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RESUMEN

Las leucemias bifenotipicas son aquellas en
gue existe una sola poblacién blastica, la cual
coexpresa simultaneamente marcadores
antigénicos mieloides y linfoides. Es conocida
también como Leucemia de Linea Mixta Aguda
(LIMA), representandose como: LLA-My+, LMA-
Ly+. Su clasificacion se basa en criterios
cariotipicos, citoquimicos, inmunofenotipicos y
moleculares.

Se han establecido varias hipétesis que
tratan de explicar su etiopatogenia:

1. Disregulacion genética de  poblacion
tumoral.

2. Expansion leucémica de poblaciones
minoritarias con fenotipos mixtos.

3. Proliferacién de precursores hema-

topoyéticos con capacidad de expresar

fenotipos mixtos.
El uso de anticuerpos monoclonales ha
permitido definir el grado de promiscuidad en la
expresion de ciertos antigenos sobre los blastos
de LLMA, como por ejemplo: TdT, HLA-Dr,
CD14, CD19, CD20, CD10, CD5, CD13. CD33,
CD14 y otros mas.
El hallazgo de ciertos marcadores antigénicos
puede permitir la correlacién con una morfologia
determinada, asi como con remisiones
completas tardias o con mayores indices de
recaidas.
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La utilidad de los marcadores antigénicos es
el determinar el inmunofenotipo leucémico,
teniendo también importancia en el campo
clinico, pronostico vy terapéutico. (Rev. Cost.
Cienc. Méd. 1995, 16 (1,2): (23-31)

INTRODUCCION

Los conceptos clasicos definen a las
leucemias agudas como expansiones clonales
de precursores hematopoyéticos, que han
sufrido un blogueo en su diferenciacion,
reteniendo el fenotipo correspondiente al nivel
de diferenciacion en el que esta detencion se ha
producido. De manera que en el caso de la
Leucemia Mieloblastica Aguda (LMA), las
células  proliferantes son  fenotipicamente
similares a los precursores mieloides; mientras
que en el caso de Leucemia Linfoblastica Aguda
(LLA), la poblacion proliferante se asemeja a los
progenitores linfoides B o T (1). Sin embargo,
esta idea tradicional se ha modificado
parcialmente, al demostrarse en algunos casos
la infidelidad lineal de la expresién genética (2).

La infidelidad lineal es definida como una
mala programaciéon en la diferenciacion de
leucemias, con la consecuente coexpresion,
sobre células individuales, de marcadores
normalmente encontrados en células que tienen
linajes diferentes pero relacionados entre si(2).

Con el uso de los anticuerpos
monoclonales (AcMo) la mayoria de las
leucemias agudas se pueden clasificar
como mieloides y linfoides, segin su



fenotipo, pero estos mismos AcMo han
permitido revelar el grado promiscuidad, en la
expresion de marcadores antigénicos mieloides
y linfoides, en los blastos de ciertas leucemias
@)

Esta heterogeneidad lineal ha sido explicada
en primer término como reflejo de la expresion
de un gene aberrante; en segundo lugar, por la
transformacién maligna de células progenitoras
pluripotenciales capaces de diferenciarse en
serie mieloide o linfoide, o finalmente, a la
inmortalizacion de células progenitoras que
coexpresan caracteristicas de ambas lineas.

Entonces es posible encontrar casos de
leucemias que presentan  caracteristicas
diferentes a las tradicionales, que se clasifican
como Leucemias Hibridas Agudas. Este término
se utiliza para denominar aquellas leucemias en
gue sus blastos expresan caracteristicas
mieloides y linfoides (4). Agrupa o comprende
dos entidades:

a) Leucemia mixta o bilineal: son aquellos
casos de pacientes con leucemia aguda que
presentan una poblacién de blastos con
caracteristicas mieloides y otra de blastos con
caracteristicas linfoides (1,4).

b) Leucemia bifenotipica o Leucemia Mixta
Aguda (LLMA): comprende las leucemias en
que soOlo existe una poblacion blastica, que
expresa simultdneamente marcadores
antigénicos mieloides y linfoides (1,4,5). Se
representan como LMA-Ly+ (Leucemia
Mieloblastica Aguda con marcador linfoide), y
LLA-My+ (Leucemia Linfoblastica Aguda con
marcador mieloide) (6).

Se han establecido varias hipétesis que
tratan de explicar el desarrollo de las leucemias
hibridas, por ejemplo:

1) disregulacion genética de una poblacion
tumoral. (Infidelidad de estirpe).
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2) expansion leucémica de poblaciones
minoritarias con fenotipos mixtos.

3) proliferacion de  precursores  hemato
poyéticos con capacidad, aunque sea
transitoria, de expresar fenotipos mixtos
(Promiscuidad de estirpe) (3).

CLASIFICACION

Para la clasificacion de estas leucemias se
utilizan  ciertos  criterios  que  incluyen
caracteristicas cariotipicas, citoquimicas,
moleculares e inmunofenotipicas. A éstas se les
asignan valores relativos de 1 .0 a 0.5 basados
en su especificidad lineal relativa; de manera
gue una leucemia podria expresar marcadores
con un valor total igual o mayor a 1.0 en cada
linea para ser considerada bifenotipica. Por
ejemplo, una LMA tipica que presente Unica
mente un reordenamiento de genes de
inmunoglobulinas  (caracteristica linfoide con
valor de 0.5 no podria ser considerada como
bifenotipica; pero si ésta expresa también el
marcador TdT (marcador linfoide con valor 0.5),
entonces si se definiia como Leucemia
bifenotipica, ya que el total de la suma de
ambos marcadores seria de 1 .0 (7).

Se menciona en algunos estudios una
incidencia de aproximadamente 5% de LLA-My+
de casos LLA estudiados, y que entre 15%-20%
de los LMA coaresponden a LMA-Ly+ (4). Los
LLMA han sido reportados en 19% de casos
LLA en niflos con otros estudios y 25% de
leucemias no linfoblasticas agudas en nifios
(8,9). En otros estudios realizados en poblacion
infantil, las LLMA se han reportado en un 19%
de casos de LLA y en el 25% de leucemias no
linfoblasticas. Sin embargo estos porcentajes
pueden variar dependiendo de la calidad y
ndmero de AcMo utilizados, como también del
ndmero de casos estudiados.



HALLAZGOS CLINICOS, DE LABORATORIO
Y MORFOLOGICOS

Los hallazgos clinicos, de laboratorio y
morfolégicos mas importantes y frecuentes se
encuentran en los cuadros I, I, Il yen la
literatura consultada (10,11,12,13,14,15,16,17).
Es importante  mencionar que en el caso
del hallazgo de granulacion azurofilica pro-
minente en LLA, se incluyen formas que

mimetizan cuerpos de Auer que podrian inducir
al diagndstico erréneo de LMA (10). En algunos
de estos casos, la presencia de los cuerpos de
Auer parecen corresponder a estructuras
lisosomicas fetales y su aparicibn en una
poblacion leucémica; mas que un marcador de
estirpe, podria reflejar un retorno a la
hemopoyesis fetal del clon leucémico (1,13,18).

CUADRO|

HA OS CLINICOS EN LLMA

— Fiebre, palidez, fatiga.
— Dolor éseo.
— Hepatomegalia, esplenomegalia.

— Linfadenopatias: cervicales, axilares, inguinales.
— Infitracion SNC (cefalea, nauseas, vomitos, disturbios visuales, hemorragias subaracnoideas,

etc.)

HALLAZGO

— Anemia
— Trombocitopenia.
— Leucocitosis.

CUADROI ]

0] |

— % blastos aumentados en sangre periférica.
— médula dsea hipercecular, con % bastos aumentados.

LLA-Mys:

CUADRO 1 11

l A

— Predominio de linfoblasto tipo L2. (menos frecuente el tipo L3).
— Presencia de granulacién azurofilica prominente.

— Presencia de cuerpos de Auer.
— Forma de espejo de mano.
— Tamafo variado.

! hde - I M.‘.'

— Presencia de blastos tipo M1, M2, M4, M5.

- Tamaho variado
— Forma de espejo de mano.




HALLAZGOS CITOQUIMICOS

Las pruebas citoquimicas esenciales para el
diagnéstico y clasificacion de LMA y LLa son:
Mieloperoxidasa (MPO), Sudan Negro B (SNB),
Acido peryddico (PAS), Fosfatasa acida (F.Ac),
y esterasas como la Alfa naftil acetato esterasa
(ANAE), Naftol acetato esterasa (NASA), y la
Alfa naftilbutirato esterasa (ANBE) (19,20).

La MPO y SNB contribuyen al diagnostico de
LMA. tipos Mi, M2, M3 y M4 (FAB); mientras que
las reacciones con ANAE, ANBE, NASA dan
reaccion difusa fuerte en M4 y M5, y la ANAE
puede manifestarse como reaccion fuerte y
localizada en M6 y M7 (1920).

La reaccion de PAS da un patrén granular
usualmente en bloque Unico en LLA (19,20).

La clasificacion inmunolégica de LLA ha
hecho del uso de la reaccion de PAS y FAc,
reacciones menos esenciales para el
diagnéstico de LLA y para algunos tipos de LMA
(MO).

En el caso de las LLMA o bifenotipicas se
han descrito casos de LLA-My+ con reaccion
PAS (), MPO (11), o bien, casos que presentan
reaccion MPO (+) a nivel ultraestructural
(14,15). Algunos pacientes con leucemias
bifenotipicas presentan una LLA con elementos
Sudan Negro positivos marcador considerado
especifico, aunque insuficiente por si solo, de
serie mieloide. Como contraparte las LMALy+
pueden presentar baja actividad de MPO (1).

HALLAZGOS CITOGENETICOS

Mediante la investigacién citogenética se
puede determinar el cariotipo de las células
afectadas permitiendo el hallazgo de
cromosomas andémalos, importantes en la
clasificacién y diagndstico de las leucemias
agudas (19).
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El cariotipo podria ser un factor prondstico
importante e independiente en la prediccion del
alcance de la remision, del tiempo de emision,
en distinguir los sobrevivientes a largo término
de aquellos que fallan en la terapia; ademas,
durante el curso de una leucemia indolente,
podria  ser utlizado para predecir la
transformacion a una fase mas agresiva (19).

Se presume que muchas leucemias se
derivan de mudltiples alteraciones cromosémicas
que causan la transformacion neoplasica (19).

Un patrén distintivo de anormalidades
cariotipicas en LLMA es dificil de definir. Sin
embargo, se ha observado hiperdiploidias.
Hipodiploidias, y diploidias, y otros a nivel
estructural como translocaciones, delecciones,
inversiones, etc.

Ejemplo de lo anterior es el hallazgo en el
cariotipo de células leucémicas de algunos
casos de LLA-My+ y LMA-Ly+. de alteraciones
numéricas como: 52, 51, 47 cromosamas, etc, y
de tipo estructural como: t(4;11), t(7;14) del (15),
t(9;1 1), etc... (4,21,22,23,24).

Es importante afiadir que el andlisis
cariotipico convencional no es util para el
diagnostico de Enfermedad Minima Residual por
su baja sensibilidad (5%). Ademas, las
alteraciones citogenéticas pueden persistir por
largos periodos después de alcanzar la remision
completa. Lo que si tiene alto valor predictivo es
la reaparicion de una anomalia cromosémica
después de haberse negativizado (25).

HALLAZGOS INMUNOFENOTIPICOS

En relacion con los hallazgos fenotipicos.
toma vital importancia el uso de AcMo,
permitiéndose determinar el antigeno expresado
en las células leucémicas de LLA o LMA, asi
como también el grado de promiscuidad en la
expresion  de ciertos antigenos  sobre



los blastos de LLMA (3).

La clasificacion inmunolégica de LLA ha
permitido que los linfoblastos pobremente
diferenciados (con poca evidencia de
heterogeneidad morfolégica y de caracteristicas
de maduracion) se identifiquen en
subpoblaciones de linea T, o B (Tabla 1) (19).

Igual funciéon cumplen estos AcMo en la LMA
(Tabla 1) (19).

Se conoce una serie de marcadores
antigénicos Utiles en la determinacién del patrén
inmunofenotipico linfoide. Los méas importantes
son: CD 19, CD20, CD22, Ig citoplasmatica (de
linea B); CD7, CD5, CD2 (de lineaT), Tdt, HLA-
DR, CD1O. En el caso del patron
inmunofenotipico mieloide se utilizan el CD33,
CD13, CD15, CD11b, CD14, CD36 ( 19, 4, 26,
27, 20, 25, 28, 23, 17).

En la Tabla Ill se presentan algunos patrones
inmunofenot ipicos encontrados en casos de
LLMA (4). El andlisis inmunofenotipico, por su
sencillez y rapidez, puede ser una metodologia
optima para la investigacién de la enfermedad
minima residual (EMR); sin embargo, tiene el
inconveniente de la ausencia de antigenos
especificos de la célula leucémica, lo que
dificulta su distincion de las células normales
(25) la posibilidad de artefactos técnicos, o la
inconsistente expresion de algunos marcadores.

Actualmente se enfoca el estudio del empleo
de AcMo frente a las proteinas de los productos
de fusiébn de algunos genes involucrados en
transiocaciones cromosémicas, como por ejem-
plo: t(9;22)-bcr/abl; estos AcMo son marcadores
especificos leucémicos, ausentes en células
normales. Esto los convierte en el método ideal
para el estudio de EMR (25).

Los marcadores antigénicos  son
importantes para determinar el inmunofe-
notipo leucémico, y el valor clinico y
prondstico. En diferentes estudios, se
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han obtenido diversas correlaciones que se

citan a continuacion:

- que las LLA-My+ presentan
remisiones completas (6).

- que pacientes LLA-My+ y LLA-Mycon
expresion de antigenos T no presentan
diferencia aparente en la respuesta al
tratamiento o a la sobrevivencia (6),

- que los pacientes LLA-My+/AgB+
presentan menos remisiones completas y
sobreviviencia mas corta que los pacientes
LLA-My- (6),

- que pacientes LLA-My+ (B-, T-) (fenotipo
puro) presentan remision completa con
sobrevivencia corta (6),

- que pacientes LLA-My- (adultos/nifios)
presentan mejor pronéstico que LLA-My+
(6,29,30),

- que la presencia de marcador CD 13 (Ag
mieloide) en LLA se relaciona con mayor
indice de recaidas (31),

- que la presencia del marcador, CD33 (Ag
mieloide) se relaciona con mayor numero
de hepatomegalias (31),

- que la presencia de CD 13, CD33. se
relaciona con una mayor frecuencia de

menos

LLA-L2 (31).
- que la presencia del marcador Tdt (Ag
linfoide) en LMA se relaciona con

remisiones completas tardias, valores bajos
de plaguetas y hemoglobina, siendo
factores de mal pronéstico (32),

-y que la presencia de CD2, Col 9 en LLMA
se ha asociado en algunos estudios con
evolucion desfavorable, debiéndose
probablemente a la presencia del marcador
mieloide de mal pronéstico en adultos, asi
como a las anomalias en cariotipo. Sin
embargo, se han reportado casos con
evolucién favorable (12).

CONCLUSION
Un mejor conocimiento y entendi
miento de la leucemogénesis y de la



diferenciacion hematopoyética de LLMA, puede
permitir la identificacion de estos casos, que de
otra manera estarian destinados a fracasar en la
respuesta clinica a terapias estandar. Esto hacia
necesario el uso de tratamientos selectivos e
intensivos, inclusive la  posibilidad  del
transplante de médula 6sea.

Toma vital importancia el uso de los datos
clinicos anamnésicos y de exadmen fisico en la
orientacion del diagnostico de los procesos
oncohematoldgicos en general.

El paso inicial y fundamental lo constituye el
examen histolégico o citolégico con las tinciones
convencionales; sin embargo tiene poca
precision en aquellos procesos que presentan
un menor grado de diferenciacion celular.

Los métodos citoquimicos son un buen
complemento de la morfologia convencional ya
que pueden proporcionar en forma rapida,
econbémica, sencilla y objetiva la informacién
suficiente para el diagnéstico final de leucemia
aguda con patrones bien diferenciados. En el
caso de LLMA, los resultados inesperados no
son la excepcion.

Las técnicas mieloperoxidasa, Sudan Negro
B, PAS, esterasas inespecificas y fosfatasa
acida, deben ser utilizadas rutinariamente en el
diagnéstico de las leucemias agudas.

El desarrollo y el uso de los anticuerpos
monoclonales con especialidad para antigenos
de diferenciacién leucocitaria a nivel de
membrana celular o citoplasmética ha sido util
en la confirmacién de diagnésticos para resolver
problemas de mimetizacién morfolégica, entre
dos procesos malignos en la identificacion de
los casos de leucemias bifenotipicas agudas.

Enel caso de LLMA, Ilos marcadores
que coexpresan diferentes lineas
celulares sobre las mismas células
blasticas , son puestos en evidencia
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por la utilizacion de los anticuerpos
monoclonales mediante la inmunocitoquimica y
la citometria de flujo.

La importancia de las  alteraciones
cromosémicas consiste en la clasificacion y
pronéstico de estos procesos malignos; ademas
su papel es fundamental en la identificacion de
genes localizados en regiones de ruptura, im-
portantes en la patogénesis de la enfermedad.

Se ha introducido el uso de técnicas
moleculares para el analisis del ADN mediante
métodos como SOUTHERN y PCR , que
pueden ser aplicados en la deteccion de
alteraciones cromosémicas concretas.

El desarrollo de estas técnicas de genética
molecular aumenta la posibilidad de detectar
células portadoras de marcadores genéticos del
proceso tumoral, planteandose la significatividad
biolégica y clinica de la deteccibn de pocas
células portadoras del marcador tumoral en los
diversos procesos malignos.

La motivacion primordial es proporcionar el
alivio al enfermo y eliminar el proceso
patolégico, aunque adn no se encuentre a
nuestro alcance en muchos casos, pero la
identificacion y caracterizacion de los genes
alterados (oncégenes) en leucemias y linfomas
va a permitir conocer los mecanismos
moleculares que conducen a la neoplasia,
fundamentando las bases para la accidn
terapedtica.

Actualmente, es decisiva la influencia de los
oncogenes en la conducta diagnostica y
terapeltica en leucemias y linfomas, como
resultado de la aceptacion de la idea de que la
transformacion maligna se origina de diversas
alteraciones genéticas.

ABSTRACT
The biphenotypic leukemias are
defined as those that simultaneously



coexpress myeloid and lymphoid antigens, also
known as Acute Mixed Lineage Leukemias
(AMLL) and referred to as ALL-My+, AML-Ly+.
Their classification follows kariotypic,
cytochemical, inmunophenotypic and molecular
criteria. Three hypotheses attempt to explain
heir origin:

1. Blast cells genetic disregulation.

2. Clonal expansion of minor populations with
mixed phenotype.

3.  Hematopoietic precursor proliferation with
mixed phenotype expression.

The use of monoclonal antibodies classified
the promiscuity degree upon some antigens on
AMLL blasts: TdT, HLA-Dr, CD14, CD19, CD20,
CD10, CD5, CD13, CD33, CD14 and others.

The detection of some particular antigenic
markers can be related to a specific cell
morphology, and late complete remissions or
relapses. The major utility of these markers is to
determine the leukemic inmunophenotype, with
clinical, pronostic and therapeutic implications.
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