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leucemia linfoblastica aguda Bj; biclonalidad; citometria de flujo;
cariotipo complejo.

ABSTRACT

This is a paediatric patient diagnosed with acute
lymphoblastic leukaemia (ALL) of B precursors, with
two populations of different blasts characterized by flow
cytometry (one population has an immunophenotype
associated with Pre-B cells and another population
corresponds to B-ALL). The genetic analysis in the bone
marrow reported the presence of t (9; 22) (q34; ql1) with
BCR-ABL, DNA hyperdiploidy (> 50 chromosomes) and
trisomy of chromosome 5. Given the genetic complexity,
the patient was controlled weekly by flow cytometry with
persistence of the tumor population corresponding to the
common ALL-B, until its final remission.

Keywords
acute lymphoblastic leukemia B; biclonality; flow cytometry;
complex karyotype.

Introduccién

La leucemia linfobl4stica aguda B (LLA-B) es
una neoplasia hematopoyética que cursa con
proliferacién clonal no controlada de células
progenitoras linfoides detenidas en distintas
fases de diferenciacién (1). Esta enfermedad es
heterogénea desde los puntos de vista clinico,
biol6gico, molecular y prondstico, lo cual influye
de manera importante en la evolucion de
la enfermedad y en la respuesta terapéutica.
El diagnéstico requiere la caracterizaciéon
morfoldgica, inmunofenotipica, citogenética y
molecular, lo cual es relevante, ya que permite
clasificar la enfermedad y a los pacientes en
distintos grupos de riesgo (2). La LLA-Bes el tipo
de cancer més frecuente en pacientes pediétricos,
con un pico de incidencia entre los 3 y los 5 afios
de edad, y se posiciona como la causa de muerte
por cancer més frecuente antes de los 20 afios (3).

Segin los datos de Globocan, reportados en
2012, la leucemia tiene una incidencia mundial
del 2,5% y una mortalidad del 3,2% (4). En
Colombia, la LLA-B tiene una incidencia de
5,6-6 casos por cada 100.000 nifios (1) y una
mortalidad del 4,9%, valores mucho mayores
comparados con los datos del resto del mundo
(4). Desde el punto de vista de la biologia
de la enfermedad, aproximadamente el 60-80%
de los nifios con LLA-B muestran alteraciones

genéticas en el nimero de cromosomas o
presentan cambios estructurales con un impacto
significativo en el prondstico (1). La presencia
de estas alteraciones genéticas en las células
tumorales afecta genes reguladores de la
diferenciacién celular, ciclo celular, vias de
sefializacién, metabolismo y apoptosis (1,2,4,5).

Para el diagnéstico, clasificacion y seguimiento
de las leucemias agudas, la citometria de flujo
multiparamétrica (CMF) es una herramienta
que permite identificar y cuantificar las
células tumorales, define linaje celular, estadio
madurativo y fenotipos aberrantes asociados a
leucemia y, de forma muy importante, monitoriza
el tratamiento, lo cual aporta a la definicién
del prondstico (enfermedad minima residual)
(6). Recientemente, el sistema de clasificacién
de las leucemias agudas, actualizado por la
Organizacion Mundial de la Salud en 2016,
incluyé un grupo poco frecuente de leucemias,
denominado leucemias agudas de linaje ambiguo
con inmunofenotipos mixtos, como es el caso de
las leucemias bifenotipicas (7). Este tipo de
leucemias es raro, con una incidencia aproximada
del 5%, y es mas frecuente en el sexo masculino
y en adultos (8).

También, de forma rara, en algunos casos de
leucemia se pueden detectar dos poblaciones
simultdneas de blastos que coexisten en el
paciente y se denominan leucemias biclonales
(LAB) (9). Estas tltimas tienen una incidencia
del 4% al 5% de todos los casos diagnosticados de
leucemias agudas (10). La CMF es la técnica més
atil para identificar tumores biclonales, y a partir
de este hallazgo, en conjunto con los resultados
de pruebas citogenéticas y moleculares, se define
el tipo de tratamiento que se debe suministrar
al paciente, que debe orientarse a tratar la clona
tumoral predominante (8).

A continuacién, se describe el caso de
un paciente pediitrico diagnosticado con una
LLA-B biclonal, detectada mediante CME
con la presencia de dos poblaciones de
blastos en la médula 6sea en distintos
estadios clinicos de diferenciacién celular. Una
poblacién corresponde inmunofenotipicamente
a linfoblastos Pre-B, y la segunda poblacion,

a linfoblastos de LLA-B comtn. La CMF fue
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esencial en la identificacién de estas clonas,
en el momento del diagnéstico y durante
los estudios posteriores de enfermedad minima
residual postratamiento.

Descripcion del caso clinico

El caso corresponde a un nifio de 8 afos
de edad, quien acudi6é al servicio médico por
presentar un cuadro clinico de 21 dias de
evolucién de picos febriles, malestar general,
adinamia y astenia después de un esguince
traumatico de su clavicula izquierda. Requiri6
exdmenes paraclinicos que estaban dentro de
los pardmetros normales. Se le diagnostico
amigdalitis bacteriana, por lo cual recibi6
tratamiento antibiético durante 3 dfas. En la
consulta de seguimiento a la infeccién, el
hemograma reporté un descenso de las plaquetas
con 16.000 células/ul, razon por la cual se
decidi6 acudir al servicio de urgencias. Al
ingreso, el examen fisico revel6 presencia de
equimosis y petequias, con adenopatias cervicales
bilaterales de 1 cm sin visceromegalia. Un nuevo
hemograma evidencié un recuento total de
leucocitos de 4400/ul con linfocitosis relativa
(62,3%), anemia normocitica normocrémica
(hemoglobina: 11,5 g/dl; hematocrito: 35%;
volumen corpuscular medio: 76,9 fL) y
trombopenia severa de 15.600/ul. En el frotis de
sangre periférica se observaron blastos en que
representaban un 29% de la celularidad total.
Debido a estos hallazgos, y por la presencia de
blastos en la sangre, se sospeché de leucemia
aguda y se orden6 aspirado de médula 6sea (MO)
para estudios de patologia, mielograma y CME
El recuento de blastos fue del 88% en
el mielograma con disminucién de la linea
eritroide y granulocitica. El servicio de Patologia
inform¢ infiltracién densa de la MO por
células inmaduras grandes e intermedias, con
focos de hematopoyesis residual (figura 1) y
coloracién de Prusia negativa. Los marcadores de
inmunohistoquimica patologia fueron positivos
en las células inmaduras para los marcadors
nTdT (asociado a precursores linfoides), CD34

(asociado a células madre hematopoyéticas)
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y PAX5 (factor de transcripcién implicado
en la diferenciaciéon B) y negativos para
marcadores de linaje mieloide (CD117, CD15
y mieloperoxidadasa) y el marcador de linaje
T CD3. Por otra parte, la CMF evidenci6
linfoblastos B del 79,6%, con dos poblaciones
diferentes de blastos desde el punto de vista
fenotipico. Aproximadamente el 15% de los
blastos tienen un fenotipo pre-B y el 64,6%
tienen un fenotipo asociado a LLA-B comin
(tabla 1), con lo cual la enfermedad se clasifica
como leucemia linfobl4stica aguda linaje B con
dos poblaciones de blastos: pre-B y B comin

(figura 2).

Figura 1
Aspirado de médula ésea en el momento del
diagnéstico

LA 3 29
Se observa aspirado hipocelular, con infiltracién
blastica (imagen A, objetivo de 10X) y 2 patrones
morfolégicos: blastos grandes con prolongaciones
(seudbpodos) y blastos de tamafio pequefio
vacuolados. En general, los blastos tienen
alta relacién ntcleo:citoplasma, cromatina
ligeramente condensada, citoplasma escaso y
ntcleos clivados de caracteristicas morfoldgicas
del subtipo L2 (imagen B, objetivo de 100X).

Tabla 1

Resultados del andlisis inmunofenotipico mediante
citometria de flujo en la muestra de médula ésea en
el momento del diagnéstico

Marcador Poblacién de linfoblastos 1 con | Poblacién de linfoblastos 2 con
inmunofenotipico fenotipo de LLA-B Pre-B fenotipo de LLA-B comin
(15 % de la celularidad total 64,6 % de la celularidad total]
cyCD3 Negativo Negativo
CD3 Negativo Negativo
CD7 Negativo Negativo
CD10 Positivo (100 %) Positivo (100 %)
CDI3 Negafivo Positivo (85 %)
CDI9 Posifivo fuerte (100 %a) Positivo (100 %)
CD20 Posifivo (40 %) Negativo
cyCD22 Positive (65 %) Positivo (100 %)
CD33 Positive (100 %) Positive (100 %)
CD34 Negativo Positivo (100 %)
CD38 Positivo fuerte (100 %a) Positivo debil (100 %)
CD45 Positivo (100 %) Positivo débil (60 %)
cyCD79% Positivo (100 %) Positivo (100 %)
CDI17 Negativo Negativo
cyleM Positivo (100 %) Negativo
cyMPO Negativo Negativo
nTdT Positivo (70 %) Positivo (100 %)
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Figura 2

Representacién del andlisis de la muestra de
aspirado de médula 6sea en el momento del
diagnéstico

Linfoblastos B: 79,6%
B cvigm+: 15% cylgM-: 64,6%

En los diferentes dot plots se evidencian dos
poblaciones celulares de linfoblastos B: la
primera representa el 15% de la celularidad
total y su fenotipo corresponde a LLA-B pre-
B (cy-IgM+) (color violeta) y la segunda
representa el 64,6% de la celularidad total y su
fenotipo se asocia a LLA-B comin (cylgM-).

Se realizaron estudios adicionales de CMF
en muestras de liquido cefalorraquideo, con
el fin de descartar posible infiltracion de
células tumorales al sistema nervioso central.
Estos fueron negativos. Con el diagndstico
definido, se ordenaron estudios de citogenética
y biologia molecular en la MO, los cuales
revelaron un cariotipo complejo con presencia
de t(9;22) (g34;q11) con BCR-ABL (figura
3), hiperdiploidia de ADN (> 50 cromosomas),
ausencia del cromosoma Y vy trisomia del
cromosoma 5.

Figura 3

Resultado de cariotipo: 50, X, =Y, +5, t(9;22)
(q34;q11,2), +2mar2, +mar3 [5]/46, XY [15].
Translocacion (9;22) (q34;q11) con BCR-ABL y
cromosoma filadelfia, presente en la médula ésea del
paciente
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Una vez confirmado el diagndstico, se
administré la terapia segin el protocolo
de quimioterapia sistémica més imatinib,
quimioterapia intratecal triple (metotrexate,
dexametasona y citarabina) y radioterapia
profilactica holoencefalica para la categoria de
alto riesgo por la presencia de leucemia biclonal
y de la £(9;22) (q34;q11) con BCR-ABL, basado
en el protocolo de LLA Filadelfia positivo (Ph
+). Los estudios de enfermedad minima residual
mediante CMF se realizaron los dias 7, 14 y 30
postratamiento y se encontré que la poblacién
tumoral correspondiente a LLA-B pre-B (cy-
[gM+) fue sensible a la terapia y se reportd
como ausente en estos estudios; por el contrario,
la poblacién con fenotipo de LLA-B comin
fue refractaria al tratamiento, con resultados de
infiltracién tumoral en la MO del 14% (al dia
7), del 6,2% (al dia 14) y del 1,1% (al dia 30).

Finalmente, se evidenci6 la remisién completa.
Discusion

La LLA-B es una neoplasia de origen
hematopoyético con una incidencia reportada en
Colombia de 5,6-6 casos por cada 100.000 nifios
(11). Las LLA-B tienen distintas alteraciones
genéticas que afectan genes reguladores de
la diferenciacién celular, ciclo celular, vias de
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sefializacion y apoptosis, como las traslocaciones
cromosémicas t(12;21) (p13;922) con TEL-
AMLI, t(9;22) (q34;q11) con BCR-ABL, t(4;11)
(921;923) con MLL-4F4 y t(1;19) (q23;p13) con
E2A-PBX]1, deleciones de IKZFI, entre otras
(12,13).

Otra caracteristica que influye en la biologia
de la enfermedad es la presencia de mis
de un clon tumoral (1,14,15). Estos casos se
han denominado tumores compuestos, que se
caracterizan por ser raros y pueden presentarse
de forma simultdnea en el mismo tejido o en
momentos clinicos distintos en la evolucién de
la enfermedad (15). Usualmente, estas clonas
se detectan mediante CME en muestras de
MO, sangre periférica y tejido linfoide (15).
En relacién con el origen de estos clones de
células tumorales, las preguntas que surgen se
centran en si estas poblaciones se derivan de
una misma célula pluripotente hematopoyética,
si corresponden a distintos o al mismo estadio
madurativo y si difieren en sus caracterfsticas
morfoldgicas, inmunofenotipicas, moleculares,
citogenéticas y prondsticas (15). También se ha
descrito que estas clonas pueden emerger después
de tratamiento quimioterapéutico con agentes
alquilantes e inhibidores de topoisomerasa, los
cuales incrementan el riesgo entre 50 y 100
veces de evolucién, por ejemplo, a leucemia
mieloide aguda y a otras neoplasias (16).
Desde el punto de vista clinico, la adecuada
evaluacién e identificacién de estas poblaciones
tumorales biclonales mediante CMF y técnicas
moleculares tiene un impacto significativo en
el seguimiento posquimioterapia (estudio de
enfermedad minima residual) de estos pacientes
y en la definicién del pronéstico.

La clasificaciéon actual de las leucemias
agudas, segin la Organizacion Mundial de la
Salud (7), describe una categorfa denominada
leucemias agudas de linaje ambiguo, que contiene
un grupo de neoplasias con una incidencia
inferior al 5% de los casos de todas las
leucemias agudas (8) e incluye leucemias agudas
indiferenciadas, leucemias agudas de fenotipo
mixto (LAFM) con t(9;22) (q34;q11,2); BCR-
ABLI,LAFM con t(v;11q23,3); KMT2A, LAFM
B/mieloide y LAFM T/mieloide; pero no incluye
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especificamente un grupo denominado leucemias
agudas biclonales o una leucemia con dos
poblaciones de células tumorales en distintos
estadios madurativos (7). En LLA-B, de forma
particular, se ha dicho, que en un mismo
individuo pueden coexistir dos poblaciones de
blastos con diferente contenido de DNA (p. €j.,
una poblacién diploide y una segunda poblacién
con hiperdiploidia alta o con contenido de ADN
cercano a la tetraplodia) (1) o con distintas
anormalidades genéticas como traslocaciones
cromosOmicas o distintas mutaciones.

En el presente estudio, reportamos un caso
clinico de un paciente pediatrico con una LLA-
B biclonal, con dos poblaciones de blastos
caracterizadas por un inmunofenotipo detectado
por CMF correspondiente a LLA-B pre-B (clona
1/poblacién minoritaria) y LLA-B comdn (clona
2/poblacién mayoritaria) y con heterogeneidad
genética que incluye cariotipo hiperdiploide (>
50 cromosomas), trisomia del cromosoma 5 y
presencia de t(9;22) (q34;q11) con BCR-ABL.
Después del tratamiento quimioterapéutico, en
este paciente se encontraba mediante CMF en
la evaluacién de enfermedad minima residual
persistencia de la clona 2, hallazgo que sugiere
que esta puede ser la portadora de t(9;22) y de
la trisomfa del cromosoma 5 vy, por lo tanto, es
més resistente al tratamiento quimioterapéutico
de induccién.

En otros tumores hematopoyéticos, como los
linfomas B, que se originan a partir de linfocitos
B maduros (17), se ha descrito que la presencia
de dos o mas poblaciones B monoclonales se
puede detectar aproximadamente entre el 3,9
y el 4,8% de los casos (15,18). La incidencia
es superior en pacientes con diagndstico de
leucemia linfoide crénica B (LLC-B) (en el
88% de los casos, al menos, una poblacién
es LLC-B y tricoleucemia), con variacién en
linfomas foliculares y linfomas de células del
manto (15). A nivel clinico, los pacientes
con dos o mas clonas de LLC-B cursan maés
frecuentemente con esplenomegalia y requieren
tratamiento quimioterapéutico temprano. Por
otra parte, los casos con una clona de LLC-
B con otra no-LLC-B tienen, con mayor
frecuencia, sintomas B, infiltracién tumoral
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difusa de la MO y también requieren tratamiento
quimioterapéutico temprano (18).

Otro tumor de origen hematopoyético en el
que se han reportado poblaciones tumorales
biclonales es el mieloma mdltiple. Es una
neoplasia de células plasmaticas que infiltra la
MO, afecta principalmente a personas mayores
de 50 afios (edad media: 69 afios) y corresponde
al 10% de todos los tumores hematopoyéticos
(19). A nivel cromosémico se detectan
cariotipos hiperdiploides que se asocian con
mejor prondstico y traslocaciones cromosdmicas
que incluyen t(4;14), t(14;16) y t(14;20);
al igual que deleciones cromosémicas como
del(17), del(17p) y cariotipos no hiperdiploides
relacionados con un pronéstico desfavorable
(19). Se ha descrito que el 8% de los casos
de mieloma miltiple son biclonales, teniendo
en cuenta el contenido de ADN por CMEF;
de estos casos, aproximadamente, el 26% se
caracteriza por tener dos poblaciones de células
plasméiticas hiperdiploides, y el 74%, por una
poblacién tumoral diploide y otra aneuploide
(14). El pronoéstico depende de las aberraciones
cromosOmicas presentes en estas poblaciones
tumorales.

También se han descrito casos de pacientes
que cursan con dos neoplasias hematopoyéticas
distintas que pueden aparecer de forma
simultdnea o en diferentes momentos clinicos
en la evolucién de la enfermedad. Ejemplos de
estos casos incluyen LLC-B seguida de LLA-B
(20), coexistencia de leucemia mieloide crénica
y mieloma mudltiple (16), evolucién de leucemia
mieloide crénica a crisis bléstica bilineal eritroide
y megacariocitica con cariotipos complejos que
incluyen presencia de t(9;22) en conjunto con
copias extra de los cromosomas 8 y 19 e inversién
del cromosoma 7 (21), entre otros.

Conclusién

Es importante resaltar que la citometria de flujo
es una herramienta muy (til, sensible y especifica,
que tal como se describe en la literatura es
la técnica que permite identificar, caracterizar
y cuantificar tumores raros que cursan con

poblaciones biclonales o con poblaciones
tumorales de linaje mixto o bifenotipico (6).
Ademds, tal como lo describe el Consorcio
Europeo EuroFlow, la citometria detecta, con alta
sensibilidad, la presencia de pequefias o grandes
clonas de células tumorales en diversas neoplasias
hematolégicas y discrimina la presencia de estas
células con alta precisién (8).

En distintos servicios de citometria,
en la rutina clinica, se purifican estas
poblaciones tumorales a partir de distintas
muestras bioldgicas, sorting, para realizar una
caracterizacién molecular adecuada que permita
comprender la biologia de estos tumores (p.
ej., hibridacién in situ fluorescente, reaccién en
cadena de la polimerasa, perfiles de expresiéon
génica, etc.). A nivel clinico, la presencia de estas
poblaciones aumenta la complejidad del tumor
desde el punto de vista de la biologia celular,
la progresién de la enfermedad y la respuesta
al tratamiento, y son tumores que cursan con
peor prondstico (8,9,10). En la actualidad, no se
conocen claramente los mecanismos bioldgicos,
moleculares e inmunoldgicos implicados en
la aparicion de estas clonas y su efecto en
mecanismos de resistencia a drogas, el papel
de la respuesta inmune y la modulacién del
microambiente tumoral.
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