientemente (Dorantes, Pelayo, 2012).

El componente mieloide de una LAFM puede ser reconocido por cualquiera de estas tres

maneras:

1. Cuando hay dos o mas poblaciones distintas de células leucémicas, una de
las cuales cumplira con el criterio de inmunofenotipo para leucemia aguda mieloblastica (con la
excepcion de que esta poblacion no complete el 20% de todas las células nucleadas).

2. Cuando hay una sola poblacién de blastos que por si solos cumplen con el
criterio para leucemia aguda linfoblastica B (B-LAL) o leucemia aguda linfoblastica T (T-LAL) y

los blastos ademas expresan mieloperoxidasa con su positividad mas frecuentemente
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demostrada por citometria de flujo en blastos co-expresando marcadores linfoides. Los
antigenos de estirpe mieloide CD13, CD33 y CD117 no son suficientemente especificos para
permitir la identificacion de una leucemia aguda de fenotipo mixto.

3. Cuando hay una sola poblacion de células que por si solas pueden cumplir
con el criterio de B o T-ALL en las cuales los blastos también muestran una evidencia
inequivoca de diferenciacion monoblastica: ya sea positividad difusa para esterasa no
especifica o expresion de mas de un marcador monocitico como CD11¢, CD14, CD36, CD64 o
lisozima. (WHO, 2008).

La primera de estas tres instancias debe ser previamente considerada como leucemia
bilineal mientras que las alternativas 2 y 3 representan lo que se puede llamar leucemia
bifenotipica. (WHO, 2008).

El componente T en una LAFM se reconoce por la fuerte expresion de CD3
citoplasmatico, ya sea en la poblacion entera de blastos o en una subpoblacién separada de
células leucémicas. Aunque es raro, el CD3 de superficie también indica la estirpe de células T.
La expresion de cCD3 es mayormente determinada por citometria de flujo usando fluoréforos
relativamente brillantes como la ficoeritrina o la aloficocianina, y debe ser brillante o casi tan
brillante como las células T residuales normales presentes en la muestra. La estirpe T puede
demostrarse también por la expresion de CD3 en blastos por inmunohistoquimica en biopsia de
médula ésea, aunque debe tomarse en cuenta que los anticuerpos polivalentes de células T
usados en la inmunohistoquimica también reaccionan con la cadena zeta () del receptor de
células T presente en el citoplasma de las células NK y es por lo tanto no absolutamente
especifico para células T. (WHO, 2008).

En contraste con lo que se describe con las estirpes mieloides y de células T, ningun
marcador es suficientemente especifico para indicar la diferenciacion de células B con certeza.
La diferenciacion de células B puede ser reconocida cuando hay una subpoblacién distinta de
células que por si mismas cumplen con el criterio para B-ALL. Cuando solamente esta presente
una poblacion de células, para asignar la estirpe B se requiere ya sea: 1) una fuerte expresion
de CD19 ademas de una fuerte expresion de al menos uno de los siguientes antigenos: CD10,
CD79a o cCD22 o 2) una expresion débil de CD19 ademas de una fuerte expresién de al
menos dos de los siguientes: CD10, CD79a y cCD22. Raramente un caso puede ser asignado
como de estirpe B incluso si CD19 es negativa. Se debe tener cuidado al momento del analisis
debido a la relativamente baja especificidad de CD10 y CD79a. (WHO, 2008).
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La clasificacion de la OMS puede llevar a una mejor identificacién de los casos de LAFM
cuando se incorporan los marcadores sugeridos, debido a que requiere menos marcadores, y
son mas especificos que las clasificaciones propuestas por puntuacion (Béné, 2009).

Los casos de LAFM basados en un criterio diagnostico pueden cambiar con el tiempo o
en la recaida a otro (leucemia bilineal), o viceversa. Ademas, siguiendo la terapia, puede
persistir la enfermedad o puede ocurrir una recaida de ya sea ALL o AML puras. Algunos casos

asi han sido llamados “cambio de estirpe” (WHO, 2008).

Tabla 4. Clasificacion OMS 2008 para la clasificacién de linaje ambiguo

Estirpe Antigenos

Mieloperoxidasa
o)
Mieloide Diferenciacién monocitica (al menos dos
de los siguientes: esterasa no especifica,
CD11c, CD14, CD64, lisozima)

CD3 citoplasmatico
T linfoide o}
CD3 de superficie

Fuerte expresion de CD19 y fuerte
expresionde al menos dos de los
siguientes: CD79a, CD22c, CD10

B linfoide 0

Débil expresion de CD19 y fuerte
expresion de al menos dos de los
siguientes: CD79a, CD22c, CD10

CD= Designacion de grupo (cluster designation); c= citoplasmatico, a= alfa (WHO, 2008).

Citogenética

Se cree que las LAFM estan relacionadas principalmente con alteraciones en los genes Ph 'y
MLL. En 2009 Xu y col. realizaron un estudio de 21 casos de LAFM en una poblacion china y
encontraron que la anormalidad cromosémica mas comun fue la translocacion (9;22) que
corresponde al cromosoma Filadelfia, la cual ocurri6 en 25% de los pacientes los cuales
mostraron co-expresion de lineas B linfoide y mieloide. La supervivencia media de estos 5

pacientes fue de 6.5 meses, lo que es menor tiempo que los pacientes con Ph negativo con la
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misma coexpresion de linajes celulares (6.5 meses contra 12 mese, p<0.05). Lo que sugiere
que el cromosoma Filadelfia puede ser un indicador de pobre prondstico para pacientes con
LAFM (Xu y col, 2009).

El gen de la leucemia de fenotipo mixto en el cromosoma 11923 es otro blanco frecuente
de las translocaciones cromosomicas y re-arreglos en la terapia relacionada a leucemia infantil
y adulta. Las translocaciones balanceadas resultan en la fusion del gen MLL con un nimero de
diferentes genes asociados, llevandolos a la produccion de nuevas proteinas quiméricas. La
homologia del gen mamifero MLL con el Trithorax de la mosca Drosophilia, junto con los
experimentos en modelos de ratdon y lineas celulares humanas, sugieren que la proteina MLL
funciona en la modificacién de la cromatina durante el desarrollo. Sin embargo, esto no parece
dirigir el papel de MLL en leucemia, debido a que uno de los dominios principales de cromatina
modificada (el grupo dominio histona H3 lisina 4 (H3K4) metiltransferasa) es excluido de las
proteinas de fusion MLL. Este problema ha sido resuelto recientemente por estudios de
diferentes laboratorios que demuestran que las proteinas de fusion MLL interfieren con la
elongacién al momento de la transcripcién para desregular la expresion de los genes blanco. Un
numero de estudios detallados han cubierto ya estos descubrimientos y su impacto en
aprovechamientos terapéuticos potenciales para leucemias con rearreglo MLL (de Boer J y col,
2013).

Entidades de LAFM

La clasificacion OMS 2008 de Neoplasias de tejido hematopoyético y linfoide, expone diferentes
entidades de LAFM que cumplen con criterios distintivos unas de otras. Estas entidades son

expuestas a continuacion.

Leucemia Aguda de Fenotipo Mixto con t (9;22) (q34;q11.2); BCR-ABL1

Definicion

Este tipo de leucemia cumple con el criterio para LAFM, teniendo ademas la presencia de la
translocacion t(9;22) o el rearreglo BCR-ABL1 en los blastos. Algunos pacientes con leucemia

mieloide cronica pueden desarrollar o incluso presentar una fase de blastos mezclados que
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cumpliria con el criterio para LAFM, sin embargo no se debe de dar el diagnostico de LAFM en

pacientes que se sabe que cursan con leucemia mieloide cronica (WHO, 2008).

Epidemiologia

A pesar de que se trata de la anormalidad genética mas recurrente en LAFM, es considerada
como una leucemia rara. Probablemente de menos de 1% de las leucemias agudas. Ocurre

tanto en ninos como adultos, pero es mas comun en estos ultimos (WHO, 2008).

Manifestaciones Clinicas

Los pacientes presentan manifestaciones clinicas similares a las de otros pacientes con
leucemia aguda. A pesar de que no hay suficientes estudios sobre el padecimiento, se cree que
presentan cuentas altas de células blancas, similares a los pacientes con LAL con cromosoma
Filadelfia (WHO, 2008).

Pronéstico

Este tipo de leucemia tiene un prondstico pobre, el cual parece ser peor que el de otros
pacientes con LAFM. No esta claro aun si el pronéstico es peor que el de los pacientes con LAL
con cromosoma Filadelfia, o si la terapia al ser distinta puede afectar el prondéstico. No se
conocen caracteristicas de los pacientes con este tipo de leucemia que puedan predecir el
pronostico. Se espera que el Imatinib y otros inhibidores de la proteina tirosina quinasa
similares, puedan ser utiles en el tratamiento de este tipo de leucemias; sin embargo, no existen

estudios suficientes que evidencien claramente su utilidad (WHO, 2008).

Morfologia

Muchos casos muestran poblaciones de blastos dimérficas, una parecida a linfoblastos y otra a
mieloblastos, aunque algunos casos no tienen caracteristicas distintivas. Generalmente no
muestran maduracién mieloide significativa, por lo que se debe tener precaucion al momento
del diagnoéstico en un caso de leucemia mieloide con maduracion que también expresa
marcadores linfoides, debido a que este patron puede observarse en pacientes con leucemia

mieloide cronica en fase de blastos (WHO, 2008).
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Inmunofenotipo

La gran mayoria de los casos tienen blastos que cumplen con el criterio para la estirpe B y la
estirpe mieloide, sin embargo, algunos casos cuentan con blastos T y mieloblastos. También se
ha reportado leucemia trifenotipica en raras ocasiones (WHO, 2008).

Genética

Todos los casos cuentan con 1(9;22) detectada por cariotipo convencional, o la translocacion

BCR-ABL1 detectada por FISH o PCR. Muchos casos tienen anormalidades citogenéticas

adicionales, y a menudo cuentan con cariotipos complejos (WHO, 2008).

Leucemia Aguda de Fenotipo Mixto con t(v;11q23); rearreglo MLL

Definicion

Es una leucemia que cumple los requerimientos para LAFM en la cual los blastos tienen,
ademas, la translocacion que involucra al gen MLL. Muchos casos con LAL con la translocacién
MLL expresan antigenos asociados a la estirpe mieloide y estos no deben de ser considerados
como LAFM al menos que cumplan con el criterio especifico (WHO, 2008).

Epidemiologia

Es una leucemia rara que es mas comun en nifilos que en adultos. Al igual que la LAL o la LAM

con re-arreglos MLL, esta leucemia es relativamente mas comun en la infancia (WHO, 2008).
Manifestaciones Clinicas
Los pacientes presentas manifestaciones clinicas similares a otros pacientes con leucemias

agudas. Al igual que en otras leucemias con la translocacion MLL, es comun encontrar cuentas
altas de células blancas (WHO, 2008).
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Pronéstico

Es una leucemia de pronédstico pobre. Los pacientes con leucemia B/mieloide con la
translocacion MLL son normalmente tratados con diferente terapia a la de los pacientes con LAL
con la translocacion MLL, pero no existe evidencia de que esto sea necesario o0 que ayude de
alguna manera (WHO, 2008).

Morfologia

Comunmente estas leucemias muestran poblaciones dimorficas de blastos, con una poblacién
claramente similar a monoblastos y otra similar a linfoblastos. Sin embargo, otros casos pueden
presentar blastos indiferenciados, los cuales no cuentan con caracteristicas distintivas. Los
casos en los que la poblacion entera de blastos es monoblastica, es mas probable que se traten
de LAM con la translocacion MLL (WHO, 2008).

Inmunofenotipo

En la mayoria de los casos, es posible reconocer una poblacion de linfoblastos con un
inmunofenotipo precursor B (pro-B) CD19 positivo, CD10 negativo, frecuentemente CD15
positivo. La expresion de otros marcadores de células B como el CD22 y CD79a es
comunmente débil. Adicionalmente, los casos cumplen con el criterio para el linaje mieloide. Es
rara la coexpresion de mieloperoxidasa en los blastos linfoides. La translocacion MLL también
puede producir LAL-T, por lo que es tedricamente posible que también pueda producirse

leucemias mieloides /T a pesar de que no han sido reportadas (WHO, 2008).

Genética

Todos los casos tienen el rearreglo del gen MLL, comunmente emparejados con el gen AF4 en
el cromosoma 4, banda g21. También se han reportado las translocaciones t(9;11) y t(11;19). El
rearreglo debe ser detectado ya sea por cariotipo estandar, por FISH o por PCR. Los casos con
deleciones del cromosoma 11923, detectados por cariotipo, no deben considerarse en esta
categoria. La translocacion MLL puede ser la Unica lesion presente o puede haber otras
anormalidades citogenéticas o moleculares, sin embargo, no se han descrito lesiones genéticas

adicionales, comunes en multiples casos (WHO, 2008).

28



Leucemia Aguda de Fenotipo Mixto, B/mieloide (No Especificada de Otra Manera)

Definicion

Esta leucemia cumple los criterios de asignacion tanto para la estirpe linfoide B, como para la

estirpe mieloide y los blastos carecen de los re-arreglos genéticos Ph+y MLL (WHO, 2008).

Epidemiologia

Es una leucemia rara, probablemente responsable del 1% de todas las leucemias y
aproximadamente el 59% de las leucemias aguda de fenotipo mixto. Se observa tanto en nifios

como en adultos, sin embargo es mas comun en adultos (WHO, 2008; Gao, 2012).

Manifestaciones Clinicas

No existen manifestaciones clinicas unicas (WHO, 2008).

Pronéstico

Generalmente se considera a la leucemia B/mieloide como de pobre prondstico. Muchos
pacientes que cumplen con el criterio de clasificacion para leucemia B/mieloide han cursado con
lesiones genéticas desfavorables y se ha sugerido que son esas condiciones las que dictan el
pobre prondstico (WHO, 2008).

Morfologia

La mayoria de los casos tienen blastos sin caracteristicas distintivas, morfolégicamente se
asemejan a las LAL, o tienen poblaciones dimoérficas donde una poblacion se asemeja a
linfoblastos y la otra a mieloblastos (WHO, 2008).

Inmunofenotipo

Los blastos cumplen con los criterios de asignacion de linaje B-linfoide y al mismo tiempo de

linaje mieloide. Los mieloblastos mieloperoxidasa positivos o monoblastos comunmente
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expresan también otros marcadores asociados a la linea mieloide incluyendo CD13, CD33 o
CD117. Es rara la expresion de marcadores de etapas mas maduras para el linaje de células B
como el CD20, sin embargo, se da ésta expresidbn cuando es identificada una poblacion
separada de células del linaje B (WHO,2008).

Se ha observado, ademas, una fuerte expresion de CD19 en mas del 90% de los casos,
con una positividad en mas del 50% de los blastos. Los blastos son también positivos para
CD10, CD22c y/o CD79a (Gao, 2012).

Geneética

La mayoria de los casos de leucemia B/mieloide cuentan con anormalidades citogenéticas
clonales. Se han demostrado muchas lesiones diferentes, sin embargo ninguna tiene la
frecuencia necesaria para sugerir especificidad por este grupo de leucemias. Las lesiones que
se han observado en mas de un caso incluyen del(6p), anormalidades 12p11.2, del(5q),
anormalidades estructurales y anormalidades numeéricas. Se han observado cariotipos
complejos en estos casos, sin embargo, no hay informacion suficiente en la literatura que
sugiera que las leucemias B/mieloide o T/mieloide tengan frecuencias diferentes de diferentes
lesiones genéticas (WHO, 2008).

Leucemia Aguda de Fenotipo Mixto, T/mieloide (No Especificada de Otra Manera)

Definicion

Esta leucemia cumple con el criterio de asignacion tanto del linaje T y del linaje mieloide, pero

los blastos carecen de anormalidades genéticas (WHO, 2008).
Epidemiologia
Es una leucemia rara, probablemente menos de 1% de todas las leucemias. Se observa tanto

en nifos como en adultos. Puede ser relativamente mas frecuente en nifios de lo que es la
leucemia aguda B/mieloide (WHO, 2008).
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Manifestaciones Clinicas

No existen manifestaciones clinicas unicas (WHO, 2008).

Pronéstico

La leucemia T/mieloide es generalmente considerada de pobre prondstico. Los pacientes con
este padecimiento no han sido tratados uniformemente. Se han probado una combinacion de
terapias dirigidas a la estirpe mieloide o linfoide. Algunos pacientes pueden responder a una o a
la otra (WHO, 2008).

Morfologia

La mayoria de los casos cuentan con blastos sin caracteristicas distintivas, que se asemejan
morfolégicamente a LAL, o tienen poblaciones dimérficas que asemejan linfoblastos y
mieloblastos (WHO, 2008).

Inmunofenotipo

Los blastos cumplen con el criterio para ser asignados tanto en el linaje linfoide T como en el
linaje mieloide. Los mieloblastos o monoblastos mieloperoxidasa positivos comunmente también
expresan marcadores asociados a la estirpe mieloide incluyendo CD13, CD33 o CD117.
Ademas del cCD3, el componente de célula T, frecuentemente expresa otros marcadores como
CD7, CD5 y CD2, especificos para células T. La expresion de CD3 de superficie puede ocurrir

cuando se identifica una poblacién separada de células T (WHO, 2008).

Genética

La mayoria de los casos cuentan con anormalidades cromosdmicas clonales, sin embargo
ninguna de ellas tiene la frecuencia necesaria para sugerir especificidad a este grupo de
leucemias. Existen estudios insuficientes en la literatura para sugerir que las leucemias
B/mieloides y T/mieloides tienen diferente frecuencia en diferentes lesiones genéticas, una vez
que se han contado los re-arreglos de t(9;22) y MLL (WHO, 2008).
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MATERIALES Y METODOS

Biometria Hematica

Muestra

Sangre Periférica

Este estudio se realizd6 de manera automatizada con el equipo MINDRAY BC2800,
AUTO HEMATOLOGY ANALIZER®. El conteo diferencial se realizé de manera manual y
automatizada. Se reporta en base al conteo realizado por el Quimico Bidlogo Clinico y al
arrojado por el equipo; asi mismo se deben de reportar las anormalidades observadas en serie

roja, blanca y plaquetaria.

Cuenta Automatizada.

Se realiza en el contador de células MINDRAY BC2800 (AUTO HEMATOLOGY ANALIZER®).

Cuenta Diferencial.

Material

e Frotis sanguineo
e Colorante de Wright-Giemsa

e Solucion amortiguadora de fosfatos

Técnica

Secar los frotis al aire (no mas de una hora).

Agregar 6 gotas de colorante y dejar durante 1 minuto.

ARadir solucion amortiguadora 3 gotas y dejar actuar de 3 a 4 minutos, a que
aparezca una capa metalica verdosa, aproximadamente 1-5 minutos.

4. Lavar con agua destilada durante 5 a 30 segundos.
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Dejar secar la preparacion, colocada verticalmente sobre un papel absorbente.
Después de secar, se limpia el reverso con una torunda o gasa con alcohol.

Observar con el microscopio en objetivo 100x.

® N o o

Seleccionar la parte central del frotis y hacer el recuento diferencial de leucocitos,
hasta obtener un total de 100.

9. Se reporta el porcentaje de cada tipo de células y las observaciones especiales.

Inmunofenotipo

Este estudio se realiz6 de manera automatizada con el equipo BECKMAN COULTER ®

Gallios™.,

Muestra:

Sangre periférica 6 Médula 6sea.

Preparacién de la muestra

1. Por cada mililitro de muestra agrega 14mL de solucién lisante FCM a temperatura
ambiente para lisar los eritrocitos.

2. Incubar por 5 minutos en una placa magnética a temperatura ambiente. No exceder
los 5 minutos, los gldébulos blancos empezaran a lisarse pasados los 5 minutos.
Centrifugar por 5 minutos a 1000 RPM.

Aspirar el sobrenadante cuidadosamente, resuspender el sedimento en
aproximadamente 50mL de 1X PBS frio.

5. Tomar una muestra que sea necesaria para el conteo celular y centrifugar por 5
minutos a 1000 RPM.

6. Aspirar el sobrenadante y resuspender el sedimento en 1x PBS para obtener un
concentrado celular final de 10 millones de células/mL.

7. Bloguear los receptores Fc al incubar la suspensién celular con 1 mg de Fc vy
RIIb/CD16-2 (2.4G2): sc-18867 L por cada mililitro de la suspension celular por 10

minutos. No enjuagar y proceder a la tincion.
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Tincién

Rotular los tubos y agregar 20 uL de anticuerpos conjugados con fluorocromos.
Anadir 100 uL de la suspension celular (equivalente a 1 millén de células) a cada
tubo.

Agitar e incubar por 15-30 minutos en una cubeta con hielos cubierta.

Para lavar el exceso de anticuerpos después de la tincién agregar 1.5-2mL de 1X
PBS a cada tubo.

Centrifugar en microcentrifuga por 5 minutos a 2000 RPM. Esta velocidad debe
incrementarse a 3000 o0 4000 RPM para tincion intracelular.

Aspirar sobrenadante, con cuidado de no alterarlo.

Resuspender el sobrenadante con 500 pyL de paraformaldehido 1%. Los tubos
pueden guardarse en la oscuridad por 24 horas maximo para tincion intracelular a 1

semana maximo para tincién de superficie.

Analisis de las muestras

Todos los tubos se analizaron en Citometro de flujo, Beckeman Coulter, GALLIOS™,

utilizando el software Instrument SN: AT22192, Gallios.

Antigenos analizados a lo largo del caso.

e LAL T: CD2, CD3, CD3c, CD7, CD45, CD34

e LALB: CD10, CD19, CD20, CD79a, CD5, IgS cadenas p.

e LAM: CD13, CD14, CD15, CD33, CD34, CD41, CD45, CD 117, HLA-DR, MPO
e LAE: CD235a
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RT-PCR

La muestra de sangre periférica fue enviada (en recipientes y condiciones de temperatura

apropiada) para su analisis en los Laboratorios de la Clinica Ruiz de Puebla, Puebla, México.

Secuenciacion

La muestra de sangre periférica fue enviada (en recipientes y condiciones de temperatura

apropiada) para su analisis en los Laboratorios de la Clinica Ruiz de Puebla, Puebla, México.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Presentacion del Caso

Descripcion del Paciente

Paciente masculino de 49 afios de edad, acude al médico por malestar general con sospecha
diagnéstica de leucemia. Se realiza un aspirado de médula 6sea y se manda la muestra al
laboratorio clinico para realizar los estudios correspondientes que confirmarian o descartarian

el diagndstico de leucemia.

Biometria Hematica

En la tabla 5, se muestran los resultados obtenidos de la biometria hematica para la féormula
roja en diferentes etapas de la enfermedad. Se observa anemia en el transcurso de la

enfermedad, ademas de anisocitosis y hematies con morfologia aberrante.

En cuanto a la formula blanca, los resultados se muestran en las tablas 6 y 6.1 donde
se observa leucocitosis en algunas entapas del padecimiento. Destaca la morfologia aberrante

de los blastos observados, lo cual hace dificil su clasificacién morfoldgica.

Por otro lado se presentan los resultados de la serie plaquetaria en la tabla 7 en donde

se observa trombocitopenia en el transcurso de la enfermedad.
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Tabla 5. Biometria hematica, resultados obtenidos para la formula roja

ostoiz | atiorz | teiziz | osioti3 | 1wotn3 | siotia | 2apiima | Yileresce

412 |4 Jata |4 245 |0 | 280 | @)oo 213 |o] 208 |4 ] aonsan
133 o7 |4 g1 |4l e |4 )er el s | 67 | 0] 130974
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19 6 - 1896 |T] 176 T 258 T 243 | T4 #1 | ] 268 I 11614 5
+4 +4+ + R L & 4+ 4+ 4 E%..u_m__umm_wm
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ovt, da+ . uw..n,_“_. : ov++, dat mac ++ q_”_....“nuh.r dia oc -
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N\Valores por arriba de los valores de referencia.
Valores por debajo de los valores de referencia.

ov: ovalocitosis; da: dacriocitosis; ba dif: basofilia difusa; mac: macrocitosis; dia oc: dianocitos ocasionales.



Tabla 6. Biometria hematica, resultados obtenidos para la férmula blanca

25/10/12 31/10/12 19/12/12 05/01/13 11/01/13 15/01/13 21/01/13 Valares de
referencia
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0-0
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0 0 36 0 0 0 (0]
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blastos blastos
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linfoides mieloides

N\Valores por arriba de los valores de referencia.

Valores por debajo de los valores de referencia.




Tabla 7. Biometria hematica, resultados obtenidos para la serie plaquetaria

Valores de

25/10/12 311012 19/12/12 05/01/13 11/01/13 15/01/13 21/01/13 .
referencia

9%.0 |V] 630 [Vv] 680 |V 380 |V 240 |V 180 (V]| 170 |V ] 150.0-360.0

11.2 1.3 10.6 10.1 180 | ™M) 170 [ A)] 114 7.0-124

. plq dis plq dis
plq dis + o+t Fa— i

N\Valores por arriba de los valores de referencia.
Valores por debajo de los valores de referencia.

plg dis: plaquetas disminuidas

Inmunofenotipo

14 de febrero de 2012

Espécimen: Médula 6sea anticoagulada con EDTA, 8,600 leucocitos/uL, cumple con

las condiciones analiticas.
Sospecha diagnéstica: Leucemia aguda.

Antigenos investigados: CD2, CD3, CD3c, CD5, CD7, CD10, CD13, CD14, CD15,
CD19, CD20, CD33, CD34, CD41, CD45, CD79a, CD117, CD235a, HLA-DR y MPO.

Caracteristicas de las células neoplasicas: Tamafo y granularidad de calidad

analitica.

Se detecté una poblacion de blastos, con el fenotipo: CD10+, CD19+/-, CD20+/-, CD34-/+,
CD45+/-, CD79a+/- y HLA-DR+/- , que representa aproximadamente el 23% del total de las

células.

Interpretacion: Leucemia aguda linfoblastica de precursores B.
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Estos resultados se pueden agrupar en la tabla 8 segun el consenso latinoamericano para la

clasificaciéon de leucemias agudas.

31 de julio de 2012

Enfermedad residual minima

Espécimen: Médula ésea anticoagulada con EDTA, 74,900 leucocitos/uL, cumple con

las condiciones analiticas.

Sospecha diagnéstica: Enfermedad residual de LAL-B.

Se detectd una poblacion de linfoblastos B detenidos en su proceso de maduracioén, con el
fenotipo: CD10+, CD19+, CD20+/-, CD34-, CD45+/- y CD58-, que representa aproximadamente

el 7% del total de células.

Interpretacion del estudio: Positivo para enfermedad residual minima.

En la figura 1 se observan los histogramas arrojados al momento del analisis.

Los resultados se pueden agrupar en la tabla 9 segun el consenso latinoamericano para la

clasificaciéon de leucemias agudas.

31 de octubre de 2012

Espécimen: Sangre periférica anticoagulada con EDTA, 22,700 leucocitos/uL , cumple

las condiciones analiticas.

Sospecha diagnéstica: Leucemia aguda.
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Antigenos investigados: CD2, CD3, CD3c, CD5, CD7, CD10, CD13, CD14, CD15,
CD19, CD20, CD33, CD34, CD41, CD45, CD79a, CD117, CD235a, HLA-DR y MPO.

Caracteristicas de las células neoplasicas: Tamano y granularidad heterogéneos.

Se detectd una poblacién de blastos con el fenotipo: CD13-, CD15-, CD33+, CD34+, CD45+/-,

HLA-DR+/-, y MPO+/-, que representa aproximadamente el 39% del total de células.

Interpretacion: Leucemia aguda mieloblastica.

En la figura 2 se observan los histogramas arrojados al momento del analisis.

Los resultados se pueden agrupar en la tabla 10 segun el consenso latinoamericano para la

clasificacién de leucemias agudas.

14 de diciembre de 2012

Espécimen: Médula ésea anticoagulada con EDTA, 12,600 leucocitos/uL, cumple con

condiciones de calidad analitica.

Sospecha diagnéstica: no especificada.

Antigenos investigados: CD2, CD3, CD3c, CD5, CD7, CD10, CD13, CD14, CD15,
CD19, CD20, CD33, CD34, CD41, CD45, CD79a, CD117, CD235a, HLA-DR y MPO.

Se detecté una poblacion de mieloblastos, con el fenotipo: CD13-, CD15-, CD33+. CD34+,
CD45+/-, CD117-, HLA-DR+/- y MPO+, que corresponde aproximadamente al 0.4% del total de

células.

Interpretacion: Leucemia aguda mieloblastica.

En las figuras 3 y 3.1 se observan los histogramas arrojados al momento del analisis.
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Los resultados se pueden agrupar en la tabla11 segun el consenso latinoamericano para la

clasificaciéon de leucemias agudas.

16 de enero de 2013

Espécimen: Sangre periférica anticoagulada con EDTA, 21,600 leucocitos/uL, cumple

con condiciones de calidad analitica.

Sospecha diagnéstica: No especificada.

Antigenos investigados: CD2, CD3, CD3c, CD5, CD7, CD10, CD13, CD14, CD15,
CD19, CD20, CD33, CD34, CD41, CD45, CD79a, CD117, CD235a, HLA-DR, MPO, IgS vy

cadenas p citoplasmaticas.

Se detectd una poblacion de blastos con el fenotipo: CD10-, CD13-, CD14-, CD15-, CD19+,
CD20-/+, CD33+, CD34+, CD45+/-, CD79a-/+, HLA-DR+/-, MPO+/-, IgS- y cadenas p

citoplasmaticas-, que representa aproximadamente el 52% del total de células.

Interpretacion: Leucemia aguda de fenotipo mixto B/mieloide.

En la figura 4 se observan los histogramas arrojados al momento del analisis.

Los resultados se pueden agrupar en la tabla 12 segun el consenso latinoamericano para la

clasificacion de leucemias agudas.

12 de febrero de 2013

Espécimen: Médula ésea anticoagulada con EDTA que cumple con condiciones de

calidad analitica.
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Antigenos investigados: CD2, CD3, CD3c, CD5, CD7, CD10, CD13, CD14, CD15,
CD19, CD20, CD33, CD34, CD41, CD45, CD79a, CD117, CD235a, HLA-DR y MPO.

Se detectd una poblacion de blastos, con el fenotipo: CD10-, CD13-, CD15-, CD19+, CD20-/+,
CD33+, CD34+, CD45+/-, CD79a-/+, CD117-, HLA-DR+ y MPO+/- , que representa

aproximadamente el 93% del total de células.

Interpretacion: Leucemia aguda de fenotipo mixto B/mieloide.

Los resultados se pueden agrupar en la tabla 13 segun el consenso latinoamericano para la

clasificacion de leucemias agudas.
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Citogenética

31 de julio de 2012

La técnica RT- PCR resultdé negativa para el cromosoma Filadelfia.

1 2 3 4 5 &
=
=]
— P
Electroforesis en gel de 4. 5% poliacnlamida
Carriles

1 Marcador de tamaino (pUC18/Hpa 1)
2 Paciente b3a2/b2a2/b3a3d/b2a3
3 Paciente elaz2
4 Paciente control intemao
5 control positivo b3az2
(& control negativo b3a2

Figura 6: Deteccion del cromosoma Filadelfia de LAL por RT-PCR. Resultado negativo.

La amplificacién de un fragmento de aproximadamente 317pb (translocacion e1a2),
348pb (translocacién b3a2), 273pb (translocacion b2a2), 174pb (translocacion b3a3) o 99pb
(translocacion b2a3) es especifica para la presencia del cromosoma Filadelfia (carril 5). La
ausencia de un producto especifico (carriles 2 y 3) en presencia de un control interno positivo

(carril 4) es interpretada como resultado negativo.
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Pruebas de Histocompatibilidad de Antigenos HLA A, B, C, DRy DQ

05 de noviembre de 2012

Grupo sanguineo: A (+)

Tipificacion HLA:

HLA-A: A*02
A*31
HLA-B: B*07
B*40:02
HLA-C: C*07:02
C*03:02
HLA-DRB1: DRB1*07
DRB4*01
DRB1*08:02
HLA-DQA1: DQA1*02:01
DQA1*04:01
HLA-DQB1: DQB1*02:02
DQB1*04:02
Resultado: 2 haplotipos iguales

Posible donador
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Tabla 8. Resultado del primer inmunofenotipo correspondiente a LAL.

Ac. especificos de linaje

Madurez

Subclasificacion

Opcional

LAB

CD19+/-, CD79a+/-

LAM

CD34-/+ HLA-DR+/-, CD45+/-

CD10+

CD20+/-

CD: cluster of differenteation (grupo de diferenciacion)

Tabla 9. Resultado del segundo inmunofenotipo correspondiente a enfermedad residual minima

Ac. especificos de linaje Madurez Subclasificacion Opcional
LAB CD19+ CD10+ CD20+/-
CD34-, CD45+/-, CD58-
LAM
CO: cluster of differentiation (grupo de diferenciacion)
Tabla 10. Resultado del tercer inmunofenotipo correspondiente a LAM
Ac. especificos de linaje Madurez Subclasificacion Opcional

LAB

LAM

MPO+/-, CD13-, CD33+

CD34+, CD45+, HLA-

DR+/-

CD15-

CD: cluster of differenteation (grupo de diferenciacion)

Tabla 11. Resultado del cuarto Inmunofenotipo correspondiente a LAM

Madurez

Subclasificacion

LAB

Ac. especificos de linaje

CD34+, CD45+/-, HLA-DR +/-

LAM

MPO+, CD13-, CD33+, CD117

Opcional

CD15-

CD: cluster of differenteation (grupo de diferenciacion)
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Tabla 12. Resultado del quinto Inmunofenotipo correspondiente a LAFM

Ac. especificos de

Sl Madurez Subclasificacion Opcional
linaje
LAB CD19+, CD79a-/+ CD10. IgS cadenas c- cD20-/+
PO 1L CD13 CD34+, CD45+/-, HLA-DR +/-
S CD33+, CD117 S

CD: cluster of differenteation (grupo de diferenciacion)

Tabla 13, Resultado del sexto Inmunofenotipo correspondiente a LAFM

Ac. especificos de

linai Madurez Subclasificacion Opcional
inaje
LAB CD19+, CD79a-/+ CcD10- CD20-/+
CD34+,CD45+/-
MPO+/-,CD13- ,HLA-DR+
LAM | ©D33+,CD117- €p18-

CD: cluster of differenteation (grupo de diferenciacion)

Discusiones

En febrero del 2012 se recibié en el laboratorio clinico una muestra de médula 6sea con
sospecha diagndstica de leucemia aguda. El conteo leucocitario arrojado por el contador
electrénico resultd dentro de los valores de referencia. De acuerdo a la bibliografia consultada,
las cuentas leucocitarias pueden ser muy bajas o pueden llegar a valores que sobrepasan las
100,000 cels/uL. Muchos pacientes cursan con niveles bajos de neutrdéfilos, eritrocitos y
plaguetas a causa de la colonizacién excesiva de células leucémicas en médula ésea (Redaelli
y col, 2005).

El caso indice se somete a un estudio de inmunofenotipo por citometria de flujo, el
diagnostico es de leucemia aguda linfoblastica de estirpe B. El médico indica tratamiento
convencional para LAL.

La determinacién de EMR es una forma de evaluar la respuesta al tratamiento de cada

paciente; ésta puede ser evaluada en cualquier momento dentro de las diferentes fases del
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tratamiento (induccion a remisién, consolidacion y mantenimiento) de LAL (Juarez y Pérez,
2012). Con este conocimiento en el mes de Julio se realizé un estudio de citometria de flujo
con el fin de determinar enfermedad residual minima. El reporte revelo la presencia de 7% de
linfoblastos B lo que indica un resultado positivo para enfermedad residual minima. Una
remision morfoldgica se define como <5% (5 de cada 100) células tumorales en médula dsea.
Sin embargo, la remision molecular se define como <0.01% (1 de cada 10 000) blastos en
médula ésea (Redaelli y col, 2005).

A la par se decidio realizar un estudio de biologia molecular, con el fin de buscar
alteraciones cromosomicas, en base a que éstas determinan en gran medida el prondstico de
las leucemias agudas. Especificamente, en los casos de leucemia aguda linfoblastica en
adultos la alteracion cromosdmica mas frecuente es el cromosoma Filadelfia: t(99+;229-)(q34,1;
g11.2) el cual, afecta aproximadamente el 25% de los casos y se asocia a un prondstico
sombrio. De encontrarse presente, se debe de someter al paciente a un tratamiento extra
(Imatinib) para bloquear la proteina tirosina quinasa, producto de la translocacion. Por lo tanto
se realizo la prueba de RT-PCR, con el fin de buscar dicha alteracién cromosdémica. Estos
estudios resultaron negativos. Al no encontrarse presente el cromosoma Filadelfia el paciente
se considero de “riesgo estandar” (Redaelli y col, 2005).

Derivado de las observaciones morfologicas, en las cuales se observan blastos con una
apariencia aberrante, se realizé un inmunofenotipo completo, en el cual se buscaron no sélo
antigenos determinantes de la estirpe linfoide, si no también antigenos especificos para la
estirpe mieloide. Se detectaron células neoplasicas con tamafio y granularidad heterogéneos.
Resulté un total de blastos correspondiente al 39% del total de células con un fenotipo
compatible con leucemia aguda mieloblastica lo que cambia el diagndstico inicial. Se inicié
entonces un tratamiento convencional para leucemia aguda mieloblastica, sin embargo esto
puso en duda todos los resultados anteriores de laboratorio. Se realizé una revisién del caso
para confirmar resultados y se supuso la posible leucemia aguda de fenotipo mixto, lo que
cambio el prondstico del paciente.

Del 20 al 30% de los pacientes con leucemia sufren recaidas, durante las cuales es
comun encontrar alteraciones genéticas en la estirpe celular original (linfoide o mieloide). En
estos individuos, la respuesta a las terapias para reinduccién es usualmente de baja calidad y
de corta duracion. Entre este grupo se observa ocasionalmente el fendmeno de “cambio de
estirpe”, lo que ocurre cuando las leucemias agudas que cumplen con los criterios estandar de
FAB para ser clasificadas de cierta estirpe (linfoide o mieloide) al momento del diagndstico

inicial cumplen con el criterio para la estirpe contraria después de la recaida. El cambio de
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estirpe se ha considerado como un tipo poco comun de leucemia mezclada con una frecuencia
de entre el 6 y el 9% de los casos en recaida (Dorantes, Pelayo, 2012).

En noviembre se inici6 el protocolo de transplante de médula 6sea. El trasplante
alogénico de ceélulas hematopoyéticas Alo-TCH es la mejor alternativa en pacientes con
leucemia mieloblastica aguda de riesgo intermedio y alto ya que puede curar aproximadamente
al 50% de estos enfermos. El efecto curativo de esta opcion terapéutica se debe a la accion de
la quimioterapia utilizada en el esquema de acondicionamiento, en combinacién con la
enfermedad injerto contra leucemia. La elecciéon del tipo de trasplante siempre debera
individualizarse tomando en cuenta las condiciones clinicas del paciente, su riesgo, la
disponibilidad de un donador compatible y las posibilidades econémicas (Gémez y col.,
2012).Se buscé un posible donador relacionado (hermanos), para ello se utilizaron técnicas de
biologia molecular. Por medio de secuenciacién, se realizé la prueba de identificacion de los
antigenos de histocompatibilidad (HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1, HLA-DQA1, HLA-DQB1)
la cual permitié identificar a un posible donador quien resulté con 2 haplotipos iguales a los del
paciente.

En diciembre se realizd una citometria de flujo, la cual mostré una poblacion de blastos
del 0.4% con un inmunofenotipo de leucemia aguda mieloblastica. El hecho de que sea un
porcentaje tan bajo de blastos fue esperanzador para el prondstico del paciente, debido a que
indica una remision celular (<5% de células linfoides). En este punto el transplante hubiera sido
la mejor opcion, sin embargo el paciente decidié no someterse al tratamiento.

Después de revisar el caso desde el punto de vista clinico y por supuesto desde el punto
de vista de laboratorio, se decidid realizar una citometria de flujo con la intencion de buscar
blastos con inmunofenotipo para leucemia aguda de fenotipo mixto. Esto se llevd a cabo en
enero del 2013 y como resultado se obtuvo una cuenta leucocitaria de 21,600 leucocitos/uL con
una poblacion de blastos con inmunofenotipo de leucemia aguda de fenotipo mixto B/mieloide
que representaba aproximadamente el 52% del total de las células. Casi un afio después se
determind un diagnéstico adecuado gracias a la relacion entre los estudios de laboratorio y
estudios clinicos llevados a cabo.

En febrero del 2013 se realizé una nueva citometria de flujo en la cual resalté una
marcada leucocitosis con una poblacién de blastos del 93% del total de células con
inmunofenotipo de leucemia aguda de fenotipo mixto B/mieloide.

Una semana después el paciente fallecié debido a las complicaciones de la enfermedad.
A lo largo del padecimiento, el paciente cursé con cuadros de anemia, trombocitopenia,

leucocitosis y leucopenia, ademas se observaron eritrocitos con morfologia aberrante, todo esto
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pudo haber sido derivado del tratamiento de quimioterapias o a la falla en la regulacion de la
hematopoyesis. Es comun encontrar anemia en los casos de leucemia aguda y se debe ala
competencia en médula ésea entre el tumor y la produccion de eritrocitos. Muchos pacientes
tienen, ademas, bajos niveles de plaquetas debido también a la colonizacion excesiva de
células leucémicas en médula 6sea. La falla en la hematopoyesis normal explica también la

morfologia celular atipica (Redaelli y col, 2005).
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CONCLUSIONES

El caso clinico inicia con un diagnéstico de leucemia aguda linfoblastica tras presentar un
cuadro clinico clasico de este padecimiento.

Se establece un cambio de inmunofenotipo revelando una leucemia aguda mieloblastica,
se sospecha entonces de leucemia aguda de fenotipo mixto.

Tras revisar el caso manejando la clasificacion OMS 2008 de Neoplasias de tejido
hematopoyético y linfoide se logra determinar la presencia de una leucemia aguda de fenotipo
mixto B/mieloide.

Todo esto fue posible gracias a las buenas practicas de laboratorio y al uso correcto de
las tecnologias disponibles que permiten diagnosticar y generar mayor conocimiento de los
casos hemato-oncoldgicos poco comunes.

Es de suma importancia el trabajo de laboratorio en conjunto con el médico para llevar a
cabo un diagnéstico y seguimiento de las patologias hematoldgicas, asi mismo, el quimico
clinico debe contar con una capacitacion, entrenamiento y experiencia en todos las areas de
laboratorio, desde el area basica, la pruebas llamadas especiales y hasta de alta complejidad,

esto, con la finalidad de brindar el mejor servicio posible.
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ANEXO 1
Lista de abreviaturas
BRC/ABL: proteina de fusién presente en el cromosoma Filadelfia.
CBF: Core-Binding Factor (factor de union al sitio principal).
CD: Cluster of Differentiation (camulo de diferenciacion).
EDTA: anticoagulante acido etilendiaminotetraacético.
EGIL: Grupo Europeo para la Clasificacién Inmunolégica de Leucemias.
EMR: Enfermedad Residual Minima.
FAB: Clasificacion Franco-Americana-Britanica.
FISH: Hibridacion In Situ Fluorescente.
HLA: Antigenos Leucocitarios Humanos.
LA: Leucemia Aguda.
LMC: Leucemia Mieloide Cronica.
LAFM: Leucemia Aguda de Fenotipo Mixto.
LAI: Leucemia Aguda Indiferenciada.
LAL B: Leucemia Aguda Linfoblastica B.
LAL: Leucemia Aguda Linfoblastica.
LAL T: Leucemia Aguda Linfoblastica T.
LAM: Leucemia Aguda Mieloblastica.
LAM-Ly+: Leucemia Aguda Mieloblastica con marcador Linfoide.
LAM-My+: Leucemia Agua Mieloblastica con marcador Mieloide.
LAP: Leucemia Aguda Promielocitica
M.O. : Médula 6sea
MIC: Clasificacion Morfoldgica, Inmunoldgica y Citogenética
MLL: histona-lisina-N-metiltransferasa HRX

MPO: mieloperoxidasa.
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NK: células natural killer (asesinas naturales).

NOS: No otherwise specified (no especificado de otra manera).

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

PBS: solucion buffer de fosfatos.

Ph: cromosoma Filadelfia.

RHNM: Registro Histopatoldgico de Neoplasias Malignas.

RPM: revoluciones por minuto.

RT-PCR: Reaccioén en Cadena de la Polimerasa Transcriptasa Reversa.
SP: Sangre periférica

TCR: receptor de células T

TdT: Transferasa desoxinucleotidil Terminal.
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ANEXO 2
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Diagrama de la Hematopoyesis.
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ANEXO 3

R 4T 595

Imagen de la ultima clasificacion morfolégica del caso correspondiente a Leucemia
aguda de Fenotipo Mixto. Muestra de Sangre Periférica. Aumento de 40X. Tinciéon Wright-
Giemsa. Se observan blastos.
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ANEXO 4

spondiente a Leucemia

. Aumento de 40X. Tincion

Imagen de la ultima clasificacion

Wright-

aguda de Fenotipo Mixto. Muestra
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ANEXO 5

Reactivos para la tincién de Wright-Giemsa:

Colorante

Buffer

2gr de Wright disuelto en alcohol metilico.
Agregar 20mL de Giemsa
Aforar a 500mL

Fosfato de Potasio anhidro monobasico 600mg.
Fosfato de Na anhidro dibasico 650mg.

Disolver y aforar a 500cc.
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