LX Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Hematologia y Hemoterapia / Ponencias

Caso 3. Varén con fiebre, leucocitosis y bicitopenia

Maria Paz Garrastazul Sanchez, Miriam Vilches Moreno,
Maria del Carmen Fernandez Valle, Inmaculada Marchante Cepillo
Unidad de Gestion Clinica de Hematologia, Inmunologia y Genética. Hospital Universitario Puerta del Mar. Cadiz

> Motivo de consulta

Se trata de un varén de origen marroqui de 36 anos
que acudié al Servicio de Urgencias por fiebre persis-
fente.

) Historia clinica

Referia malestar general y fiebre de hasta 39°C de
2 semanas de evolucién, sin sinfomatologia acompa-
Aante sugestiva de foco, que habia tratado sucesiva-
mente con amoxicilina/clavulénico y azitromicina por
indicaciéon de su médico. Comentaba también que le
salian frecuentes hematomas fras minimos traumatis-
mos desde hacia un mes.

No tenia antecedentes patolégicos de interés ni hé-
bitos téxicos. Trabajaba de dependiente en una ferre-
teria.

) Exploracion fisica

Presentaba buen estado general. Se observaron nu-
merosas equimosis dispersas en tronco y extremida-
des, y se palparon pequenas adenopatias submandi-
bulares y el polo inferior del bazo, siendo el resto de la
exploracién anodina.

> Pruebas complementarias

* Hemograma. Hemoglobina (Hb): 98 g/L; volu-
men corpuscular medio (VCM): 76 flL; leucocitos:
22,110 x 10%/L; plaguetas: 42 x 10%/L.

« Frotis: 36% neutrdfilos, 12% linfocitos, 12% monoci-
tos, 40% blastos. Los blastos (Figura 1) eran de hébito
promonocitoide, tamano grande, ndcleo irregular de

cromatina fina dispersa, a veces con 1 o 2 nucleolos,
y citoplasma ligeramente basdfilo sin granulacion. Lio-
mo la atencién el hallazgo de signos displdsicos se-
veros en los neutrdfilos (Figura 2), siendo frecuentes la
hiposegmentacién nuclear, la hipogranularidad vy los

Figura 1. Sangre periférica x 1.000, tincion May-Griinwald-Giemsa
(MGG). Se muestran 4 células afipicas de aspecto monocitico, co-
rrespondiendo probablemente a promonocitos las 2 de los exiremos
y a monocitos displdsicos las 2 del centro.

wy.1\ ™+
Figura 2. Sangre periférica x 1.000, tincion MGG. Neutrofilos con
nicleo hiposegmentado, citoplasma hipogranulado vy, en 4 de ellos,
bastones de Auer.
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Figura 3. Asp|rodo medular x 200, tincion MGG. Médula 6sea h|per-
celular y polimorfa con predominio de la serie granulocitica.

Figura 4. Aspirado medular x 1.000, tincion MGG. Se muestran, a la
izquierda, 3 blastos monocitoides y, a la derecha, 4 blastos de aspec-
to indiferenciado junto a un cayado.

Figura 5. Aspirado medular x 1.000, tincion MGG. Se observan
3 blastos con bastones de Auer.

Figura 6. Aspirado medular x 1.000. En la imagen de la izquierda
se observan 3 eosindfilos de morfologia normal; a la derecha, se
muestra un eosindfilo positivo con el PAS y otro positivo con la CAE.

bastones de Auer, que destacaban por ser numerosos
y, a veces, mUltiples dentro de una misma célula.

+ Medulograma: el aspirado medular era hipercelu-
lar y polimorfo (Figura 3), con severa disminucion de
las series roja y megacariocitica, pero con una relati-
va conservacion de la granulocitica y con un ligero
aumento de los eosinéfilos, presentando el siguiente
recuento diferencial: 4% eritroblastos, 41,3% granuloci-
tos, 4% eosindfilos, 2,66% monocitos, 2% linfocitos, 0,33%
células plasmaticas y 46% blastos.

Los blastos (Figura 4) eran de morfologia diversa,
identificndose un 28% de aspecto promonocitoide,
similares a los observados en sangre periférica, y un
18% poco diferenciados, de famano pequeno a me-
diano, con el nlcleo redondeado y generalmente sin
granulacion. Menos del 0,5% de los blastos contenia
algln baston de Auer (Figura 5), generalmente Uni-
co. En el estudio citoguimico mostraron positividad
granular con la mieloperoxidasa (MPO) en el 86% y
negatividad con la cloro-acetato-esterasa (CAE) y la
alfa-nafti-acetato-esterasa (ANAE).

Los eosinéfilos aparecian en todos los estadios ma-
durativos, contenian escasa granulacion preeosindfila
y se tefian fanto con el dcido peryddico (PAS) como
con la CAE (Figura 6).

Cuando se estudié la morfologia de la hematopo-
yesis residual, apenas se hallaron signos displdsicos
en las series roja y megacariocitica, y en cambio se
identificd hasta un 96% de granulocitos displésicos (Fi-
gura 7), con trastornos similares a los observados en
sangre periférica, con nlcleos en pseudo-Pelger, con
alteraciéon de la forma o en espejo, y citoplasmas hipo-
o agranulares. Al igual que en sangre, fue llamativa la
presencia de numerosos bastones de Auer, en torno all
10% de los granulocitos, que eran de variable grosor
y longitud, y que se localizaban casi exclusivamente
en cayados y segmentados, pero no en estadios an-
teriores. Como en la sangre periférica, estos bastones
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Figura 7. Aspirado medular x 1.000. Destaca la observacion de bas-
tones de Auer maltiples en algunos cayados y segmentados.

a veces se acumulaban de forma multiple dentro de
una misma célula, pudiendo observarse granulocitos
con hasta 15 bastones.

+ Citometria de flujo (CMF) (Figura 8). Se identifi-
caron 2 poblaciones de blastos: una con expresion

CD45+dim, MPO+, CD13+, CD33+dim, CD34+, CD15+,
CD117+, HLA-DR+, CD123+, CD64-, CD14, CD11b- vy
CD56-, que suponia el 28% del fotal medular, y otra po-
blacién con CD45+dim, MPO+, CD13+, CD33+, CD34+,
CD117+, HLA-DR+, CD123+, CD64+, CD14-, IREM2-,
CD16-, CD11b-, CD38+, CD4+dim, CD2-, CD7-, CD56-
y CD19-, y que correspondia al 11% de la celularidad.
Se halldé también un 1,5% de promonocitos CD34-,
CD64+, CD14-, CD19+dim.

« Estudio citogenético: el cariotipo (Figura 9) reve-
16 la presencia de una inversidon del cromosoma 16,
siendo la formula: 46,XY,inv(16)(p13.1922)[20]. Se
observd una clona minoritaria en torno a 52 cromo-
somas en 4 de 40 metafases, pero no se pudo des-
cribir con precisiéon. La hibridacion in situ fluorescen-
fe (FISH) (Figura 10) confirmé la existencia de una
inv(16), mientras que el resto de las sondas estudia-
das fueron negativas, incluyendo RUNXT-RUNXTTT,
MLL y PML/RARA. Dada la presencia de nulcleos hi-
posegmentados y de bastones de Auer multiples, se
aplicaron también sondas para delp53 y c-myc, que
fueron negativas.

+ Biologia molecular: se defectdé mediante RT-gPCR
el franscrito CBFB-MYH11 en su isoforma A. Los restan-
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Figura 8. Inmunofenotipo de médula 6sea donde se indican las distintas poblaciones de blastos halladas: mieloblastos en marron, monoblastos

€en rosa y promonocitos en naranja.
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Figura 9. Cariotipo de médula 6sea. Arriba se muestra una imagen
del cariofipo de la paciente, con el hallozgo de una inv(16).Abajo, el
cariotipo de una clona minoritaria hiperdiploide.

Figura 10. Hibridacion in sifu fluorescente (FISH) de médula Gsea
que muestra una inv(16). La sefial amarilla corresponde al cromoso-
ma 16 normal, mientras que las sefales verde y roja pertenecen al
cromosoma que ha sufrido la inversion.

tes estudios fueron negativos: BCR-ABL p210 y p190,
PML-RARA ber 1,2 y 3, RUNXT-RUNXTTT, NPMT y FLT3-ITD.

« Secuenciacién masiva: se halld la mutacion KIT,
p.Asp816Val, en el 49,5% del ADN. No se detecté nin-
guna de las demas mutaciones analizadas: CEBPA,
DNMT3, GATA2, TET2, TP53, ASXLT, BRAF, CBL, FLT3, IDHT,
IDH2, JAK2, KIT, KRAS, NPMT, NRAS, PTPNT1, RUNXT y WTT.

« Ofros andilisis: la bioquimica mostrd una elevaciéon
de la glucosa: 142 mg/dL; LDH: 535 U/L; PCR: 201 mg/
dL; ferritina: 885 mg/dL; GGT: 160 U/L; y GPT: 62 U/L, con
normalidad del resto de los pardmetros. En el estudio de
coagulacién se observd una elevacion del fibrindgeno:
5,55 g/L, con tiempo de fromboplastina parcial activada
(APTT) y tiempo de protrombina (TP) normales. El resto de
los estudios realizados no presentaron alteraciones, inclu-
yendo perfil de hierro y factores madurativos, estudio del
liquido cefalorraguideo, andlisis de orina, profeinograma
sérico, serologia virica, cultivos microbiolégicos, etc.

+ Pruebas de imagen: en la radiografia de térax se
observé un infiltrado alveolar en el 16bulo pulmonar
inferior izquierdo. En la ecografia abdominal se halld
una hepatomegalia y una esplenomegalia homogé-
neas, siendo el eje longitudinal esplénico de 18,4 cm.

> Diagnéstico

El estudio citolégico del caso fue compatible con leu-
cemia aguda mielomonocitica con eosinofiia (M4Eo).
No obstante, la morfologia atipica del caso, con la pre-
sencia de multiples bastones de Auer en los neutrdfilos,
hizo plantear el diagnéstico diferencial con otras 3 leu-
cemias mieloides agudas (LMA): la LMA con 1(8;21), la
LMA con reordenamiento PML/RARA o leucemia pro-
mielocitica aguda (LPA), y la LMA con cambios relacio-
nados con la mielodisplasia (LMA-CRM).

En primer lugar, la LMA con 1(8;21) suele acompanar-
se también de bastones de Auer en los neutrdfilos y de
eosinofilia medular; sin embargo, estos bastones suelen
ser Unicos, largos y de extremos dfilados, y los eosindfilos
habitualmente no tienen dismorfias y son CAE negati-
vos, a diferencia de lo que ocurria en nuestro caso. Por
ofro lado, el resto de las caracteristicas morfoldgicas tipi-
cas de las LMA con t(8;21), como el citoplasma de color
asalmonado de los neutrdfilos o las inclusiones globulo-
sas, las vacuolas y el refuerzo basofilico de los blastos,
NO se vieron en nuestro caso.

En segundo lugar, la LPA presenta generalmente bas-
fones de Auer multiples en los promielocitos atipicos/
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blastos y a veces fambién en los neutréfilos. En nuestro
paciente también se observaron bastones multiples pero,
al confrario que en la LPA, estos bastones predominaban
en los granulocitos maduros, observéndose muy raro-
mente blastos con 1 o 2 bastones.

Por udltimo, dada la importante displasia granuloci-
fica que mostraba el caso, se planted también diag-
noéstico diferencial con la LMA-CRM; sin embargo, no
cumplia criterios morfolégicos suficientes para el diag-
noéstico de esta entidad, ya que solo superaba el 50%
de los elementos displdsicos en esta serie, pero no en
la roja ni en la megacariocitica.

La CMF identificd 2 poblaciones de blastos: mielo-
blastos y blastos de linea monocitica, lo que confirmd
que se frataba de una LMA mielomonocitica y per-
mitié descartar la LPA. Finalmente, los estudios citoge-
nético y molecular detectaron la presencia de una
inv(16) y la ausencia de 1(8;21) y de PML-RARA, confir-
mdndose el diagndéstico de LMA con inv(16).

> Evolucion

Se inicid quimioterapia segln el protocolo PETHEMA
LMA < 65 anos de 2010, alcanzando fras la induccion
una remisién completa morfoldgica. La enfermedad
minima residual (EMR) mediante CMF tras la induc-
cion y tras la primera consolidacién no fue conclu-
yente, ya que, aunque se detectd, respectivamente,
un 1,5y un 0,9% de blastos mieloides, no era posible
distinguir si eran blastos de la leucemia original o si
eran mieloblastos no patolégicos, dada la ausencia
de aberraciones en su expresidon antigénica. La deter-
minacién de CBFB-MYH11 mediante RT-gPCR fue per-
sistentfemente positiva tras la inducciéon (1,5%) y fras
la primera y la segunda consolidaciones (0,3% tras
ambas). En la actualidad estd pendiente de recibir un
alotrasplante de progenitores hematopoyéticos (alo-
TPH) de uno de sus hermanos.

> Comentarios y discusion

La LMA con inv(16) o t(16;16) representa el 15% de las
LMA del adulto® y pertenece al grupo de las LMA con
alteraciones citogenéticas recurrentes de la clasifica-
cién de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS).
Junfo a la LMA con 1(8;21). es una de las LMA core
binding factor (LMA-CBF), denominadas asi porque de-

rivan del reordenamiento de uno de los genes que co-
difican alguna de las subunidades, alfa o beta, del fac-
for de transcripcion CBF. En la LMA con inv(16), el gen
CBFB, ubicado en 16922, codifica la subunidad beta
y se fusiona con el gen MYH11, de la posicion 16p13.
Hasta ahora se han identificado 10 tipos de transcritos
CBFB-MYH11 (A-J)®, de los cuales el A, que es el que
detectamos en nuestro paciente, es el mds frecuente.

La LMA con inv(16) se asocia morfoldgicamente
con el subtipo LMA M4Eo de la clasificacién FAB, cuyos
blastos generalmente tienen diferenciacion mielomo-
nocitica y se suelen acompanar de un caumento de
eosindfilos en la médula 6seq, generalmente > 5%, que
aparecen en distintos estadios de maduracioén, contie-
nen un ndmero variable de grédnulos gruesos preosi-
néfilos de color basdfilo y muestran positividad con las
finciones de PAS y CAE®,

Las LMA-CBF son leucemias de buen prondstico,
dado su alfo indice de remisiones completas, del 88%,
y de supervivencia libre de recaida (SLR), del 42% a
los 10 afos®. Sin embargo, muestran una gran hete-
rogeneidad clinica y se describe hasta un 30-40% de
recaidas. Por ello, con el objetivo de identificar a los
pacientes de mayor riesgo, diversos estudios®” han
investigado la influencia de diferentes factores pro-
noésticos en la evolucidn de estas enfermedades, in-
cluyendo, entre ofros, la presencia de mutaciones o
alteraciones cromosémicas adicionales. En este senti-
do, las mutaciones de KIT, en los exones 8 y 17 princi-
palmente, han sido asociadas con una corta SLR. Sin
embargo, en recientes estudios prospectivos?, estas
mutaciones no modificaban la supervivencia global
y no discriminaban bien entre pacientes de alfo ries-
go versus bajo riesgo®, confirmdéndose la EMR como
el mejor predictor de recaida. Por este motivo, la ma-
yoria de las guias clinicas, como la de la European
Leukemia Net (ELN)®, no consideran el estado muta-
cional de KIT en la estratificacion del riesgo, sino solo
la EMR. En las LMA con inv(16), la EMR puede seguirse
mediante CMF y gPCR, aungue respecto a este Gltimo
método no estd aln estandarizado un umbral que
prediga el resultado®9. En nuestro paciente se halld la
mutacién de KIT Asp816Val, del exén 17, y, aunque la
EMR mediante CMF no fue concluyente, manftuvo una
gPCR persistentemente positiva, por lo que se planificd
la intensificacion con alo-TPH, estando pendiente su
realizacion en la actualidad.

El inferés del caso que presentamos es la existencia
de signos displdsicos severos en la serie granulocitica
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Tabla 1. Casos publicados de leucemias agudas mieloblasticas con neutréfilos en faggot

Fdads Leucos/Hb/Plaq Diagnéstico Genética Faggot Tratamiento o6
Sexo meses
Kallel 2005 8M 40,8/76/65 LMA M2 T(8:21) Neutréfilos | A'aC+Daunox 1
1 ciclo No RC
Dawson 2007 | 46M Pancitopenia LMA 46,XX[20] Neutrodfilos QT basada Ara-C >12
Ohnishi 2008 | 13M 143/5,2/64 LMA-M1 a7xx+a520] | Neutrofilos hasta | e gy +52
metamielo
Cariotipo complejo Blastos 1
Guerin 2008 67H 24/65/42 LMA CRM Ampl MYC (crom 05 Y 347 +ATRA
. neutrofilos No RC
dmin)
LMA relacionada con 47,XY,+8,inv(16) . ?
Jerez 2010 32M 67/8,5/10 terapia (p1322)[20] Induccion x 2 No RC
Dmitrienko LA de linaje ambiguo T/ o Protocolo LLA-AR
? ? ?
2012 17H ' mieloide ' Neutrdfilos + aloTPH '

Hb: hemoglobina; LMA: leucemia mieloide aguda; QT: quimioterapia; RC: respuesta completa; SG: supervivencia global; TPH: trasplante de progenitores hematopoyéticos

en una LMA con inv(16) que, por lo demds, no presen-
taba alteraciones clinicas, analiticas ni citogenéticas
especiales. Entre estos signos displdsicos destacaban
los bastones de Auer, tanto por su frecuencia como
por su localizacién, ya que eran numerosos en los
neutréfilos maduros, pero muy escasos tanto en for-
mas jovenes de la granulopoyesis como en los blastos,
siendo de especial interés su frecuente disposicion en
forma de agrupamiento intracelular maltiple.

Los bastones de Auer son estructuras alargadas que
se forman por la fusidn de la granulaciéon mieloide y
pueden verse en los blastos de los sindromes mielodis-
plasicos (SMD) y de las LMA, generalmente en escasa
cuantia. Una excepcién es la LPA®, en la que los bas-
fones/astillas son generalmente abundantes y caracte-
risticamente forman agrupamientos multiples dentro de
los promielocitos atipicos, que por ello suelen describirse
como faggot cells (células en rama). La observacion de
bastones de Auer en los neutréfilos es rara, habiéndose
descrito en la LPA®, especialmente tras la instauracion
de tratamiento con dcido transretinoico (ATRA), en las
LMA con maduracién, sobre todo las LMA con 1(8;21)79,
donde aparecen como bastones largos y Unicos, y las
LMA mielomonociticas.

La presencia de faggot cells en patologias no LPA
es excepcional, habiéndose publicado apenas una
docena de casos en los Ultimos 15 anos en leucemias
agudas y SMD, ya sea como blastos en faggof'19,
como neutrdfilos en faggof™'” o como ambos(?,
No se conoce el mecanismo patogénico que origina
esta alteracion, pero algunos autores sugieren una
posible asociacion con la del(9p) o con la presencia

de cromosomas dobles minutos con amplificacion de
c-myc(H13),

En la Tabla 1T mostramos los dltimos casos publica-
dos de LMA con neutréfilos en faggot*19, constitu-
yendo un grupo muy heterogéneo en cuanto a edad,
sexo, subtipo morfoldgico y evolucién clinica. A pesar
de ser un nUmero muy reducido, 2 de esfos casos son
LMA-CBF: uno es una LMA con 1(8;21)( y el ofro es
una LMA con inv(16)(, como nuestro paciente, por
lo que pensamos que podria haber una asociacién
entre las LMA-CBF y la presencia de bastones de Auer
multiples en los granulocitos. Es interesante puntualizar
también que el Unico caso de los 6 en el que se vieron
bastones de Auer mdltiples en los blastos ademas de
en los neutréfilos fue fambién el Unico en el que se de-
mostrd amplificacion de c-mycd”. En nuestro caso, el
estudio de FISH con la sonda para c-myc fue negativo.

> Para recordar

+ En las LMA es rara la observacion de bastones de
Auer en los granulocitos maduros; han sido descritos
en LMA M3, M2, LMA con inv(8;21) y M4.

+ Las células con mdltiples bastones de Auer (fag-
got cells) no son especificas de la leucemia aguda
promielocitica, pues han sido descritas en raros casos
de LMA y SMD.

* La LMA con inv(16) es una enfermedad de riesgo
favorable. Aungue las mutaciones de KIT han sido aso-
ciadas con mal pronéstico, no estd claro que permi-
fan distinguir grupos de mayor riesgo.
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