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PRESENTACION DE CASO

Diagndstico de leucemias bifenotipicas por citometria de flujo

Martha Vizcaino', Carolina Guzman', lliana De los Reyes',
Sandra Quijano??, Alba Campos?

' Centro Javeriano de Oncologia, Bogota, D.C., Colombia
2 Hospital Universitario San Ignacio, Bogota, D.C., Colombia
3 Facultad de Ciencias, Pontificia Universidad Javeriana, Bogota, D.C., Colombia

Las leucemias bifenotipicas son raras en los nifios y representan menos de 5% de todas las leucemias
agudas. El diagnéstico requiere de una evaluacion cuidadosa con apoyo de la morfologia celular,
la citogenética y la citometria de flujo. El tratamiento esta orientado a remitir el clon predominante
de células, aunque no existen datos conclusivos sobre la remisién completa. En el tratamiento, la
quimioterapia ha demostrado mejores resultados que el trasplante de médula 6sea. La supervivencia
esta influenciada por la respuesta a la terapia y otros factores inherentes a la enfermedad y al
paciente.

Se presenta el caso de dos nifios diagnosticados en el afio 2009. El primero fue una nifia de ocho
anos de edad que consult6é por palidez cutanea, anemia, leucopenia y blastos en el hemograma. El
segundo caso fue un nifio de 10 afios que consulté por dolor abdominal, que tuvo que ser intervenido
por peritonitis secundaria a una apendicitis y en quien se demostré la presencia de blastos en sangre
periférica a las 48 horas del posoperatorio. La morfologia celular y la citometria de flujo confirmaron, en
el primer caso, leucemia linfoide aguda bilineal y, en el segundo caso, leucemia bifenotipica.

Palabras clave: leucemias agudas, inmunofenotipo.
Biphenotypic leukemias diagnosis by flow cytometry

Biphenotypic leukemias are rare in children and represent less than 5% of all histological subtypes of
leukemias. Diagnosis requires careful assessment by cell morphology, genetics, and flow cytometry.
The treatment goal is to eliminate the predominant clone, although there is no conclusive data about
complete remission. Chemotherapy has shown better results than bone marrow transplant. Survival is
influenced by therapy response and other factors inherent to the disease and the patient.

Two patients diagnosed in 2009 are presented. The first patient was an 8 year-old girl who consulted
for skin pallor, anemia, leukopenia, and presence of blasts in the white blood count. The second patient
was a 10 year-old boy who complained of abdominal pain as result of peritonitis secondary to an acute
appendicitis. The presence of blasts in peripheral blood was documented 48 hours after surgery. Cell
morphology and flow cytometry confirmed the first case as acute lymphocytic leukemia, and the second
as bilinear biphenotypic leukemia.

Key words: acute leukemias, immunophenotyping.

Caso 1 linfocitos, 5,8 g/dl de hemoglobina y recuento de

3
Se trata de una paciente de sexo femenino de ocho plaquetas de 116.000/mm®.

anos de edad conocida por el servicio de hemato-
oncologia pediatrica desde julio de 2009. Ingresé
al servicio por presentar anemia, sin adenopatias
ni hepatoesplenomegalia. No se detect6 masa de
mediastino ni infiltracion del sistema nervioso central.

El recuento de leucocitos al momento del
diagnostico fue de 2.100 células/pl, con 74% de
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Mediante el estudio morfoldgico e inmunofenotipico
por citometria de flujo del aspirado de médula ésea,
se confirmé el diagndstico de leucemia linfoide
aguda de linaje B de fenotipo comun. El analisis
inmunofenotipico reporto infiltracion de la médula
6sea por 73% de linfoblastos con expresion de los
marcadores de linaje B inmaduro: CD45, CD34,
CD19, HLA-DR, CD79a (citoplasma) y CD38, v,
ademas, con expresién parcial de CD10 y TdT, y
expresion aberrante del marcador de linaje mieloide
CDa3a3 (figura 1).

El analisis genético de los hemoblastos reportd
negatividad para el cromosoma Filadelfia y para
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Figura 1. Analisis inmunofenotipico por citometria de flujo de aspirado de médula ésea en el que se detecta infiltracion de 73% de
linfoblastos de LLA-B (eventos de color negro) CD45+ (panel A), CD19+/CD34+ (panel B), CD10+ (panel C), con expresion parcial

de CD33 (panel D) y CD79a de citoplasma positivos (panel E).

reordenamientos en 11923 (localizacién del gen
MLL, mixed lineage leukemia).

Seinicid tratamiento con prednisonacon el protocolo
del grupo BFM (Berlin-Frankfurt-Munster). Al dia
8% de tratamiento con esteroides, se encontrd
aumento de los leucocitos de 85.000/pl con 58%
de blastos y aumento de los monocitos iniciales de
4,3% en el momento del diagnostico a 67%.

Se analizaron nuevamente la médula 6sea vy
la sangre periférica, por citometria de flujo. En
el aspirado de médula ésea y en la muestra de
sangre periférica, se encontraron 21% y 75% de
monocitos, respectivamente, con expresion de los
marcadores tipicos de este linaje: CD45, CD64,
CD14, CD33, CD34, HLA-DR, CD13, CD11b y
CD15, con expresién aberrante del marcador del
linfocitos B CD19, linfocitos NK CD57 y linfocitos T
CD2 (figura 2).

Esto confirm6 el diagnéstico de leucemia mixta
bilineal versus cambio de linaje. La paciente
continué con el protocolo instaurado y alcanzé
la remisiobn completa al final de la induccién y se
encuentra en remisién por mas de 9 meses.

Caso 2

Se trata de un paciente de sexo masculino de
nueve afos de edad, que consulté por un cuadro
clinico de dolor abdominal, en quien se confirmo
apendicitis aguda con peritonitis.

En un hemograma posterior al del cuadro agudo, se
encontrd anemia (8,8 g/dl de hemoglobina), 95% de
linfocitosis y 6% de linfocitos reactivos. El andlisis
del aspirado de médula 6sea mediante citometria
de flujo mostré infiltracion de 79% por blastos, los
cuales presentaban tamafo mediano con expresion
de los marcadores CD45, CD34, CD123 (IL-3R),
HLA-DR, en conjunto con marcadores de linaje
mieloide CD15, CD33 y CD117, y con expresion
parcial de mieloperoxidasa. Ademas, expresaban
los marcadores de linaje linfoide T CD2 y TdT, con
negatividad para marcadores de monocitos CD64,
CD14 y CD13, de linfocitos B CD19, CD10 y CD20
y linfocitos NK CD56 (figura 3).

Con estos resultados se confirmé el diagnostico de
leucemiamixta. Elestudiogenéticoparacromosoma
Filadelfia y reordenamientos en 11923 (MLL) fue
negativo. Se inici6 terapia con el protocolo de
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Figura 2. Analisis inmunofenotipico por citometria en aspirado de médula ésea (MO) (paneles A-C) y de sangre periférica (SP)
(paneles D-F) en los que se detectan monocitos CD64+/CD14+ (paneles Ay D) con expresion de CD34 (paneles By E) y expresion
aberrante de CD19 (paneles C y F).
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Figura 3. Andlisis inmunofenotipico por citometria en aspirado de médula 6sea (MO) con infiltracién de 78% de blastos con expresion
de CD45 (panel A), CD34 y CD117 (panel B), expresion parcial de mieloperoxidasa (MPO) (panel C), y expresién de marcadores
de linaje linfoide como TdT (panel D) y CD2 (panel E).
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leucemia mieloide aguda, basado en el protocolo
BFM, con respuesta parcial al finalizar la induccion
y remision completa luego de HAMt (high doses
aracytin and mitoxantrone). Actualmente, continta
con quimioterapia y en remision completa.
Discusion

La leucemia bifenotipica aguda se define como una
leucemia en la que la poblacién de blastos expresa
simultdneamente marcadores de linaje mieloide
y linfoide (T o B). Este tipo de leucemia es raro,
con una incidencia aproximada de 5%, y es mas
frecuente en el sexo masculino y en adultos (1,2).
Esta amplia variacién puede atribuirse a una serie
de razones, como la falta de coherencia de los
criterios diagnosticos, el uso de un grupo limitado
de anticuerpos en los paneles inmunofenotipicos en
los diferentes laboratorios, los cuales no incorporan
marcadores citoplasmaticos en el panel principal, y
el uso de anticuerpos no especificos de linaje.

Entre las posibles causas del desarrollo de este
subtipo de leucemia, se ha descrito un bloqueo
madurativode las célulasyla pérdida de controldela
proliferacion de la célula precursora hematopoyética
pluripotencial. Se propone que dichos cambios
son consecuencia de alteraciones genéticas en
la poblacién celular que adquiere un potencial de
diferenciacion hacia cualquier linaje en una etapa
primitiva de la hematopoyesis normal (1).

Esta entidad ha sido previamente clasificada como
leucemia mixta o hibrida, y se representa como
leucemia mieloide aguda con marcador linfoide
(LMA-Ly+) y leucemia linfoide aguda con marcador
mieloide (LMA-My) (1,3,4).

Se han descrito cuatro subtipos principales de
leucemia bifenotipica aguda, basados en un sistema
de puntuacion que incluye: B-mieloide, T-mieloide,
By T-linfoide, y la leucemia de tres linajes.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
recomienda la clasificaciéon del grupo europeo
(European Group for the Immunological

Characterization of Leukemias, EGIL) para la
caracterizaciéon inmunolégica de las leucemias
agudas (6,7). Este sistema de clasificacién tiene
por objeto distinguir las leucemias bifenotipicas
agudas (LMA-Ly+ o LMA-My) de las leucemias
agudas que presentan expresion aberrante de
marcadores de otros linajes (infidelidad de linea).

Se ha descrito que, entre las leucemias linfoides
agudas, la frecuencia de leucemia bifenotipica
aguda (LLA-My+) es de 5%, aproximadamente, vy,

Leucemias bifenotipicas

entre las leucemias mieloides agudas, la frecuencia
de leucemia bifenotipica aguda (LMA-Ly+) es de
alrededor de 15% a 20% de los casos.

La clasificacién EGIL se basa en un sistema de
puntuacién con varios marcadores a los que se les
asigna una puntuacién de 2, 1 0 0,5 en funcién de
su especificidad para el linaje mieloide o linfoide
(1,6); de esta manera, una leucemia que exprese
marcadores mieloides con un valor total superior
a 2 y marcadores linfoides con valor superior a
1, podria considerarse bifenotipica (1). Entre los
marcadores analizados en el sistemade puntuacion,
se considera la positividad a nivel del citoplasma
de los marcadores especificos de linaje mieloide,
como mieloperoxidasa, marcadores especificos
de linaje B CD79a, CD22 e IgM y marcadores
especificos de linaje T como CD3. Los casos de
leucemia bifenotipica aguda con marcadores de
linea T y B o trilineales (presencia de marcadores
mieloides, By T) son muy raros (1).

Otros criterios Utiles para el diagnéstico de
leucemia bifenotipica aguda, son los criterios del
Saint Jude Children’s Research Hospital, definidos
por Campana et al. en 2009 (5), que, también, se
basan en la expresién de dos marcadores de linaje
especifico, es decir, expresion citoplasmatica de
mieloperoxidasa para linaje mieloide, CD3 para
linaje T, y CD79a y CD22 para linaje B (5,8,9).

En cuanto a los hallazgos de laboratorio, la morfologia
de los blastos en las leucemias bifenotipicas
agudas no es coherente, ya que los blastos pueden
mostrar caracteristicas asociadas a diferenciacion
mieloide, como la presencia de granulos azurofilicos
0 bastones de Auer, o caracteristicas asociadas
a diferenciacién linfoide. En algunos casos, se
observan blastos que comparten caracteristicas
morfoldgicas linfoides y mieloides. El tipo mixto
polimorfo se asocia comunmente con leucemia
bifenotipica aguda T mieloide, mientras que la
morfologia monomoérfica descrita en el consenso
French American British (FAB) como ALL-L1/L2 se
asocia con leucemia bifenotipica aguda B mieloide
(1). Los andlisis citogenéticos muestran que no
hay ninguna anormalidad cromosdmica Unica
en la leucemia bifenotipica aguda. Sin embargo,
los estudios actuales han demostrado que las
anormalidades estructurales son comunes y hay
una alta incidencia de casos positivos para el
cromosoma Filadelfia (Ph+) y reordenamientos a
nivel de 11923 y 14932 (8,10,11).

Los datos sobre los protocolos de tratamiento y
los resultados del tratamiento en pacientes con

25



Vizcaino M, Guzman C, De los Reyes |, et al.

leucemia bifenotipica aguda, son limitados. No
hay acuerdo sobre si la terapia de induccion debe
dirigirse hacia la leucemia linfoide, la mieloide o
ambas, o si debe seguirse de trasplante de células
hematopoyéticas (8). Los protocolos de tratamiento
varian segun la eleccion del oncélogo tratante.

En cuanto al prondstico, se ha descrito que la edad
al momento del diagnéstico, y la expresion de HLA-
DR y de CD34, se asocian con un pobre resultado
del tratamiento (12), en conjunto con la presencia
del cromosoma Ph y con reordenamientos del gen
MLL. Ademas, entre las leucemias bifenotipicas
agudas, las de origen linfoide se asocian con mejor
pronéstico (5,8).
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