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RESUMEN

La leucemia aguda es un cancer hematopoyético en la cual prolifera una poblacién
de células malignas llamadas blastos, que comprometen mas del 20% del componente
celular de la médula dsea. La gran mayoria de estas pueden ser clasificadas en LLA o
LMA, sin embargo, existe un grupo de leucemias, cuya expresion de marcadores
inmunofenotipicos no permite una clasificacion en un solo linaje. A este grupo de

leucemias, se le conoce como Leucemias Agudas de Linaje Ambiguo.

En el 2017, la OMS la subclasifica en 5 entidades separadas: leucemia aguda
indiferenciada, MPAL con t(9;22)(g34.1;911.2), MPAL con t(v;11923.3), MPAL
B/mieloide, NOS y MPAL T/mieloide, NOS, tomando en consideracion la presencia de
traslocaciones como el Cromosoma Philadelpha, los rearreglos en MLL, asi como la
expresion simultanea de linaje celular B, T o mieloide, en una o en dos poblaciones de
celulas tumorales. Estas leucemias son de incidencia muy baja y dificil de determinar por
los cambios en la clasificacion realizados, no obstante, representan menos de un 5% de

las leucemias agudas y el subtipo mas comun es el Mieloide/B.

Su origen clonal no esta del todo establecido. La coexpresion de factores de
transcripcion linaje especificos, asi como las aberraciones cromosomicas y mutacionales
pueden ser responsables de la presentacion neoplasica. A la fecha, no se han encontrado
alteraciones genéticas o moleculares especificas de esta entidad. Esto hace que el

diagnostico tenga su mayor peso en la caracterizacién inmunofenotipica.

La citometria de flujo provee la informacion de expresion de marcadores celulares
en la poblacion de blastos. Actualmente mediante los criterios de la Organizacion
Mundial de la Salud y la expresion inequivoca de marcadores especificos como
Mieloperoxidasa (linea mieloide), CD19 (linea linfoide B) y CD3 (linea linfoide T),se

pueden caracterizar el componente mieloide y linfoide de las células tumorales.

El prondstico de esta leucemia es malo. Los pacientes con esta neoplasia tienen
dentro de su esquema de tratamiento el trasplante alogénico de progenitores
hematopoyéticos, dentro del protocolo de tratamiento contra enfermedad linfoblastica.
Este regimen de tratamiento contra leucemia linfoblastica supera al esquema mieloide en

tasas de sobrevivencia global, sobrevida libre de evento y remision completa.



SUMMARY

Acute Leukaemia is a hematological cancer in which malignant cells,
called blasts, increase rapidly over 20% of total cellularity of bone marrow. Most of
leukemias are classified in Acute Myeloblastic Leukaemia or Acute Linfoblastic
Leukaemia, nevertheless, there are a group of leukemias in which expresion of
immunophenotypic markers does not allow to classify them under one Lineage. This

group is known as Acute Leukaemia of Ambiguous Lineage.

In 2017, WHO subclassify them in 5 separated entities: acute undifferentiated
Leukaemia, MPAL with t(9;22)(gq34.1;911.2), MPAL with t(v;11923.3), MPAL
B/myeloid, NOS y MPAL T/myeloid, NOS, by criteria as Philadelphia Chromosome
translocation, MLL rearrangements, and the simultaneous expression of B or T or
Myeloid Lineage in one or more tumor cells populations. The incidence of these is very
low and difficult to estimate due to changes in classification systems, however, represent
les tan 5% of acute Leukemias and the most common subtype is MPAL B/myeloid.

Their clonal origin is not established yet. The expression of transcription factors
of specific Lineage, such as chromosome aberrancies and mutations might be responsible
of neoplastic presentation. To date, there are no Genetic alterations or specific mutations
related to this entity. Due this, the diagnosis relies on immunophenotypic

Characterization.

Flow cytometry provides information of cellular markers in the blast populations.
The characterization of lymphoid and myeloid components of tumor cells are given by
specific markers such as myeloperoxidase (myeloid), CD19 (B cell) and CD3 (T cell),

according to WHO criteria.

The prognosis of this Leukaemia is dismal. Patients with this neoplasia have the
allogenic stem cell transplant as treatment on their Linfoblastic protocol. The Linfoblastic
protocol gives more overall survival, event-free survival, and complete remission than

myeloblastic protocol.
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INTRODUCCION

La gran mayoria de las leucemias agudas pueden clasificarse inequivocamente en
linea mieloide o linfoide. Sin embargo, en el abordaje inicial de la enfermedad, el uso de
los marcadores inmunoldgicos tipicamente utilizados puede definir a un grupo de
leucemias cuyo diagnostico involucra la utilizacion de criterios que no definen a un solo
linaje celular. Actualmente estas leucemias corresponden a la categoria de Leucemias
Agudas de Linaje Ambiguo (ALAL) en la mas reciente clasificacion de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) (1,2). Las leucemias que caen en esta categoria se han
llamado de mdltiples formas, incluyendo leucemias agudas de linaje mixto, leucemias
agudas bifenotipicas, leucemias hibridas, leucemias agudas indiferenciadas y mas
recientemente, leucemias agudas de linaje ambiguo donde se contempla la leucemia

aguda de fenotipo mixto y la leucemia aguda bilineal (3).

La leucemia aguda se cree que surge de una expansion clonal después de la
trasformacion maligna y al arresto de la diferenciacion normal en estadios de precursores
hematopoyéticos, generalmente de una sola linea de diferenciacion o linaje
hematopoyético, sin embargo, en algunos casos, las células tumorales o blastos pueden
presentar caracteristicas mieloides y linfoides a la vez (4). La diferenciacion normal de
las células progenitoras a linea especifica es resultado de una regulacién sucesiva
multinivel de la expresion de factores de transcripcion. La Leucemia aguda de linaje
ambiguo, surge producto de una desregulacion de mecanismos que determinan la
especificidad de linea de las células hematopoyéticas (5). Esta heterogeneidad en la
diferenciacion celular puede resultar de una “promiscuidad de linea”, implicando la
transformacion maligna de precursores capaces de diferenciarse, o con capacidad de

expresar caracteristicas de mas de un linaje, conocido como “infidelidad de linea” (4).

El primer reporte de leucemias agudas de linaje ambiguo ocurrié en los afios 80s,
cuando anticuerpos monoclonales empezaron a ser utilizados para la caracterizacion
inmunofenotipica de las células leucémicas. EI Grupo Europeo de Inmunotipificacion de
la Leucemia, fue el primero en definir un consenso de clasificacién de linaje de las
leucemias de linaje ambiguo, asignando puntajes a la expresion de los marcadores
asociados a linaje linfoide o mieloide (6). Una de las primeras publicaciones acerca de
este tema describio la expresion del marcador mieloperoxidasa y el deoxinucleotidil
transferasa (TdT) en las células malignas de una leucemia mieloide aguda, sugiriendo la

existencia de células madre capaces de diferenciarse en células mieloides y linfoides y
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cuya respuesta clinica a la terapia fue heterogénea ante los protocolos de Leucemia
Linfoblastica (LLA) o Mieloblastica (LMA) (3). Del 2% al 5% de los casos de Leucemias
Agudas cumplen con la definicidén de Leucemia Aguda de Linaje Mixto, con cuatro tipos

de ambigiiedad de linea descritos (7):

1. Unasola poblacién leucémica de fenotipo mixto (MPAL, por sus siglas en inglés,
Mixed Phenotype Acute Leukemia), que comparte caracteristicas
inmunofenotipicas linfoblasticas y mielobléasticas).

2. Leucemias Agudas Bilineales (BAL, por sus siglas en inglés, Bilineal Acute
Leukemia), en donde dos clones leucémicos de diferentes linajes coexisten.

3. Leucemias Agudas indiferenciadas (UAL, por sus siglas en inglés de
Undifferenciated Acute Leukemia), en donde el criterio de Leucemia Linfoblastica
Aguda (LLA) o Leucemia Mielobléastica (LMA) no se puede aplicar de forma
concluyente por la falta de positividad de marcadores para estas dos
enfermedades.

4. Leucemias agudas con cambio temprano a diferente linea, en donde el fenotipo
leucémico cambia a otro linaje durante el tratamiento, usualmente en fases

tempranas.

El manejo clinico de la Leucemia Aguda de Linaje Ambiguo es problematico y
los protocolos especificos de tratamiento para pacientes con MPAL permanecen poco
claros (3,8). En general, el pronostico y la sobrevida de estos pacientes es pobre, con
respecto a la LLA y LMA, tanto en adultos como en nifios (9). La falta de informacion
mutacional de esta enfermedad genera duda si la clasificacion actual de esta enfermedad
refleja verdaderamente el linaje subyacente de la patogénesis del grupo de enfermedades.
Esto reafirma la relevancia del uso adecuado de las herramientas diagnosticas para asi
brindar informacion bioldgica importante, de manera que la correcta clasificacion de esta
entidad pueda mejorar el pronéstico e impactar sobre la terapia en los pacientes afectados
(3,9).

Por tanto, este trabajo pretende estudiar el comportamiento de esta patologia
desde perspectivas moleculares, epidemiologicas, inmunofenotipicas y clinicas, de
manera que se pueda caracterizar la misma mediante evidencia internacional. Esto para
ser un andamio a estudios posteriores en los cuales se pueda caracterizar la misma a nivel
de pais, y asi poder generar oportunidades de mejora en el prondstico y tratamiento de

estos pacientes.
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OBJETIVOS

Obijetivo General:

Caracterizar la situacion actual de las Leucemias Agudas de Linaje Ambiguo en
el contexto mundial, abarcando su epidemiologia, etiologia y diagnéstico mediante una
revision sistematica de los ultimos 15 afios.

Obijetivos Especificos:

1. Analizar la descripcion etioldgica y epidemioldgica de la Leucemia Aguda de
linaje ambiguo.

2. Explicar el posible origen clonal de la Leucemia Aguda de Linaje Ambiguo.

3. Detallar aspectos del diagnostico clinico y de laboratorio del grupo de Leucemias
Agudas de Linaje Ambiguo.

4. Mencionar protocolos terapéuticos para el tratamiento de este grupo de leucemias.
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JUSTIFICACION

Cuando esta enfermedad fue descrita en 1984 por Pui y colaboradores, Ilamaron
Leucemia Aguda de Fenotipo Mixto (MPAL) a lo que actualmente conocemos como
Leucemia Aguda de Linaje Ambiguo (ALAL). Esta entidad se definié més precisamente
por Catovsky y colaboradores en 1991, por el Grupo Europeo de Caracterizacion
Inmunoldgica de Leucemias en 1995 mediante un sistema de puntaje basado en
marcadores especificos de linea celular. En el afio 2008, la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) en un intento de homogenizar criterios y contemplar el estudio clinico,
citogenético y clinico de la enfermedad introdujo la clasificacion mediante la expresion
de antigenos en la superficie celular. En la revision mas actual, realizada por la OMS e el
2016, se enfatiza que el diagnostico se puede realizar sin la necesidad de marcadores
especificos, sino con el compromiso de la linea de las células patolégicas, ya sea linfoide
B o T o mieloide (8).

Estas patologias son heterogéneas: la expresién de los marcadores antigénicos,
tanto de linea linfoide y mieloide, hacen que sea dificil de asignar a las categorias
estipuladas para leucemia en la clasificacion de la OMS. Esto demuestra los posibles
factores limitantes en el set de marcadores inmunofenotipicos diagnosticos, sino que
realza la necesidad de un diagnostico integral con la colaboracién de los marcadores
inmunohistoquimicos y ademas, del constante descubrimiento de marcadores

moleculares mutados, cuya expresion pueda guiar el diagndstico de esta entidad (10).

Aunque la identificacion de una Leucemia Aguda de Linaje Ambiguo no es tema
de debate, el tratamiento 6ptimo para esta enfermedad lo es. Historicamente, estos casos
han sido excluidos de casos clinicos o de estudios de terapias para esta enfermedad a
razén de no ser clasificadas correctamente, o al tener un desenlace lugubre por un
tratamiento no acorde a su patologia. Entre las versiones de clasificacion de la OMS
(2008 y 2016) no se ha notado diferencia entre la sobrevida de pacientes diagnosticados
con leucemia aguda de linaje ambiguo, sin embargo, entre las dos Ultimas versiones hay
una diferencia en el nimero de casos, teniendo una menor cantidad de casos cuando se
clasifican mediante los criterios actuales. Esto, en términos del tratamiento, aunque se
tiene buenos resultados con el régimen contra la leucemia linfoblastica, el hecho que haya
cambios constantes en la clasificacion de la enfermedad ha provocado que la
implementacidn de un esquema de tratamiento no se haya establecido de manera concreta

a lo largo del tiempo (11).
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Por tanto, se pretende exponer la situacion actual de esta enfermedad con el fin de
recopilar informacion que permita un diagnostico y clasificacion méas certeros que se
traduzca en una mejor sobrevida para los pacientes afectados por esta patologia. Este
conocimiento permitiria a evaluar nivel nacional, mediante hallazgos en la literatura, el
mejor acercamiento en el abordaje de esta entidad. Asi mismo, este estudio pretende servir
de base para futuras investigaciones que permitan dilucidar cual protocolo de tratamiento

tiene los mejores resultados acorde a la clasificacion y hallazgos moleculares.
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MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 una revision bibliografica sobre la Leucemia Aguda de Linaje
Ambiguo. Esta busqueda bibliogréafica fue realizada con el objetivo de analizar los
hallazgos de los estudios desarrollados a nivel mundial que comprendian aspectos
importantes de la enfermedad, como lo son la etiologia, la epidemiologia, la clasificacion,

los hallazgos moleculares, inmunofenotipicos, sobrevida y tratamiento.

Los estudios fueron identificados mediante busqueda en bases de datos
electronicas, explorando las listas de referencias incluidas en los articulos y mediante
sugerencias de los gestores de base de datos. En la bldsqueda bibliografica no fueron
aplicados criterios como el lenguaje, o la procedencia internacional de los articulos. Para
Ilevar a cabo esta recopilacion se busco articulos originales y de revision bibliografica
sobre el tema en bases de datos como PubMed (NCBI), Elsevier y paginas web de revisas
digitales como Blood, Haematologica, Annals of Hematology, Leukemia & Lymphoma,
Cancer, Nature. European Journal of Haematology, entre otros. Se utilizaron palabras
clave como: “Acute Leukemia of Ambiguous Lineage”, “MPAL”, “Acute
Undifferenciated Leukemia”, “Mixed Phenotype Acute Leukemia”, “Biphenotypic

Leukemia”.

Los articulos encontrados fueron previamente escogidos utilizando los siguientes

criterios de seleccién:

1. Su fecha de publicacion no es superior a los 15 afios, es decir, se tomaran en
cuenta las publicaciones entre los afios 2006 al 2021.

2. La publicacion pertenece a las categorias original, revision bibliogréfica o
reporte de casos clinicos, ya sea de manera individual o de manera colectiva.
En el caso de estudios que reportan los hallazgos clinico-biolégicos de un
grupo de casos de pacientes con la Leucemia Aguda de Linaje Ambiguo, se
selecciona los estudios con descripcion epidemiologica del grupo de
participantes en variables como género, edad de presentacion de la enfermedad,
diagnostico, clasificacion inmunofenotipica y datos moleculares (mutaciones y
cariotipo) como minimo.

3. Elenfoque de la investigacion presentada en la publicacion contiene un anélisis

descriptivo de la enfermedad, datos epidemiolégicos, inmunofenotipicos y/o
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moleculares de la enfermedad, asi como informacion referente al abordaje

terapéutico y sobrevida.
4. El enfoque del articulo es describir y explicar mediante fisiopatologia la razén

de dichos hallazgos.
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ANTECEDENTES

CAPITULO 1: ETIOLOGIA DE LA LEUCEMIA AGUDA DE LINAJE AMBIGUO.

La leucemia es un cancer hematopoyético en el cual la proliferacion de globulos
leucocitos se da de manera incontrolable, desplazando a la formacion de elementos
normales de la médula 6sea y con la comun circulacién de elementos sanguineos
anormales en sangre periférica. Se clasifica como leucemia aguda si la proliferacion
clonal de globulos blancos es de tipo inmaduro, cominmente denominados blastos, que
comprometen minimo el 20% de los leucocitos de medula 6sea o sangre periférica
(12,13). Las leucemias agudas resultan de una serie de eventos mutacionales que tienen
lugar en el complejo proceso de hematopoyesis y que permiten la proliferacion no
controlada y maduracion anormal del linaje celular, son de rapida evolucion y de

sobrevida muy baja sin tratamiento (14).

Tradicionalmente, las leucemias se han clasificado basadas en la morfologia de
las células malignas, categorizadas en primera instancia por el sistema Francés-
Americano-Britanico (FAB) en linaje mieloide y en linaje linfoide (14). Conforme el
advenimiento de los estudios gendmicos, la OMS clasifico las leucemias agudas
basandose en la clinica, la morfologia y las caracteristicas moleculares, en donde se
incluye una categoria de Leucemias Agudas de Linaje Ambiguo, en la cual la

proliferacion involucra dos o mas linajes celulares (15).

Las leucemias agudas de linaje ambiguo (ALAL por sus siglas en inglés, Acute
Leukemia of Ambiguous Lineage) incluyen aquellas leucemias que fallaron en su
compromiso de diferenciarse en linaje Linfoide o Mieloide (Leucemias Agudas
Indiferenciadas), o0 muestran evidencia de compromiso de diferenciacion en mas de un
linaje (Leucemias Agudas de Fenotipo Mixto). Las leucemias con compromiso de
diferenciacion en méas de un linaje se subdividen dependiendo de la caracterizacion
inmunofenotipica en la poblacion celular patoldgica, si hay méas de un marcador de linea
en una sola poblacién de blastos (Leucemia Aguda Bifenotipica) y en aquellas con dos o

mas poblaciones de blastos independientes (Leucemia Aguda Bilineal) (Figura 1) (16).
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Figura 1: Leucemia aguda de fenotipo mixto, T/mieloide. A-B Leucemia bilineal: muestra dos
poblaciones de blastos, la morada representa la poblacion de linaje T (CD3+) y la verde muestra
la poblacion mieloide (MPO+). C-D Leucemia bifenotipica: muestra una sola poblacién de
blastos (rojo) que es doblemente positiva para el marcador mieloide (Mieloperoxidasa - MPO) y
linfoide T (CD3). Tomado de Borowitz e investigadores, 2017.

Histéricamente, existe una confusion con respecto a la terminologia y definicion
de las Leucemias Agudas de Linaje Ambiguo, principalmente las MPAL. El término
Leucemia Aguda Bilineal (BAL) se ha aplicado a las MPAL con poblaciones separadas
de blastos de méas de un linaje. El término Bifenotipico se ha reservado a MPAL que
contienen una sola poblacion de blastos co-expresando antigenos de mas de una linea
celular. Acorde a la OMS, la definicion Leucemia Aguda de Fenotipo Mixto es aplicada
a la presentacion bifenotipica o bilineal, los términos derivados Leucemia B/Mieloide,
Leucemia T/Mieloide o Leucemia B/T/Mieloide se refieren a leucemias conteniendo dos
o tres linajes especificos, sin importar si de una poblacién u otra hay mayor cantidad de

blastos. Algunas LMA bien definidas pueden tener caracteristicas inmunofenotipicas que
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pueden sugerir una clasificacion como Leucemia B/Mieloide o Leucemia T/Mieloide
(Figura 2). La clasificacion de la MPAL excluye los casos que pueden ser clasificados,
genética o clinicamente en otra categoria, como los casos de LMA con alteraciones
recurrentes como t(8;21), inv(16), t(15;17). Por ejemplo, casos de LMA con t(8;21)
pueden expresar multiples marcadores de linfocito B de forma aberrante; casos de
Leucemia con rearreglo en FGFR1 expresan marcadores de linea T de manera aberrante
(2,17,18).
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Figura 2. Leucemia aguda de fenotipo mixto B/mieloide. En la figura se observa una poblacion
de blastos relativamente uniforme CD34+ y CD19+, con expresién minima de CD117 y CD13.
Sin embargo, notese la poblacién con expresion heterogenea de marcadores CD79a+ y MPO+, la
poblacion MPO+ carece de CD79a. Tomado de Borowitz e investigadores, 2017.

De acuerdo con la clasificacion de la OMS mas reciente (2017), en las Leucemias
Agudas de Linaje Mixto, se agrupan 5 entidades: leucemia aguda indiferenciada, MPAL
con t(9;22)(934.1;q11.2), MPAL con t(v;11923.3), MPAL B/mieloide sin otra
especificacion y MPAL T/mieloide sin otra especificacion (9) (Figura 3).
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Adicionalmente, la OMS en el 2017, adicion0 un sexto subtipo de Leucemia Aguda de
Fenotipo Mixto en donde se encuentran los tipos raros (2). No obstante, en caso que la
leucemia presente cariotipo complejo, con mas de tres aberraciones cromosomicas, se
excluye su diagnostico y se clasifica separadamente como LMA con cambios

mielodisplasicos relacionados (5).

WHO myeloid neoplasm and acute leukemia classification

Acute leukemias of ambiguous lineage
Acute undifferentiated leukemia
Mixed phenotype acute leukemia (MPAL) with 1(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL1
MPAL with t(v;11923.3); KMTZ2A rearranged
MPAL, B/myeloid, NOS
MPAL, T/myeloid, NOS

Figura 3: Clasificacion de la Organizacién Mundial de la Salud sobre la Leucemia aguda de linaje
ambiguo. Tomado de Arber e investigadores, 2017.

Actualmente, la clasificacion de la Organizacién Mundial de la Salud define a las

leucemias agudas de linaje ambiguo en 6 categorias (2):

1. Leucemia Aguda Indiferenciada (AUL): Los criterios inmunofenotipicos para
establecer el diagndstico de la AUL han estado en constante definicion en el
tiempo, sin embargo, comprenden la falta de expresion de marcadores de linaje
especificos (2,3,19). Antes de esta caracterizacion es necesario analizar el
inmunofenotipo con un amplio panel de marcadores monoclonales para excluir
leucemias de linajes inusuales como los derivados de células dendriticas,
precursores de células NK, basofilos o tumores no hematopoyéticos. Al
microscopio, los blastos no tienen caracteristicas morfologicas para
diferenciacion mieloide y son negativos para marcadores como mieloperoxidasa
y esterasa (2).

2. Leucemia aguda de fenotipo mixto (MPAL) con t (9;22) (q34.1;911.2); BCR-
ABL1: Cumple con los criterios de MPAL y ademés tiene blastos con la
traslocacion del cromosoma Philadelphia (Ph) y el rearreglo BCR-ABL1. Algunos
pacientes con LMC en fase blastica desarrollan blastos de linaje mixto, sin

embargo, no pueden ser clasificados como MPAL al ser una progresion de una
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enfermedad previa. A pesar de ser una leucemia rara, esta es la mas frecuente de
las leucemias agudas de linaje ambiguo y es mas prevalente en adultos. Al
microscopio se observan blastos dimdrficos, unos de aspecto linfoide y otros de
aspecto mieloide. Su contraparte normal propuesta es la Célula Madre
Hematopoyética Multipotente, ya que no hay evidencia que esta leucemia derive
de otra célula como lo hacen las otras células Ph positivo (2,19).

MPAL con t(v;11923.3); rearreglos en KMT2A: Cumple con los criterios de
MPAL y ademas tiene blastos con la traslocacion en el cromosoma 11923 que
involucra al gen KMT2A, anteriormente llamado MLL. Este tipo, a diferencia de
la anterior, es mas comun en nifios que en adultos, siendo relativamente més
comun en la infancia. Al microscopio se ve una poblacion dimérfica de blastos,
unos de aspecto monocitoide y otros de aspecto linfoide, pero en algunos casos,
se ha reportado como poblacion morfolégicamente homogénea de blastos (2,19).
MPAL B/mieloide, sin otra especificacion (NOS): Cumple con los criterios de
MPAL T/mieloide pero no cumple con los criterios de otro subgrupo genético. Es
una leucemia rara, abarcando el 1% de las leucemias y es mas comun en adultos
que en nifios. Al microscopio pueden tener una sola poblacion de blastos o tener
dos poblaciones dimdrficas (2). Los blastos en esta categoria carecen de las
anormalidades genéticas del cromosoma Philadelphia o del MLL (19).

MPAL T/mieloide, NOS: cumple con los criterios para linaje T y mieloide, pero
sus blastos carecen de las anormalidades citogenéticas descritas anteriormente.
Ocurre principalmente en adultos, pero en nifios a una mayor frecuencia que
MPAL B/mieloide NOS. Al microscopio pueden tener una sola poblacién de
blastos o tener dos poblaciones dimorficas (2). Los blastos en esta categoria
carecen de las anormalidades genéticas del cromosoma Philadelphia o del MLL
(19).

MPAL, NOS, tipos raros: en ciertas publicaciones se han identificado casos de
leucemia que muestran evidencia de compromiso en linaje T y linaje B o de forma
trilineal (T/B/Mieloide) (19). Este fendmeno es muy raro, con una frecuencia ain
menor que los otros subtipos de leucemia. Estrictamente aplicado, los criterios de
caracterizacion del Grupo Europeo de Caracterizacion Inmunoldgica de
Leucemias (EGIL, por sus siglas en inglés, European Group for the
Immunological Characterization of Leukemias), al otorgar dos puntos por la

expresion del CD79a, podria sobrestimar la incidencia de leucemia B/T, porque
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el CD79a puede ser detectado en Leucemias Linfoblasticas T con ciertos
anticuerpos. Por ello, en el estudio de un posible caso de MPAL B/T, no deben
considerarse CD79a ni CD10 en la evidencia de diferenciacion de célula B (2).
También existen casos de evidencia trilineal (B/T/mieloide), sin embargo, por la
escasa incidencia, no es posible realizar categorizacion acerca de sus
caracteristicas genéticas, clinicas o de prondstico. A la fecha, no ha habido
reportes de MPAL B o T con diferenciacion megacariocitica o eritroide. Se ha
postulado que los linajes eritroides y megacariocitico se derivan muy
tempranamente de la célula madre hematopoyética pluripotente, por lo que el

precursor tiene el potencial de diferenciacion mieloide o linfoide B/T (2,19).

Epidemiologia de la leucemia aguda de linaje ambiguo.

Las leucemias agudas de linaje ambiguo son entidades raras entre leucemias
agudas, por lo que la incidencia exacta ha sido dificil de determinar, debido a la
variabilidad entre los esquemas previos de clasificacion y el sesgo derivado de los datos
retrospectivos (5). El reporte de la frecuencia, las caracteristicas clinicas y la sobrevida
de los pacientes con ALAL son dependientes del sistema de clasificacion usado al
momento del reporte. La clasificacion de la OMS del 2008-2016 es mas exclusiva que el
precedente sistema de EGIL (18). Al ser leucemias de linajes inusuales, histéricamente
se han reportado como indiferenciadas o bifenotipicas, por la expresion cruzada de
antigenos mieloides y linfoides, por lo que la frecuencia de las leucemias agudas de linaje
mixto puede ser menor que la reportada. Estas leucemias ocurren en nifios y en adultos,

sin embargo, hay subtipos de leucemias mas frecuentes en los nifios (2).

La leucemia aguda de linaje mixto comprende un grupo heterogéneo de
enfermedades, en la cual, la Leucemia Aguda de Fenotipo Mixto representa el 2-3% de
las leucemias agudas, con una incidencia estimada de 0,35 casos por millén de personas
por afio, segun SEER, Estudio de Surveillance, Epidemiology and End Results(16), e
incluye los subtipos Mieloide/Linfoide B (~58-59%), Mieloide/Linfoide T (~35-36%),
Linfoide B/T (~4%) y trilineal (~2%). Las leucemias agudas indiferenciadas ocurren
menos frecuentemente que las de fenotipo mixto y no tienen una incidencia definida
(5,8,16). La incidencia parece ser mayor en hombres que en mujeres y tiene una

distribucion bimodal, con mayoria de casos en menores de 19 afios y mayores de 60 afios.
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La mediana de edad al diagndstico es de 50 afios, menor a la observada en LMA y mayor
ala LLA (5,20,21).

La incidencia de aberraciones cromosomicas como el BCR-ABL1 y rearreglos en
MLL se han presentado en frecuencias variadas en la literatura. En el estudio polaco,
dirigido por Zajac, se mostr6 una incidencia mayor de BCR-ABL1 en adultos (15 - 30%)
que en nifios (4 - 16%), especialmente en el fenotipo B/mieloide, mientras los rearreglos
en KMT3A son reportados con mas frecuencia en nifios (11-12%) comparado con adultos
(4-8%) (20).

En estudios anteriores a la publicacion de la clasificacion de la OMS, se ha
reportado una prevalencia de leucemia aguda de fenotipo mixto en el rango de 2 - 20%
de todas las leucemias; mientras que usando los criterios EGIL (por puntaje segun linea
celular) se muestra una frecuencia del 2 - 5% (3,17). En varios estudios realizados, se
tiene que no hay diferencias en edades con respecto a la presentacion de la enfermedad
(22). La frecuencia usando los criterios de la OMS 2008 no es clara, sin embargo se
muestra una frecuencia de menos del 3% del total de leucemias, significativamente menor

comparado con la clasificacion EGIL (3).

Esta enfermedad es rara, de prevalencia baja entre las leucemias agudas, por lo
que hay limitado conocimiento o estudios en esta patologia. Dada la rareza en si de la
enfermedad y del limitado conocimiento de la patogénesis, los estudios de progresion de
la enfermedad y tratamiento estan basados en analisis retrospectivos de cohortes de pocos
pacientes. La terapia no esta bien establecida, llevando a inconsistencias entre las

opciones de tratamiento con régimen contra LMA o LLA (17).

25



CAPITULO 2: HISTORIA NATURAL DE LA LEUCEMIA AGUDA DE LINAJE
AMBIGUO.

Origen celular clonal de la ALAL

La maduracion y diferenciacion de las células sanguineas durante la
hematopoyesis esta asociada a la expresion del conjunto de marcadores que definen el
linaje (18). La célula madre hematoldgica multipotente normalmente se diferencia en
mieloide, linfoide B o T por un proceso complejo de maduracién influenciado por muchos
factores de transcripcion. Este proceso depende precisamente, de los niveles de estos
factores de transcripcion, la permanencia en el tiempo de expresion y las interacciones
con los otros factores, siendo sinérgicos o antagonicos. Por ejemplo, es sabido que el
desarrollo linfoide B es dependiente de la alta expresion del factor de transcripcion PAX-
5y que la supresion de este por C/EBPa puede inducir fenotipo mieloide o de fenotipo
mixto en células comunes progenitoras linfoides (5). C/EBPa por si solo es requerido
para la diferenciacion mieloide, mientras la sefializacion NOTCH es necesaria para
promover el desarrollo a progenitores de célula T (Figura 4). Los progenitores
hematopoyéticos tempranos son conocidos por expresar marcadores de multiples lineas,
con la seleccion de destino Unica que se basa en la regulacion multinivel de la
transcripcion de los factores de expresion para promover un fenotipo especifico y también
suprimir la programacion alternativa. Este proceso se conoce como cebado de linea. La
MPAL parece surgir a partir de la desregulacion de los mecanismos que especifican el
linaje celular, a través de disrupciones genéticas ocurriendo en una secuencia de tiempo

especifica o por alteraciones epigenéticas desacopladas (5,18).

El tiempo y el nivel de expresidon de un factor de transcripcion especifico puede
afectar la determinacion del linaje; es posible que la competencia de factores de
transcripcion antagonice las funciones de uno con respecto a los otros, promoviendo la
expresion de un linaje sobre el otro (5). Alternativamente, la desregulacion y la expresion
aberrante de los factores de transcripcion que gobiernan la diferenciacion celular ocurren
como bases de la alteraciones genémica y epigenética. Por ejemplo, la reducida expresion
de PAX5 en las hematogonias, se ha asociado con células bifenotipicas y en leucemia
aguda, lo que demuestra que altos niveles de PAX5 son criticos en el desarrollo de linaje
B, mientras que niveles bajos resultan en fenotipo mixto; la supresion que ejerce C/EPBa
sobre PAX-5 lleva al progenitor comun linfoide a diferenciarse en fenotipo mieloide
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(18,23,24). En la misma linea, la diferenciacion linfoide T depende de los altos niveles
de expresion de NOTCH, el cual si esta disminuido, favorece la diferenciacion mieloide.
Esto es consistente con el hecho que las aberraciones en NOTCH1 estén solo presentes el
MPAL T/mieloide (23,25).
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Figura 4: Diferenciacion de la Célula Madre Hematopoyética. Note los factores de transcripcién
clave como C/EBPa para diferenciacion mieloide, Pax-5 para linfoide B y Notchl para linfoide
T. Tomado de (5).

La desregulacién y la expresion aberrante de los factores de transcripcién que
gobiernan la diferenciacion celular ocurren en las alteraciones base de la gendmica y
epigenética de la leucemia aguda. El perfil de expresion de genes en los pacientes con
LMA correlacionan con el fenotipo T/mieloide con un perfil distinto de expresion que
incluye a C/EPBa promotor de hipermetilacion y silenciador de genes y la estimulacion
de la sefializacion celular T, por la activacion aberrante de la sefializacion NOTCH1 (26).
Mutaciones que activan NOTCH1 fueron previamente descritas en el contexto de cambio
de linea de LMA a LLA-T, sugiriendo el rol mutacional en los factores de transcripcion

en la reprogramacion celular a linea especifica. Las mutaciones pueden interrumpir el
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desarrollo del fenotipo; la LLA de precursores tempranos T esta asociada a mutaciones

caracteristicas de neoplasias mieloides, como DNMT3A, IDH1/2 (18).

En los afios 80°s, dos hipdtesis surgieron para explicarla. Una de ellas es la
Hipdtesis de Greaves gue sugiere la promiscuidad de linea, en la cual los progenitores
hematopoyéticos poseen el potencial multilineal que es preservado como una reliquia si
la transformacion leucémica ocurre en este punto, esto por alteraciones genéticas
fundadoras invariantes presentes a través del desarrollo filogenético (27). La otra
hipdtesis es la infidelidad de linea, en donde las células leucémicas expresan
“desprogramacion” de origen oncogenético, resultando en la expresion de blastos
multilineales, es decir, adquisicidn secuencial de las mutaciones somaticas que dirigen a

la célula a la expresion de un fenotipo multilineal (18,25,28).

El modelo clasico de jerarquia hematopoyética visualiza una temprana dicotomia,
desde una célula madre hematopoyética pluripotencial autoperpeutable, hasta un
progenitor multipotencial que ha perdido esta capacidad de autorrenovacion pero
mantiene su potencial de formar multiples linajes. No obstante, se ha identificado
progenitores linfoides aparentemente restringidos con capacidad de generar granulocitos
0 macrofagos, llamandose progenitores linfoides multipotentes primitivos.
Recientemente se ha sugerido el origen de esta enfermedad como un proceso de
maduracion temprano del continuo de células hematopoyeéticas indiferenciadas y células
progenitoras (CLOUD-HSPC, por sus siglas en inglés, continuum of low-primed
undiferenciated hematopoietic stem and progenitor cells). Esta teoria ha permitido la
apertura del conceptor de arresto en la maduracién de la leucemogénesis, apoyando la
proliferacion de células en diferentes estados de diferenciacion en su continuo que puede
ser el origen de la ALAL (25,29).

Hallazgos citogenéticos y moleculares en MPAL

No hay aberraciones cromosomicas Unicas asociadas a la leucemia aguda de
fenotipo mixto. Las anormalidades se presentan en mayoria con anormalidad clonal, en
menor proporcion con cariotipo normal (3,20,30). La mayoria de los casos de MPAL
estdn asociados con cariotipo anormal (64-87% aproximadamente). Dos lesiones
genéticas se han reportado frecuentemente en MPAL, suficientes para ser consideradas
como entidades separadas: la traslocacion que involucra el gen 11923 y la t(9;22)
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(934;q11.2) o el rearreglo BCR-ABL1, la cual no debe confundirse en el diagndstico de la
fase bléastica de la Leucemia Mieloide Cronica. Estas dos traslocaciones frecuentes se
asocian al fenotipo MPAL B/mieloide (3,16). El rearreglo MLL yuxtapone el extremo
amino-terminal de la metiltransferasa de histonas MLL con una variedad de diferentes
compafieros de fusion por la traslocacion. A la fecha se han caracterizado mas de 70
compafieros de fusion, siendo la desregulacion en la expresion de genes HOX los
relacionados a leucemogénesis. La expresion HOX es alta en células madre y en
precursores tempranos, por lo que necesita ser regulado a la baja para la maduracion. La
expresion de HOX ectopica puede estar relacionado a la creacion de precursores

preleucémicos que pueden progresar en varias formas de leucemia (8).

Cerca del 70% de los pacientes con MPAL presentan anormalidades citogenéticas
y la mayoria presenta cariotipo complejo (29,30). Estas anormalidades sumadas a las
mutaciones genéticas demuestran la inestabilidad genética de esta leucemia (23). Entre
las anormalidades mas frecuentemente encontradas estan la delecion del 6q, 59 y 12p,
monosomia del 5, monosomia 7, polisomia 21 y trisomia 8 (5). De igual manera, se ha
observado una mayor expresion de los genes MDR1, CEBPA, IGH, TCR en pacientes con
leucemia bifenotipica (3). Otras anormalidades comUnmente vistas en asociacion con el
fenotipo B/Mieloide son la del(1p32), trisomia 4, del(6q), aberraciones en 12p11.2 y
tetraploidia. La t(9;22), como aberracién citogenética mas frecuente, esta identificada en
el ~15-30% de los casos, principalmente en adultos, en nifios, la incidencia es del 4-16%
aproximadamente; la MPAL con rearreglos en KMT2A comprende el 10%
aproximadamente de los casos de Leucemia Aguda de Linaje Ambiguo y son comunes
en nifios (11-12%) comparado con los adultos (4-8%) (5,16,17). ElI compafiero de fusion
mas comun en los rearreglos con KMT2A es AFF1 pero se han descrito como compafieros
a los genes MLLT1 o MLLT3. Estudios han reportado rearreglos en el cromosoma 12,
especificamente en el gen ZNF384, en MPAL B/mieloide pediatrica, con compafieros de
fusion variables como TCF3, EP300, TAF15, CREBBP. Este rearreglo no se ha
identificado en adultos (16). Estudios han demostrado que el subtipo de MPAL
B/Mieloide muestran frecuentemente un cariotipo complejo en comparacion con la
MPAL T/Mieloide (31). Con el advenimiento de la secuenciacion de nueva generacion
(NGS), combinado con los datos obtenidos del cariotipo, se dice que un 93% de los casos
de ALAL tienen mutaciones o anormalidades citogenéticas (17).
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Aunque no estd bien definido, el dogma prevalente acerca de la ontogenia
mutacional de MPAL indica el hallazgo de mutaciones que ocurren en la célula de origen,
en vez de acumulacion de mutaciones corriente abajo que promueven promiscuidad de
linea (27). Mutaciones encontradas en MPAL se han visto documentadas tanto en LMA
como LLA. En intentos de entender mejor el perfil mutacional de la ALAL y su origen
celular, se ha realizado la secuenciacion del exoma completo y del transcriptoma a
pacientes al momento del diagndstico de la enfermedad. En pacientes con ALAL se han
encontrado mutaciones genéticas comunes a las encontradas en otras neoplasias
hematopoyéticas, encontrando genes mutados como DNMT3A, RUNX1, TP53 y KMT2D
(MLL2) (5,27). De igual manera, se ha encontrado con prevalencia las mutaciones en la
via de reparacion del ADN. Mientras ninguna de estas mutaciones son recurrentes en la
ALAL, se han encontrado muchos truncamientos en el marco de lectura y mutaciones sin
sentido, llevando a la pérdida de funcién de la proteina codificada. Algunos de estos son
mutaciones en BRCA2, mutacién de cambio de marco de lectura en PRKDC, cuyo efecto
es pérdida en la reparacion del ADN y es requerido para la recombinacion VDJ, mutacién
deletérea en el marco de lectura en el gen de anemia de Fanconi (FANCD2), mutacion en
genes de reparacion de ADN como MDC1, CHEK1 y PARP1. Mutaciones en TP53
ocurren en pacientes con cariotipo complejo y con deleciones en cromosoma 17 o 17p
(9,32).

Los estudios desarrollados en el panorama genético de esta enfermedad han
detectado distintos tipos de frecuencias en mutaciones genéticas de MPAL. Estudios de
secuenciacion del exoma completo han mostrado mutaciones en genes regulatorios
epigenéticos como DNMT3A hasta en una tercera parte adultos estudiado (17,32). Genes
mutados involucran una variedad de funciones celulares incluidas la modificacion de la
cromatina, metilacion del ADN, genes supresores de tumores, factores de transcripcion y

en sefializacion celular (Cuadro 1) (23).

La presencia de mutaciones en la via de reparacion del ADN puede explicar las
desregulaciones en el ciclo celular, en la diferenciacion celular hacia una linea y explicar
la pobre respuesta a quimioterapia convencional (9). Estas mutaciones ocurren temprano
en el desarrollo celular y les permite retener el potencial de adquirir caracteristicas
mieloides o linfoides (17,27). Sin embargo, desde otra perspectiva, las deficiencias en la
via de reparacion del ADN pueden ser explotadas terapéuticamente para aumentar la

destruccion de células tumorales mediante la terapia. Basandose en datos provenientes de
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secuenciacion de ADN en pacientes con ALAL, el fenotipo mixto puede ser parcialmente
explicado por las mutaciones simultaneas de genes alterados recurrentemente en
leucemias linfoides y mieloides asi como la alteracion en los genes de expresion de linea

mieloide y linfoide (9).

Cuadro 1. Genes mutados frecuentemente encontrados en pacientes con ALAL segln su

funcién celular.

Funcion celular Genes mutados

Participacion en la modificacion de la | ASLX1

cromatina

Efecto en la metilacion del ADN DNMT3A, IDH, TET2

Genes supresores de tumores TP53y WT1

Factores de transcripcion NOTCH1, RUNX1y GATAL/2

Vias de sefializacion de activacion celular FLT3, EGFR, NRAS y JAK2, KRAS,
NF1

Tomado de Eckstein, 2016; Quesada, 2018 y Yong, 2020.

El perfil mutacional de MPAL es heterogéneo. Cuando una mutacién genética en
MPAL esta presente, mutaciones en otros genes son comunes. Las frecuencias alélicas
variantes, técnica que cuantifica la proporcion de secuencias variantes detectadas en
genes co-mutados, demuestra la varianza mutacional de la ALAL, lo que es consistente
con la naturaleza heterogénea de esta leucemia (23,33). El perfil mutacional de MPAL no
puede ser catalogado como hibrido entre LMA y LLA, ya que las mutaciones, ain en los
genes asociados a linaje mieloide, estan presentes en LMA y LLA. Algunas mutaciones
tienen altos valores de frecuencia alélica variante, sugiriendo que han sido involucradas
en la iniciacion de la enfermedad, como lo son DNMT3A, RUNX1, IDH2, TET2 y
SRSF2. Por otro lado, las mutaciones FLT3, ETV®6, IL7R, p53, IKZF1, BCOR, CSF3R,
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WT1 que son tipicamente subclonales, tienen valores de frecuencia mas bajos, 1o que

indica que son segundos eventos involucrados en la progresion de la enfermedad (21).

En uno de los estudios mas grandes sobre MPAL realizado en China, se encontro
que la delecién IKZF1 se encontré en un 13% de casos mieloides/B, mutacion en EZH2
en 9.7% de casos mieloide/B y mieloide/T, ASXL1 en 6,5% de casos mieloide/B, TET2
en 3.2% de casos mieloide/B, ETV6 en 3.2% de casos mieloide/T y NOTCH1 en 3.2%
de casos mieloide/T. Adicionalmente, en analisis de microarreglos, se ha encontrado
alteraciones cripticas del nimero de copias en los genes CDKN2A, IKZF1, MEF2C.
Mutaciones en FLT3 se han descrito en pacientes MPAL mieloide/T (34).

En un estudio de casos pediatricos, dirigido en 2018, el uso de la secuenciacion
del genoma completo, del exoma completo y del ARN, mostré mutaciones en pacientes
con ALAL que han sido cominmente identificados en LMA como FLT3, RUNX1, CUX1
y CEBPA, identificadas en LLA como CDKN2A, CDKN2B, ETV6 y VPREBL1 o0 en
ambos como WT1y KMT2A. Uno de los hallazgos més relevantes de este estudio fue el
rearreglo en ZNF384, caracteristica similar a las LLA-B. Los investigadores mencionan
que el perfil de expresion genética en LLA-B con ZNF3884 mutado es igual al encontrado
en MPAL B/Mieloide. Ademas notaron una mayor expresion de la sefializacion mediada
por FLT3 en pacientes con ZNF384 mutado, indistintamente del subtipo de MPAL
(17,27).

Se han reportado MPAL B/mieloide con deleciones asociadas a LLA como
IKZF1, asi como mutaciones somaticas en modificadores epigenéticos (33% de los casos)
como TET2, EZH2, IDH2 y ASXL1. Mutaciones en genes de sefializacion celular se han
reportado hasta en 61% de los casos, siendo mutuamente excluyentes con los genes
reguladores epigenéticos. Estudios de poblacién pediatrica y adulta han identificado méas
mutaciones asociadas a LMA que las relacionadas a LLA incluyendo DNMT3A,
NOTCH1, RUNX1, WT1, IDH2, FLT3, KRAS, NRAS, CUX1, CEBPA,
CDKN2A/CDKN2B, ETV6, PHF6 y VPREB1(5,16). Por ejemplo, se han identificado
casos en los cuales hay una delecién en el gen IKZF1 y una mutacion sin sentido en
HOXBY9, los cuales son genes mutados expresados aberrantemente en LLA y LMA
respectivamente. Analisis de frecuencia variante alélica de las mutaciones sugieren que
la mutacion IKZF1 ocurri6 méas temprano en el clon fundador, previo a mutacion de
ganancia de codon de terminacion en HOXB9, mientras que una mutacion FLT3 (E598G)

fue desarrollada posteriormente durante la evolucion clonal. Como otro ejemplo, en un
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paciente con AUL se identificaron las mutaciones en DNMT3A (de ganancia de codon de
terminacion) y IDH2 (R140Q), asociadas a LMA, y ademéas una mutacién en NOTCHL1,
asociada a LLA-T. Como tercer ejemplo, un caso de MPAL T/mieloide, que contiene
mutacion mieloide (SUZ12) y linfoide (NOTCH) (9).

Las MPAL B/mieloide se han asociado a una carga mutacional mas alta con
frecuentes mutaciones en reguladores epigenéticos como EZH2, PHF6, DNMT3A y
mutaciones en sefalizacion JAK/STAT. Interesantemente, MPAL T/mieloide parecen
exhibir un perfil genético similar al de LLA de precursores tempranos de célula T (ETP-
ALL, early T cell precursor Acute Linfoblastic Leukaemia), con caracteristicas
compartidas como las mutaciones en ETV6, WT1, EZH2, DNMT3A y FLT3, que
colectivamente distinguen estas dos entidades de LLA-T. Mutaciones en NOTCH1 han
sido identificadas en MPAL T/mieloide (~10-15%), siendo menos frecuente en LLA-T y
ETP-LLA (16,32). Segun lo observado, en estudios realizados, la MPAL B/Mieloide
tiene menor cantidad de mutaciones con respecto a la MPAL T/Mieloide (23). Comparado
con MPAL B/mieloide y T/mieloide, MPAL B/T son raras. En los pocos casos descritos,
se han identificado mutaciones como PHF6, WT1, JAK3, MED12, CTCF, IL7R,
NOTCH1, SF3B1, PTPN11, EZH2, DNMT3A y TP53 (5,16). Interesantemente,
mutaciones en NPM1 y CEBPA, que definen a subtipos especificos de LMA, no han sido
observadas en pacientes con MPAL (23).

Estas mutaciones presentadas en MPAL B/mieloide y T/mieloide sugieren en
cierta manera que una mutacion particular perturba el programa de diferenciacion,

creando una imagen de infidelidad de linea (21)

Cambios moleculares detectados en pacientes con Leucemia Aguda Indiferenciada

A pesar de la rareza de la AUL, las investigaciones sugieren que su perfil de
expresion genética estd relacionado con la sobreexpresion de ciertos marcadores de
pronéstico pobre en LMA como BALLC, ERG y MN1 (16). Se han observado
alteraciones asociadas con sindromes mielodisplasicos (SMD) y LMA secundaria en
pacientes con AUL. Los casos de esta leucemia se han relacionado a alteraciones
cromosOmicas como la del5/5q, del7/7q y dell7/17p, trisomia del cromosoma 12 y 13,
asi como mutaciones como DNMT3A, espliceosoma (ZRSR2), RUNX1, complejo de
cohesinas (STAG2, RAD21) y TP53 (9,16). Anélisis de secuenciacion de ARN revelaron
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una expresion mas cercana de la expresion de la AUL a la LMA en contraste a la cercania
de MPAL 1(9;22)(g34.1, g11.2) con la LLA-B (9). Cuando se compara con otros tipos de
ALAL, pacientes con AUL tienden a tener mas edad, menor sobrevida y un perfil clinico
similar a pacientes con LMA secundaria. Esta observacion sugiere que en la mayoria de
los casos de AUL, definidas por la OMS, pueden tener una derivacion mieloide con
mutaciones de LMA secundaria y SMD, no obstante, esta observacion puede estar
sesgada por los pocos casos, por lo que se requiere una cohorte mas alta para establecer
esta hipdtesis (9).

Basandose en datos obtenidos a través de perfil de metilaciones, estudios han
mostrado que las Leucemias Agudas de Fenotipo Mixto pueden ser agrupadas en “MPAL
similar a LMA” o “MPAL similar a LLA”. Se ha evidenciado que las leucemias MPAL
B/Mieloide pueden ser agrupadas mayoritariamente en LLA-B, mientras tanto, las AUL

parecen compartir perfil de expresion genética y mutacional con las LMA (9).
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CAPITULO 3: DIAGNOSTICO CLINICO Y DE LABORATORIO DE LA LEUCEMIA
AGUDA DE LINAJE AMBIGUO.

El diagnostico de la leucemia aguda de fenotipo mixto depende del
inmunofenotipo. La citometria de flujo es el método preferido para establecer el
diagnostico, especialmente en los subtipos en los cuales hay una co-expresion de
marcadores mieloides y linfoides en una misma célula. En los casos en los que se
encuentren dos poblaciones celulares, el diagnostico puede realizarse también por

inmunohistoquimica, aplicada en tejidos o en citoquimica convencional (2).

Diagndstico Clinico

Los sintomas clinicos en un paciente con MPAL son tipicamente los
caracteristicos de la leucemia aguda, estan dados por el fallo medular. Estos sintomas
incluyen fatiga, infecciones y sangrados debido a anemia, trombocitopenia, leucocitos
residuales disfuncionales y supresion inmune general. EIl recuento leucocitario es alto y
la mayoria tiene alto porcentaje de blastos (3,5,17). En adicion, la hepatoesplenomegalia
o linfadenopatias pueden estar presentes. No obstante, se han descrito casos en los cuales
el diagnostico se ha realizado en pacientes asintomaticos, en donde la leucemia es un
hallazgo incidental en chequeos médicos de rutina. Esto responde al grado de afeccion de
otras lineas, es decir, en casos donde la hemoglobina, la funcionalidad de los glébulos
blancos no clonales y el recuento plaquetario estdn ligeramente afectados, las

manifestaciones clinicas del paciente no seran acentuadas (17).

Diagndstico de Laboratorio

Caracterizacién morfoldgica

La morfologia blastica de la Leucemia Aguda de Linaje Ambiguo refleja una
diversidad de alteraciones fenotipicas y genéticas. Los blastos de la AUL tipicamente
carecen de caracteristicas mieloides (granulacion azurofila citoplasmatica, cuerpos de
Auer) y son frecuentemente pequefios o medianos en tamafio, con relacién
nucleo/citoplasma a favor del ndcleo, ndcleos redondos, nucleolos prominentes y
citoplasma escaso. Algunas diferencias morfolégicas como mayor una cantidad de

citoplasma, vacuolas o apariencia de “espejo de mano” pueden presentarse y recordar una
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leucemia linfoblastica. En concordancia con la heterogeneidad intrinseca de las MPAL,
los blastos pueden incluir caracteristicas mieloblasticas, monoblasticas y/o linfoides. La
poblacion de blastos puede ser dimdrfica o similar a la descrita en las AUL (ver Figura
5). Las MPAL con traslocacion BCR-ABL1 o con traslocacion del gen MLL expresan
poblacion dimorfica comprometida de mieloblastos/linfoblastos 0

monoblastos/linfoblastos respectivamente (6,8,31).

(L A\ § -

Figura 5: Frotis de sangre periférica donde se muestran blastos pertenecientes a una Leucemia
Aguda de Linaje Ambiguo. A. Foto de frotis de sangre periférica de MPAL B/T. B. Foto de sangre
periférica de Leucemia Aguda Indiferenciada. Nétese la heterogeneidad de las células inmaduras
con respecto a su morfologia. Modificado de Porwit & Béné, 2015y Olga K. Weinberg , 2019)

Desde el punto de vista morfologico, la presentacion de MPAL es heterogénea y
la mayoria de los pacientes presentan blastos con morfologia linfoblastica o mieloblastica,
con o sin diferenciacion monocitoide. Por tanto, el diagndstico de MPAL no puede ser
siempre sospechado desde la morfologia, a excepcion de evidencia de blastos duales con
caracteristicas linfoides y mieloides. No obstante, el diagnostico de MPAL es dificil y

debe ser acompafiado de inmunofenotipo, citogenética y hallazgos moleculares (20,31).

Caracterizacion y hallazqgos inmunofenotipicos

Historia de la caracterizacion inmunofenotipica de las MPAL

Con el advenimiento de mas anticuerpos disponibles para la caracterizacion
inmunofenotipica de la poblacion leucémica, se volvid claro que hay un porcentaje
significativo de las LLA y las LMA que presentan aberraciones inmunofenotipicas, con
las cuales se desarrollaron criterios para el diagndstico de una verdadera leucemia de

fenotipo mixto. Uno de los primeros sistemas de puntaje para definir la leucemia aguda
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bifenotipica fue propuesta por Catovsky y colaboradores en 1991, los cuales sugieren que
se trata de un caso distinto de leucemia aguda, con biologia y prondstico Gnicos. Este
sistema se basO en establecer puntaje a la presencia de distintos marcadores
inmunofenotipicos especificos de cada linea celular al momento del diagndstico (Cuadro
2). Dentro de los marcadores con mayor peso en el puntaje, estaba el CD3 citoplasmatico,
el CD22 y la mieloperoxidasa (MPO) que permitian diferenciar la leucemia aguda de
fenotipo mixto de la leucemia aguda con expresion aberrante de marcadores de otros
linajes hematopoyéticos. Dos 0 mas puntos de dos linajes separados son necesarios para

clasificarla como bifenotipica (3).

Cuadro 2. Sistema de puntuacion propuesto por Catovsky y colaboradores para la

leucemia aguda bifenotipica.

Puntaje | Linaje B Linaje T Linaje Mieloide
2 cCD2 cCD3 MPO
cadena cu
1 CD10 CD2 CD33
CD19 CD5 CD12
CD24 Rearreglo TCR (Bo §) | CD14
Morfologia mieloide o
citoquimica mieloide
0,5 TdT CD11b
Rearreglos en IgH CDl1lc
CD15

Nota: > 2 puntos son requeridos para asignar el linaje. Tomado de Weinberg y

colaboradores, 2010.

En 1995, el grupo EGIL, basado en la caracterizacion de Catovsky, propuso
posteriormente la clasificacion inmunoldgica de las leucemias agudas, en donde se
incorpord la definicion de leucemia aguda bifenotipica (cuadro 3). Segun esta
clasificacion, un puntaje mayor o igual a 2 puntos permite la clasificacion de una linea
mieloide y de una linfoide, con al menos 20% de las células marcadas con los anticuerpos

monoclonales como punto de corte para considerar dicho marcador como positivo. Esto
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con excepcion de la MPO, el CD3, el CD79ay el TdT, ya que por su alta especificidad,

el punto de corte minimo es de 10% (3,5).

La redefinicion del sistema establecido en 1991 tuvo la intencion de usar criterios
mas restrictivos para definir a la enfermedad. Sin embargo, los investigadores y
profesionales en salud plantearon preocupaciones rapidamente acerca de estos criterios
tales como la falta de especificidad en algunos marcadores como el CD79a en la
definicion de linaje B y en positividad en MPO para definir linea mieloide.
Adicionalmente, este sistema variaba arbitrariamente los puntos de corte en la expresion
antigénica celular para ser interpretado como positivo (como ocurrié con la MPO, CD3,
TdT y CD79a), no distinguia entre leucemia bifenotipica o bilineal, no incluia la

intensidad antigénica y no incorpord los datos citogenéticos (19).

Cuadro 3. Sistema de puntaje revisado EGIL para la leucemia aguda bifenotipica.

Puntaje | Linaje B Linaje T Linaje Mieloide
2 CD79a CD3  (citoplasmaético | Anti-MPO
IgM citoplasmatico | /membrana)
CD22 Anti-TCR o/ 0 &/y
citoplasmatico
1 CD19 CD2 CD13
CD10 CD5 Cd33
CD20 CD8 CDw65
CD10 CD117
0,5 TdT TdT CD14
CD24 CD7 CD15
CDla CD64

Nota: > 2 puntos son requeridos para asignar el linaje. Tomado de Weinberg y

colaboradores, 2010.

En el 2001, la OMS incluy6 la categoria de la Leucemia Aguda de Linaje
Ambiguo, en donde se puede utilizar el sistema de puntaje EGIL para la clasificacion de
estas. En esta categoria se incluy6 la Leucemia Aguda Indiferenciada, asi como las
leucemias agudas bilineales y bifenotipicas. Sin embargo, se ha reconocido que la
leucemia aguda bilineal, a pesar de tener dos poblaciones de blastos diferentes, puede

evolucionar en una leucemia aguda bifenotipica sin relacion clara de la razén de esta (3).
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Aun cuando la clasificacion de EGIL esta bien aplicada, la estricta aplicacion de
esta puede llevar a errores de clasificacion, por ejemplo, casos de LMA con t(8;21)
(922;0922) o t(15;17)(g22;q12) pueden ser clasificados como bifenotipicas, porque la
expresion de marcadores linfoides B, como CD19, PAX5, CD79a y CD20, son comunes
en la LMA con t(8;21) y marcadores linfoides T, como CD2, son frecuentemente
asociados a LMA con t(15;17) (3,17). Ademas, el sistema EGIL no refleja la intensidad
de expresion antigénica, que es importante para determinar la especificidad de la linea

).

Clasificacion actual de la MPAL

En el 2017, la OMS clasifico las leucemias bilineales y bifenotipicas
indistintamente bajo el nombre de Leucemia Aguda de Fenotipo Mixto, leucemia en la
cual se muestra una expresion combinada de antigenos de distintos linajes, en donde no
es posible asignar una sola linea y cuya clasificacion es por exclusién de otras entidades,
como por ejemplo, las LMA con anormalidades genéticas recurrentes (3,5). En casos de
dos poblaciones separadas de blastos con distintos patrones de diferenciacion linaje
especificos, una de esas dos poblaciones de blastos debe cumplir con los criterios de
LMA. Se debe tener cuidado en la diferenciacion en los casos de LMA cuya presentacion
inicial tiene hematogonias incrementadas y puede confundirse con la MPAL B/ mieloide
(3,35).

El sello de identidad de la leucemia aguda de fenotipo mixto es la combinacién de
antigenos expresados en una o mas poblaciones de blastos que no permite la clasificacion

en un solo linaje. Se han descrito varios escenarios en la cual esto puede ocurrir (2):

1. En el escenario mas simple, hay dos 0 méas poblaciones de blastos: una o mas que
cumple independiente los criterios de clasificacion para LMA y una o mas que
cumple los criterios para LLA-B o LLA-T. Sin embargo, para la clasificacion
como leucemia aguda el recuento de blastos debe ser mayor al 20% de las celulas
nucleadas, por lo tanto, esto no debe cumplirse para cada poblacidn, sino a la suma
de estas. Estos casos se denominaban anteriormente, Leucemia Aguda Bilineal
().

2. En el segundo escenario, hay una poblacién dominante de blastos que expresan

combinacion de antigenos que por separado podrian ser considerados especificos
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para mas de una linea. Hay casos hibridos en la cual la poblacién dominante de
blastos es acompafiada de una o ma&s poblaciones pequefias con un
inmunofenotipo diferente. En este caso, la clasificacion de la leucemia es méas
rigurosa y hay interpretaciones que deben ser consideradas para llegar al
diagnostico de la MPAL (Cuadro 4) (2).

La mayoria de los casos de MPAL expresan CD45, marcador hematopoyético
temprano, ademas de marcadores CD34, CD38, TdT y HLA-DR. La presencia de estos
marcadores sugiere que el origen de la célula leucémica estd derivado de progenitores
muy tempranos que tiene el potencial de diferenciarse en linaje mieloide o linfoide (3,17).
Tanto en adultos como en nifios, la enfermedad se manifiesta con mayor porcentaje en la
modalidad MPAL B/mieloide, y en menor proporcion MPAL, NOS B/T. El marcador
CD10 se asocia con muy alta frecuencia en los casos MPAL B/mieloide, y TdT en todos

los casos de presentacion bifenotipica de la MPAL (3,35).

Cuadro 4. Clasificacion de las Leucemias Agudas de Linaje Ambiguo acorde la
clasificacion OMS 2017.

Linaje Linaje B
Mieloide Mieloperoxidasa (por citometria de flujo, inmunohistoquimica o
citoquimica)

o diferenciacién monocitoide (al menos dos: NSE (Esterasa no
especifica), CD11c, CD14, CD64, lisozima).

Linfoide T CD3 citoplasmatico (por citometria de flujo o inmunohistoquimica)

0 CD3 de superficie (raro en MPAL).

Linfoide B CD19++ y al menos uno: CD79a, CD22 citoplasmético o CD10,

0 CD19+ y al menos dos de los siguientes: CD79a, CD22
citoplasmatico o CD10.

Tomado de Borowitz, 2017.

A continuacién, se detallan las especificaciones recomendadas por la OMS para la

determinacion del linaje celular en el conjunto de células blasticas.
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Componente de célula T en MPAL.: esta caracterizado por una fuerte expresion
de CD3 citoplasmatico (CD3c o cyCD3) y la usual ausencia de CD3 de superficie.
La expresion de CD3c es mejor determinado por citometria de flujo, usando
fluoréforos brillantes como la ficoeritrina y la aloficocianina. A pesar de que la
expresion de CD3c es comunmente heterogénea, la intensidad de la fluorescencia
debe ser equivalente a la fluorescencia observada en los linfocitos T residuales.
El linaje T puede también ser demostrado con marcaje inmunohistoquimico para
CD3, sin embargo, pueden haber falsos positivos con células NK activadas (2).
En casos de LMA puede haber expresion aberrante de CD2, CD4, CD5 o CD7,
por lo que la correcta interpretacion del CD3 citoplasmatico es importante para el
diagnostico final (8).
Componente de célula B en MPAL.: es caracterizado por la expresion de CD19
de superficie con CD10, o en ausencia de CD10 con la presencia de CD79a
citoplasmatico, CD22 o PAX5 (generalmente por inmunohistoquimica). Una
intensidad de fluorescencia de CD19 en los blastos debe ser comparable a los
linfocitos B residuales para ser considerado como marcador especifico de linea.
Se debe tener la precaucion cuando se CD19 es el unico marcador en la poblacién
en estudio. Si la expresion de CD19 es débil, la presencia de dos marcadores
adicionales es requerida. CD19 puede estar negativo con otros tres marcadores de
célula B presente, sin embargo, esta posibilidad es excepcionalmente rara (2).
Componente mieloide en MPAL: ElI marcador mas especifico para el
componente mieloide es la MPO en el citoplasma del blasto. En casos que el
componente mieloide es de origen monocitico, la MPO puede estar negativa y la
evidencia de diferenciacibn monoblastica puede ser considerada aceptable,
incluida la positividad difusa de NSE o expresion de CD11c, CD14, CD36, CD64
o lisozima. Sin embargo, a pesar de la alta especificidad de la MPO, su uso como
criterio unico del componente mieloide en MPAL ha sido problematico, en parte
por los factores técnicos asociados con su medicion, especificamente, reacciones
cruzadas de los anticuerpos anti-MPO con linfoblastos B y expresion inespecifica.
En algunos casos de LLA-B se ha encontrado MPO+ lo cual no posee importancia
clinica asociada de momento, por lo que se debe tener en consideracion en la
clasificacion de las leucemias con una sola poblacion de blastos linfoides B con
débil expresion de MPO. Criterios adicionales en el diagndstico de MPAL con
componente mieloide son CD117 (KIT) y expresion fuerte de CD13 y CD33
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(2,29). La expresion del marcador MPO ha tenido relevancia discutida en la
literatura. En guias previas de la FAB, basadas en citoquimica, el 3% de blastos
positivos por MPO permitian denominar el componente mieloide en la leucemia.
Este corte aumento a 10% en la clasificacion de EGIL, sin embargo, se encontrd
casos discordantes cuando se compar0 entre ambas guias, llevando a la conclusion
que el punto de corte de 10% es conservador pero no sensible. Como el marcaje
inmunofenotipico de MPO responde a diferencias en los reactivos
permeabilizantes y a la presencia de varios anticuerpos en el mercado, la expresion
de este por inmunofenotipo puede ser dificil de establecer. Por lo tanto, la
expresion de MPO en blastos leucémicos deben ser comparado con el control
interno positivo y negativo. En raras ocasiones, el marcador MPO puede estar
expresado en LLA-B. Estos casos son identificados y tratados como una LLA ya
que, en contraste, la MPAL tiene ademéas de MPO, otros marcadores de linea
mieloide definiendo dos inmunofenotipos o dos poblaciones de blastos (8).

e Marcadores en AUL: Estos casos expresan CD34, HLA-DR o CD38, para asi
excluir la posibilidad de neoplasias no hematoldgicas. Por definicion, va a carecer
de antigenos de linea mieloide o linfoide (19). Inmunofenotipicamente, hay
dificultades en la clasificacion de LMA con minima diferenciacion (LMA-MO0) y
la AUL. La AUL no debe expresar marcadores de célula B, T o mieloide y no
debe cumplir con los criterios para LLA (B o T) o LMA con minima
diferenciacion o MPAL. AUL puede ser positivo para CD34, CD38, HLA-DR y/o
TdT: algunos casos pueden no ser adecuadamente clasificados por la insuficiente
cantidad de datos inmunofenotipicos o expresion discordante de marcadores, que
no permite la clasificacion definitiva (8).

e Otras consideraciones: MPAL con una sola poblacion de blastos al diagnostico
pueden cambiar en el tiempo, 0 pueden recaer, en una leucemia con dos
poblaciones de blastos y viceversa. Este fendmeno se denomina como cambio de

linea y puede ocurrir en terapia, persistencia de la enfermedad y recaida (2,35).

En la investigacion dirigida por Pomerantz y colaborares, analizaron a 21
pacientes diagnosticados como MPAL segun los criterios de EGIL y la OMS entre los
afios 2005 y 2015. Se encontr6 13 casos de MPAL definido por la clasificacion EGIL que

la OMS los subclasificé ya sea el LLA o LMA, en su mayoria LMA. De igual manera
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hubo 2 casos de LLA reclasificados como MPAL por la OMS. Por lo tanto, se
identificaron 19 casos de MPAL por clasificacion EGIL y al reclasificarlos con los
criterios de la OMS se identificaron 8 casos de MPAL. Como se mencion0, los criterios
de la OMS son mas restrictivos y excluyentes que los de la clasificacion EGIL, por lo
que, usando esta Ultima, mas pacientes son clasificados como MPAL que LLA o LMA.
En términos de la sobrevida estudiada en esta investigacion, las peores sobrevidas fueron
observadas en pacientes con MPAL en comparacion con la obtenidas para pacientes con
LLA y LMA. Los cambios significativos se encontraron en la sobrevida de pacientes que

fueron sometidos a un protocolo de quimioterapia contra enfermedad linfoblastica (36).

El reporte de la frecuencia, las caracteristicas clinicas y la sobrevida de los
pacientes con ALAL son dependientes del sistema de clasificacion usado al momento del
reporte. La clasificacion de la OMS del 2008-2016 es menos inclusiva que el precedente
sistema de EGIL (36).
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CAPITULO 4. PROTOCOLOS TERAPEUTICOS EN EL TRATAMIENTO DE LA
LEUCEMIA AGUDA DE LINAJE AMBIGUO.

MPAL es considerada una enfermedad de alto riesgo con pobre sobrevida. En anlisis
multivariados de datos SEER, este subtipo de leucemia de ALAL esta asociado a peor
prondstico con respecto a la LLA, LMA y a otras leucemias (37). Factores de mal
prondstico que ha sido reconocidos son la edad adulta, alto conteo leucocitario al
diagndstico, citogenética adversa (presencia del rearreglo MLL), creatinina y &cido Urico
basales incrementados, infiltracion extramedular al diagnostico y la respuesta a la terapia
de induccion (38). La mejor sobrevida de los pacientes se observa cuando el diagnostico
se da en pacientes menores de 15 afios (5,28,39). Aplicando la definicion de MPAL dada
por la OMS y basado en los estudios retrospectivos, la tasa de remision completa de la
enfermedad es de 61.5-85.2% y la mediana de sobrevida global es de 14.8-18 meses. Por
lo tanto, basado solo en el prondstico, es razonable que el acercamiento terapéutico en
pacientes adultos con MPAL debe ser similar a la de los pacientes con leucemia de alto
riesgo: alcanzar la remision completa y proseguir a un trasplante alogénico de células
madre cuando sea posible (17,28). El pobre prondstico de MPAL comparado a los otros

tipos de leucemia se debe a que (17):

1. Las células madre leucémicas de fenotipo mixto son quimioresistentes por su poca
replicacion.
2. Los blastos pueden adaptarse a la terapia al cambiar el fenotipo.

3. Algunos MPAL expresan altos niveles de proteinas de resistencia a multidrogas.

En términos del inmunofenotipo, en casos pediatricos no hay diferencia en la
sobrevida de los casos mieloide/linfoide B y los casos mieloide/linfoide T. Sin embargo,
en poblacién adulta, se ha observado menor remision completa y sobrevida en los casos
mieloide/linfoide T comparado con la MPAL B/Mieloide. La expresion del CD19 y del
CD14 se ha asociado a una sobrevida no favorable (3,5). Es importante identificar los
casos de MPAL y no mal diagnosticarse como LLA o LMA por un uso inadecuado de los
marcadores inmunofenotipicos. En realidad, algunos casos refractarios de leucemia aguda
con pobre respuesta a la terapia pueden representar casos de MPAL no detectados o

asignados incorrectamente a otro linaje (8).
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El manejo clinico de la Leucemia Aguda de Linaje Ambiguo es problematico, no
hay protocolos de tratamiento establecidos y se han reportado diferentes acercamientos
terapéuticos (17). Inicialmente se inicia con corticosteroides, seguidos de un régimen
enfocado para Leucemia Linfoblastica. En ausencia de respuesta a los corticosteroides,
hay un cambio a protocolo dirigido contra leucemia mieloblastica con agentes alquilantes
(8).

En la era anterior al desarrollo de los inhibidores de tirosina quinasa (TKI), la
presencia de anormalidades genéticas como el cromosoma Philadelphia se relacionaba
con peor pronodstico comparado a aquellos que no poseian dicha traslocacion,
principalmente en adultos, no obstante, con el advenimiento de los TKI, este mal
pronostico parece no persistir (2,3,5). La sobrevida de los pacientes con ALAL no-AUL
ha incrementado. La razon de este incremento es probablemente debido a que muchos de
ellos tienen MPAL con t(9;22) (g34.1;q11.2) y su tratamiento consta de quimioterapia
TKI contra BCR-ABL1 (17,28). En los estudios realizados con pacientes con ALAL
portadores de la traslocacion del cromosoma Philadelphia muestran que la administracion
de mesilato de imatinib, nilotinib, dasatinib o ponatinib con quimioterapia ha
incrementado la sobrevida y la frecuencia de remision completa a niveles vistos en
pacientes con LLA con t(9;22) (39). Adicionalmente, la sobrevida de estos pacientes ha
aumentado por la elegibilidad de estos al trasplante de médula 6sea como consolidacién
del tratamiento. Estd postulado que la ALAL acarrea blastos que son derivados de la
célula madre hematopoyética primitiva de larga vida, las cuales son capaces de presentar
infidelidad de linea, por lo que la quimioterapia sola va a ser insuficiente para erradicar
la enfermedad. Por tanto, la opcién del trasplante alogénico de progenitores
hematopoyéticos es recomendado en la mayoria de los estudios (9,17,28). La sobrevida
de este tipo de ALAL es tal, que los estudios sugieren que pronostico de MPAL con
t(9;22) es superior a los demas subtipos de MPAL (39).

En pacientes con rearreglos en MLL, el panorama es lugubre. Estudios reportan
casos de pacientes de menor edad (inclusive infantes y nifios) cuyo rearreglo en MLL
representa la explicacion del pobre prondstico de la MPAL infantil. Adicionalmente,
pacientes con este rearreglo del cromosoma 11 tienen peor sobrevida en contraste con los
pacientes con cariotipo normal o traslocacion (9;22). Similar a lo observado en LLA de
infantes, la presencia de esta anormalidad citogenética estd asociada a resistencia de la

quimioterapia y peores cifras de sobrevida (39).
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El monitoreo de la Enfermedad Minima Residual (EMR) es de esencial
importancia y tiene efectos significativos en las decisiones terapéuticas. Datos
disponibles sugieren que un resultado negativo de MRD después de la terapia inicial en
MPAL resulta en buena sobrevida libre de evento y de sobrevida global (36). La utilidad
de este monitoreo es evidente en casos de MPAL con traslocacion BCR-ABL1. El
monitoreo molecular no esté disponible en las formas de MPAL, por tanto, la citometria
de flujo es una herramienta de laboratorio indispensable para el monitoreo de la poblacién

con fenotipo aberrante y asi ser predictor de sobrevida (21).

La rareza relativa de ALAL, la inconsistencia en los criterios diagnosticos y la
falta de datos prospectivos, han contribuido a la ausencia de guias basadas en evidencia
para el manejo de estos pacientes. Las implicaciones clinicas de las revisiones en la
definicion de MPAL incluye el subregistro de los casos mal diagnosticados como LLA o
LMA por la insuficiencia de paneles inmunofenotipicos comprensivos, lo que podria
repercutir directamente en tratamientos sub6ptimos en ciertos individuos con MPAL no
reconocido. Aparte del reto diagnostico, pacientes que son diagnosticados con MPAL
tienen un pronoéstico lugubre. Esto puede deberse a citogenética adversa, el uso de
quimioterapia en altas dosis, alta expresion de glicoproteina P u otros factores inherentes

al paciente como las comorbilidades o demograficos (5).

Con la evidencia basada en estudios, se ha notado que el régimen de induccién
para la LLA provee la mejor opcion de alcanzar la remision, con 75-83% de remision,
mientras que el régimen mieloide brinda remision entre un 28 y 57%. EIl régimen de
induccion consiste en quimioterapia hyperCVAD (ciclofosfamida hiperfraccionada,
vincristina, doxorubicina y dexametasona alternada con altas dosis de citarabina y
metotrexate) (40). ElI uso de régimen combinado (LLA y LMA) confiere la misma
efectividad que un régimen de LLA (71% comparado con un 64% respectivamente)
(5,17,28) (Figura 6). En un estudio polaco, Zajac y colaboradores encontraron que la
sobrevida libre de evento (SLE) fue mejor en pacientes con MPAL T/mieloide, esto
relacionado a un abordaje terapéutico agresivo como el de LLA-T y a una estratificacion
del paciente en alto riesgo, que consecuentemente, su régimen quimioterapéutico es

mucho mas agresivo (20).
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Figura 6: Sobrevida Global (A) y Sobrevida Libre de Evento (B) a 5 afios de pacientes con MPAL
tratados con régimen de induccién dirigido a LLA comparado con LMA. Tomado de Zajac-
Spychata y colaboradores, 2020.

El reto mas importante en la MPAL es el proveer la terapia éptima para estos
pacientes. Datos demuestran que la terapia de induccion en el tratamiento de LLA con

agentes que tienen actividad contra leucemias linfoides y mieloides parece ser mas
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efectiva que la quimioterapia dirigida contra LMA en el alcance de la remision completa.
Estos datos son respaldados en la mayor tasa de remisién completa, mayor porcentaje de
sobrevida global y sobrevida libre de evento, comparado con los pacientes que recibieron
protocolos de induccidn para LMA. Por lo tanto, la induccion con quimioterapia utilizada

en LLA provee mayores tasas de remision y menor muerte (20).

Otro aspecto de importancia es la terapia post induccion, en la cual, el trasplante
de progenitores hematoldgicos esta asociado con mayor sobrevida, especialmente en
pacientes con anormalidades genéticas como el BCR-ABL1. El efecto beneficioso del
trasplante en MPAL se visualiza independientemente del régimen de induccién utilizado,
linfoide o mieloide (Figura 7 y 8) (20).
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Spychata y colaboradores, 2020.
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El manejo clinico de MPAL sin rearreglos en BCR-ABL1 0 MLL, esté basado en
el éxito de la terapia similar a LLA y alguna experiencia con el trasplante alogénico de
progenitores hematopoyéticos. Estudios recomiendan que adultos menores de 40 afios se
sometan a regimenes de induccién especificos inspirados en poblacién pediatrica,
mientras que, para adultos mayores de 40 afios, la combinacion de 5 drogas:
ciclofosfamida, daunorubicina, vincristina, prednisona y L-asparaginasa, sea utilizada.
No obstante, el trasplante de progenitores hematoldgicos debe ser ofrecido a todos los
pacientes con esta enfermedad. Para el tratamiento de MPAL con rearreglos en BCR-
ABL1, se sugieren las recomendaciones anteriormente citadas con la adicion de los
inhibidores de tirosina quinasa. La inclusion de estos inhibidores en la terapia ha
aumentado la sobrevida para esta enfermedad, siendo similar a la sobrevida de pacientes
con LLA-B con cromosoma Philadelphia (Figura 9). Por su parte, el subtipo de MPAL
con rearreglos en MLL se ha caracterizado por su falta de respuesta al tratamiento.
Recientemente, la relacion de este subtipo con la actividad aberrante de la metiltransferasa
de histonas DOT1, ha permitido el estudio de inhibidores de DOTLL y de otros agentes

que tienen como punto de accion la activacion de los genes HOX (5).
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Figura 9: Algoritmo de tratamiento propuesto para la leucemia aguda de fenotipo mixto. Nétese
gue el algoritmo propuesto esta dirigido a la terapia de consolidacion del trasplante alogénico de
progenitores hematopoyéticos. MPAL.: Ph+/-: Cromosoma Philadelphia positivo o negativo, CR:
remision completa, R/R: Recaida/Refractoriedad, TKI: inhibidores de la tirosina quinasa. Tomado
de Wolach & Stone, 2020.

Los estudios de patofisiologia molecular han identificado mutaciones que deben
ser consideradas antes de iniciar el tratamiento, como IDH1/2, BRAF, NOTCH1y FLT3
que pueden representar objetivos terapéuticos con agentes disponibles o en estudios
clinicos como lo son los TKI y los inhibidores de NOTCHL1. Drogas recientemente
avaladas por el FDA como el midostaurin (inhibidor de FLT3) y enasidenib (inhibidor de
IDH2) han sido clinicamente efectivos en pacientes con FLT3 e IDH2 mutado,
respectivamente. Pacientes pediatricos con ZNFr384 mutado y sobreexpresion de FLT3
también han respondido bien al midostaurin (17). Las terapias que promueven el
compromiso de células T al CD19 de células malignas han incrementado su aplicacion en
leucemias refractarias, en donde se incluye el blinatumomab (anti CD3/CD19) vy las
células CAR-T (28).
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Los estudios retrospectivos en esta enfermedad son concluyentes en que el
protocolo de régimen quimioterapéutico contra leucemia linfobléstica tiene mejores
resultados que los casos con protocolos contra leucemia mieloblastica, con sobrevidas
libres de evento de aproximadamente 80% en protocolos contra LLA. La combinacion de
protocolos contra LMA y LLA no genera mayor ventaja en la sobrevida y genera mas

mortalidad asociada a tratamiento, por la mayor toxicidad (10).

Cuando la terapia se basa en la expresion del CD19, la diferencia en la sobrevida
cuando se usa el protocolo linfoblastico es ain mas marcada a favor de esta, no solo por
el uso de la terapia hyper-CVAD, sino por el uso de terapia especifica como
blinatumomab (anticuerpo especifico que une CD19 y CD3, facilitando la interaccion
célula tumoral y linfocito T) o CAR-T — CD19 (10). Uno de los estudios més relevantes
sobre las estrategias de tratamiento en la ALAL en nifios, estudid retrospectivamente a
una cohorte de 233 nifios diagnosticados con ALAL desde el periodo 2002 al 2015 en 18
paises. Este estudio planteé un algoritmo terapéutico para esta enfermedad (Figura 10),
basandose en las siguientes conclusiones de dicho estudio:

e Las recomendaciones de tratamiento estaban basadas en la comparacion de la
ALAL ala LLA o LMA. En el desarrollo granulocitico, la presencia de MPO ha
servido como marcador inmunofenotipico, pero este ha sido encontrado en linea
linfoide en el estudio del ARN mensajero. No hay evidencia que la expresién de
MPO esta directamente conectada a la mejor respuesta de la terapia contra la
LMA, de hecho, la buena respuesta a la terapia contra LLA en pacientes con
leucemia MPO+ esta documentada. Dada la variabilidad de la expresién de la
MPO, no es sorprendente el debate sobre el punto de corte para diagnosticar la
positividad (7).

e La especulacion que una ALAL involucra tratamiento para su parte linfoide
(LLA) y mieloide (LMA) esté equivocada, ya que se asume que se tratan como si
fueran de linaje Unico. Ademas, ambos tratamientos estan disefiados con su
intensidad maxima tolerable, por lo tanto, el uso combinado puede comprometer
la eficacia o incrementar el riesgo de toxicidad fuera de los limites aceptables (7).

e Debido a la sobrevida lagubre de los pacientes con LMA CD19+, el uso de la
terapia mieloide en MPAL CD19+ no es recomendado. En presencia de
marcadores linfoides, la sobrevida utilizando la terapia contra LLA es excelente,

por lo que debe ser considerada como primera linea de tratamiento. En casos
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especificos, en donde el CD19 esté ausente se puede elegir por una terapia
combinada o una terapia dirigida contra LMA (7).

e Se debe evaluar el trasplante de progenitores hematopoyéticos en leucemias de
alta carga al final de la induccion (>1% de EMR). Aunque el tamafio de la cohorte
no permitié observar un beneficio significativo, la recomendacion es la
realizacion del trasplante ante una terapia de induccién con pobre respuesta. En
estos casos debe reevaluarse el fenotipo tumoral o realizar un cambio en el

tratamiento (7).

ALAL diagnosis*

233 (100%)5 yes

7 RUNX1/RUNX1T1
— PML/RARA
BCR/ABL1 olecular CBFB/MYH11
Tr(‘:lai:ha'srl?ll)-l- ( ..................... genetics' .......................... ) Treat as AML
— cytogenetics
ETV6/RUNXT |
e GLI/PBX L LE - 202(87%) None of them
Y Y
CcD19
Treat as ALL
77 (33%)5 Neg or not known
pos i i
v .................................. v
Treat as ALL yos (i)CD3 and CD7pos
(combined type e or
possible) at least 2 of CD10,

iCD79a, (i)CD22 pos

10 (4%) i no
Y
Treat as AML
or combined

type

* Without preexisting genetic disorders that require specific treatment

Figura 10: Algoritmo de tratamiento recomendado en pacientes con ALAL. Notese que deben
descartarse primero los casos de LMA y LLA molecular y posteriormente evaluar la positividad
del CD19 para optar para un régimen de tratamiento para LLA 0 si es negativo para optar por uno
de LMA o combinado. Tomado de Hrusak.y colaborares en el 2018.
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CONCLUSIONES

Esta investigacion consistié en una revision bibliografica sobre la situacion actual
de la Leucemia Aguda de Linaje Ambiguo. Esta revision se baso en la actualizacion de
topicos en esta enfermedad asi como en publicaciones de anélisis de datos retrospectivos
de esta. Los aspectos mas importantes de esta neoplasia se revelan a continuacion:

1. La Leucemia Aguda de Linaje Ambiguo es una malignidad hematologica
heterogénea, que se caracteriza por la presencia de blastos que expresan fenotipo
linfoide y mieloide en la presentacion de la enfermedad. Puede presentarse de
forma bilineal (dos poblaciones distintas) o bifenotipica (una poblacion con dos
linajes). Esta neoplasia representa del 1-3% de las leucemias agudas, con una
incidencia estimada de 0,35 casos por millén de personas, con igual ocurrencia en
nifios y adultos, sin embargo, el subtipo de MPAL con rearreglos en KMT3A esté
mas presente en nifios e infantes. El subtipo méas comin es MPAL B/Mieloide. La
distribucion etaria es bimodal, con mayoria de casos en menores de 19 afios y
mayores de 60 afios, pero la mediana de diagnéstico es de 50 afios, menor a lo
observado a las demas leucemias agudas.

2. El origen clonal de esta enfermedad se hipotetiza que se produce en la célula
madre hematopoyética multipotencial a través de procesos mutacionales
relacionados a funciones celulares como modificacion de cromatina, metilacion
del ADN, genes supresores de tumores, factores de transcripcion y vias de
sefializacion celular. A pesar de las similitudes de defectos genéticos con sus
contrapartes de LMA y LLA, su perfil mutacional no puede ser catalogado como
hibrido entre ellas, ya que las mutaciones que se encuentran en esta enfermedad
estan presentes en ambas leucemias. Las dos lesiones genéticas de mayor impacto
en el diagnostico, prondstico y monitoreo es la t(9;22) o la t(v;11g23).

3. El diagnéstico de la ALAL es complejo e integral. La morfologia generalmente
se muestra con blastos de tipo linfoide, sin embargo, se puede observar
poblaciones distintas de blastos, con morfologia linfoide y mieloide por separado;
aunque no es diagnostico, puede ser sugestivo. Esta neoplasia no tiene
traslocaciones ni mutaciones especificas, como sucede en LMA o LLA, por lo que
estos hallazgos no son relevantes en la clasificacion, sino en el prondstico y
subclasificacion de esta. El diagndstico de esta recae en el inmunofenotipo y los

hallazgos inmunohistoquimicos. Se debe constatar que en la poblacion blastica
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hay marcadores especificos de linea mieloide, linfoide B o T, en cualquier
combinacion, para poder definirlo como un caso de MPAL. Cuando no se
constatan marcadores de linea, con marcadores de inmadurez celular y de
exclusion de otras neoplasias, se habla de una Leucemia Aguda Indiferenciada.
4. Esta enfermedad tiene un mal pronostico. Con el régimen quimioterapéutico
contra LLA se ha encontrado tasas de remisién completa, sobrevida libre de
enfermedad y sobrevida global de hasta el 85%. Adicionalmente, el trasplante de
progenitores hematopoyéticos y el uso de inhibidores de tirosina quinasa ha
mejorado mucho la sobrevida de estos pacientes. Nuevos algoritmos basados en
la expresion del CD19 se han planteado para tratar esta enfermedad: la presencia
de este marcador atribuye la escogencia de un tratamiento contra LLA seguido de
trasplante de médula 6sea. No obstante, los investigadores revelan la necesidad de

mas estudios en el tratamiento de esta enfermedad.

La clasificacion de esta enfermedad ha variado con el tiempo, desde 1991 que inicid
su clasificacion, hasta el 2016, en la Gltima version de la OMS, por lo que, el repertorio
de publicaciones sobre este tema es heterogéneo en su epidemiologia y hallazgos, lo que
ha repercutido en la definicion de los esquemas terapéuticos del mismo. El tema principal
sobre esta enfermedad se puede resumir en la frase “Las células son ambiguas, el mensaje
no” en donde, aunque la clasificacion de la enfermedad es complicada, muchas veces
confusa, la accidn terapéutica y el tratamiento debe realizarse contemplando todos los
datos clinicos y tratarse agresivamente para poder obtener mejores resultados de

sobrevida.
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