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Hospital Universitario Virgen del Rocio. Sevilla

MOTIVO DE CONSULTA

Se trata de una paciente remitida desde otro
hospital por bicitopenia y sospecha de hemo-
patia aguda.

HISTORIA CLIiNICA

Se trata de una mujer de 70 anos sin anteceden-
tes familiares de patologia hematoldgica. Pre-
sentaba antecedentes de hipertensiéon arterial
y dislipemia, y fue intervenida de safenectomia
por sindrome varicoso. Su tratamiento habitual
incluye: carvedilol (6,25 mg/dia), &cido acetilsa-
licilico (100 mg/dia) y rosuvastatina (10 mg/dia).

Acudidé a urgencias por presentar debilidad y
sensacidon vertiginosa con tendencia a la caida
hacia la derecha de un mes de evolucién, a lo
gue se afadia febricula en las 48 horas previas.

EXPLORACION FiSICA

Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG)
de 1. La auscultacion cardiopulmonar resultd
normal. Mostraba varices en ambos miembros
inferiores. No presentaba megalias ni adenopa-
tias.

PRUEBAS ANALITICAS Y DE IMAGEN

En el hemograma, la cifra de leucocitos era de
8 x 10°/L, con neutréfilos de 1,38 x 10%/L, mono-
citos de 1,68 x 10%/L, linfocitos de 2,94 x 10%/L,
eosindfilos de 0x10%L vy basofilos de
0,02 x 10°/L. La hemoglobina era de 94 g/L, el
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volumen corpuscular medio (VCM) de 101,8 fL,
las plaguetas de 122 x 10%/L vy los reticulocitos
del 1,4% (39,9 x 10%/L).

En el estudio de coagulacién no se halla-
ron alteraciones. En la bioguimica, destacaba
una lactato deshidrogenasa (LDH) de 408 UI/L
(120-300), GGT de 71 UI/L (10-50), potasio de
2,9 mEag/L (3,5-5), la velocidad de sedimenta-
cion globular (VSG) era de 119 mm/h (1-20) y el
factor reumatoide de 248 Ul/mL (< 14). La PCR,
la funcidn renal y el resto de la bioguimica se
encontraban dentro de la normalidad.

Las serologias viricas estudiadas no mostra-
ron datos de ninguna infeccion activa.

En la tomografia axial computarizada (TAC)
de crdneo no se encontraron hallazgos relevan-
tes.

ESTUDIO CITOLOGICO

En la extensién de sangre periférica (leucocitos
de 8 x109%/L) se observaron: blastos 3%, pro-
mielocitos/mielocitos 2%, segmentados 15%,
linfocitos 59%, monocitos 21% y eritroblastos
< 1/100 leucocitos. Los hematies mostraban dis-
creta anisopoiquilocitosis. Llamalba la atencion
la hipogranularidad de los neutroéfilos y la fre-
cuencia de formas pseudo-Pelger, algunas con
condensacidon andmala de la cromatina de tipo
clumping . Muy aisladamente, se en-
contraron formas promielocitarias agranulares,
con arcoplasma bien definido, algunas con pre-
sencia de una gran inclusién con apariencia de
micronucleo . Asimismo, se aprecid
una franca monocitosis con rasgos promonoci-
toides y, muy aisladamente, presencia de inclu-
siones citoplasmaticas Unicas en los monocitos,
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Figura 1. Sangre periférica (tincién

de May-Griinwald-Giemsa x 1.000).
Granulocitos maduros displasicos, de
tipo pseudo-Pelger. Ademas, en el de
la izquierda se aprecia cierto grado de
condensacion anémala de la cromatina.

con apariencia también de restos cromatinicos
(Figura 2). Se observaron algunos megatrombo-
citos. Las células blasticas eran de talla grande
(18-21 micras), con una relacién nucleo-citoplas-
ma elevada, nucleo con la cromatina laxa o fina-
mente punteada, con nucléolos prominentes. El
citoplasma mostraba una basofilia marcada con
frecuente granulacién azurodfila y a veces rosa-
da, sin arcoplasma y sin presencia de bastones
de Auer (Figura 4),
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Figura 2. Sangre periférica (tincion

de May-Griinwald-Giemsa % 1.000).
Promielocito agranular. En medio del
arcoplasma se distingue un microntcleo
de 3-4 um de didmetro.

El aspirado medular era notablemente hiper-
celular, con una serie eritroide del 6,5%, serie
granulocitica del 56,5%, linfocitos del 3,5%, mo-
nocitos del 6,75%, eosindfilos del 0,75% y blastos
del 25,75%; la serie megacariocitica estaba bien
representada. Se observd diseritropoyesis en un
80% de los eritroblastos, de leve a moderada
(rasgos macrociticos, alteracién de la hemoglo-
binizacién, punteado basdéfilo, formas binuclea-
das, constricciones nucleares). La granulopo-
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Figura 3. Sangre periférica (tincién

de May-Griinwald-Giemsa x 1.000).
Elementos monocitarios que proyectan
un pseuddpodo y que contienen granulos
(inicos semejantes a restos de cromatina.

Figura 4. Sangre periférica (tincion

de May-Griinwald-Giemsa < 1.000).
Elementos blasticos con cierto grado de
madurez, aunque carentes de arcoplasma;
en algunos se observa una granulacion
azurdfila. En laimagen inferior derecha,
inclusiones sonrosadas de contornos
irregularmente definidos.

yesis mostraba un predominio de precursores 2%). La disgranulopoyesis era severa, del 100%,

inmaduros, con un bloqueo madurativo en el destacando hipo/agranularidad, gigantismo, ci-

gue solo un 2% completaba su maduracidn has- toplasma asalmonado con refuerzo de basofilia

ta segmentados (promielocitos/mielocitos: 51%; periférica, vacuolas (Figura 5) y, aisladamente,

metamielocitos/cayados: 3,5%; y segmentados: alguna fagocitosis de restos eritrocitarios. En la
135
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Figura 5. Aspirado de médula dsea
(AMO) (tincidn de May-Griinwald-Giemsa
% 1.000). Granulocitos inmaduros

con severa displasia: gigantismo,
agranularidad, vacuolas, citoplasma
asalmonado con refuerzo de basofilia
periférica.

linea monocitica se identificaron en torno a un
7% de elementos promonocitoides atipicos. La
serie megacariocitica mostraba dismorfias leves
(< 50%). Los blastos eran de tamafio grande, si-
milares a los descritos en sangre periférica, con
relacion nucleo/citoplasma media-alta, cromati-
na laxa a finamente punteada, nucléolos promi-
nentes (1-3), citoplasma de basofilia moderada
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Figura 6. Aspirado de médula dsea

(AMO) (tincién de May-Griinwald-Giemsa
% 1.000). Grupo de blastos con un
nucléolo prominente. Los 4 de la izquierda
variablemente indiferenciados y los 2 de
la derecha, mas maduros, se distinguen
de promielocitos por la ausencia de
arcoplasma.

con frecuente granulaciéon azuréfila y, en ocasio-
nes, granulacién rosada con tendencia a confluir
. En algunos blastos se observaron in-
clusiones rosadas semejantes a granulos de tipo
pseudo-Chédiak-Higashi. No se encontraron
bastones de Auer.
Se observaron restos cromatinicos o micro-
nucleos en cuantia inferior al 1% en la linea gra-
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nulomonocitaria (Figuras 7 v ) y en los blastos
(Figuras 9 v 10), con un tamano variable apro-
ximadamente entre 1y 2,5 micras. Eran unicos y
presentaban un mayor tamafio en los blastos y
en la granulopoyesis que en las formas promo-

nocitarias. No se observaron micronucleos en la
serie eritroide.

Citoquimicamente, la poblacion blastica
mostraba actividad del 100% para mielopero-
xidasa con patrén granular +/+++, con hallazgo

Figura 7. Aspirado de médula dsea (AMO)
(tincién de May-Griinwald-Giemsa
x1.000). A la izquierda, junto a un
granulocito agranular, se observa un
microntcleo en un promielocito displasico
(parece que conserva un pequefo
arcoplasma).

Figura 8. Aspirado de médula dsea
(AMO) (tincién de May-Griinwald-Giemsa
% 1.000). Arriba a la derecha una

forma promonaocitoide, que sugiere un
desplazamiento pseudopddico, con un
microntcleo.
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Figura 9. Aspirado de médula dsea

(AMO) (tincidn de May-Griinwald-Giemsa
% 1.000). En el blasto situado a la
izquierda se observa un claro microntcleo
y enel de la derecha al menos 2 grandes
inclusiones sonrosadas de contornos algo
difusos.

Figura 10. Aspirado de médula dsea
(AMO) (tincion de May-Griinwald-Giemsa
% 1.000). Los 2 blastos superiores
presentan en sus citoplasmas inclusiones
densas andlogas a restos de cromatina.

ocasional de granulos gruesos concordantes
con inclusiones de tipo pseudo-Chédiak-Hi-
gashi (Figura 11). Se observd un 11% de acti-
vidad alfa-naftil-acetatoesterasa en el total
celular.
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@ ESTUDIO CITOMETRICO

En el estudio de citometria de flujo del aspirado
medular destacaba un 32,8% de poblacion inma-
dura (CD34- CD117+ CD45+d) con intensa expre-
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Figura 11. Aspirado de médula dsea (AMO)
(mieloperoxidasa x 1.000). Positividad en
granulos finos a gruesos. La flecha sefiala
un granulo muy grueso andlogo a una

inclusién de tipo pseudo-Chédiak-Higashi.

sidon de mieloperoxidasa en citoplasma, blogueada
en un estadio de maduracién entre mieloblasto y
promielocito con cambios fenotipicos patoldgicos
asociados a displasia (HLADR+het/— CD15+het
CD13-/+d CD33+d/- CD71+d CD64-/+d CD38+d
CD123-/+d CD4-/+d). Ademads, destacaba un
0,15% de células madre progenitoras (CD34+
CD38-) de fenotipo aberrante, aunque la gran
mayoria de la poblacidén correspondia a promie-
locitos, que no presentaban caracteristicas feno-
tipicas tipicas de la t(15;17). El fenotipo aberrante
y el hiato leucémico determind gue se considera-
ran como blastos de una leucemia aguda y no una
poblaciéon propia de un sindrome mielodisplasico
(SMD) . El resto de las poblaciones en
médula désea correspondia a un 21,8% de granu-
locitos (de mielocito a segmentado), un 19,4% de
monocitos con bloqueo madurativo en monoblas-
to y un 7,5% de serie eritroide. Todas estas pobla-
ciones presentaban anomalias fenotipicas asocia-
das a displasia.

CITOGENETICA Y GENETICA MOLECULAR

El estudio citogenético de la médula dsea
mostré un cariotipo complejo, con férmula
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cromosoémica: 46,XX,add(7)(g22),add(12)(p13),-
17,+mar,20~60dmin[14] , que incluia
monosomia del cromosoma 17, asi como ano-
malias estructurales y cromosomas “doble mi-
nutos” (dmin) entre 20 y 60. Los dmin fueron
observados en el estudio citogenético (bandas
G) y con técnica de hibridacién in situ fluores-
cente (FISH) con una sonda dual color break
apart para el gen MYC (8924) ;

Mediante FISH se confirmd una deleciéon de
TP53 (17p13). Se descartd la presencia de dele-
cidén de 59, monosomia 7/delecién de 7g31, tri-
somia 8, asi como de los reordenamientos PML/
RARA, KMT2A (MLL), MYC y RUNXI/RUNXITI.
Las mutaciones de NPM], FLT3 e IDH1/IDH2 fue-
ron negativas mediante RT-PCR.

Se realizd un estudio de secuenciacién ma-
siva (NGS) para un panel amplio de genes im-
plicados en neoplasia mieloide (plataforma lon
S5°, panel Oncomine Myeloid Research Assay).
Este panel cubria un total de 40 genes: las hot-
spots de los genes ABL, BRAF, CBL, CSF3R,
DNMT3A, FLT3, GATA2, HRAS, IDHI, IDH2, JAK2,
KIT, KRAS, MPL, MYDS88, NPMI1, NRAS, PTPNII,
SETBPI, SF3BI1, SRSF2, U2AF1, WTT y las regio-
nes codificantes de los genes completos ASXL]J,
BCOR, CALR, CEBPA, ETEV6, EZH2, IKZF1, NFI,
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Figura 12. Citometria de flujo (médula
dsea). Diferenciacion hacia neutrdfilo
segmentado segun la expresion de
(D13/CD11h en la médula dsea normal
(diagrama izquierdo) y en el paciente
a estudio (diagrama derecho). En rojo
células precursoras (D34, en azul claro
blastos (D34~ CD117*, en azul oscuro
granulocitos.

DIFERENCIACION HACIA GRANULOCITO NEUTROFILO

MEDULA OSEA NORMAL LMA con bloqueo en promielocito/mielocito
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Figura 13. Cariotipo complejo (médula
dsea): 46,XX,add(7)(q22),add(12)(p13),-
17+mar,20 60dmin[14].
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Figura 14. Se observan 20-60 cromosomas
“doble minutos” (dmin) en el estudio
- . citogenético de médula dsea con handas
o i R G (imagen izquierda) y con hibridacion
o ‘ » * in situfluorescente con sonda dual color
s \ P break apart para MYC (8424) (imagen
R derecha, sefiales amarillas multiples
o w' ) sueltas). Se observa un cromosoma 8
. . ) o ; con MYC (flecha), estando el del otro
’J cromosoma 8 delecionado.
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PHF6, PRPF8, RB1, RUNXI, SH2B3, STAG2, TET2,
TP53 y ZRSR2. Se detectaron las siguientes mu-
taciones: TP53, exdn 5, c.445delT, p.Ser149fs.
VAF 69,8% y DNMT3A, c.2645G>C, p.Arg882Pro.
VAF 42,3%.

DIAGNOSTICO

Leucemia mieloide aguda con cambios relacio-
nados con mielodisplasia (LMA CRM), segun
criterios morfoldgicos y genéticos (cariotipo
complejo y amplificacion extracromosdémica en
dmin del gen MYO).

TRATAMIENTO Y EVOLUCION

La paciente se incluyd en el ensayo clinico
PEVOLAM (NCT 04090736) con 5-azacitidina.
Recibiod 7 ciclos con enfermedad resistente tras
la evaluacion, por lo que se intensificé posterior-
mente con el esquema FLUGA (fludarabina y
Ara-C), con progresion de la enfermedad, sien-
do exitus a los 6 meses del diagndstico por una
hemorragia intracraneal.

DISCUSION

La LMA CRM es una entidad de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) que requiere para su
diagndstico = 20% de blastos en sangre perifé-
rica o médula 6sea asociado a la presencia de
displasia igual o superior al 50% en al menos 2
lineas de la hematopoyesis y/o antecedente de
SMD o SMD/neoplasia mieloproliferativa (SMD/
NMP), y/o anomalia citogenética relacionada
con SMD. La morfologia como Unico criterio re-
quiere descartar NMP] mutada o mutacién bia-
lélica de CEBPA, hallazgos no incluidos en esta
entidad. Igualmente, no cabe el diagndstico de
LMA CRM cuando existen antecedentes de tra-
tamiento con radioterapia o quimioterapia (para
una enfermedad diferente), o se detectan de-
terminadas anomalias citogenéticas recurrentes
definidas por la OMS®, E| caso presentado se
diagnosticd de LMA CRM por criterios citomor-
foldgicos (diseritropoyesis en el 80% y disgra-
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nulopoyesis en el 100%) y anomalia citogenéti-
ca relacionada con SMD, ya que presentaba un
cariotipo complejo con mas de 3 alteraciones
citogenéticas.

Por otra parte, se describen anomalias ci-
tomorfolégicas en las lineas hematopoyéti-
cas que pueden anunciar la presencia de una
alteracién citogenética subyacente (correla-
ciones citomorfoldgicas-citogenéticas), que
permitirian una rapida orientacién diagndstica
con valor prondstico. Entre las mas conocidas
estan la asociacidn de patologia megacarioci-
tica (micromegacariocitos, megacariocitos hi-
polobulados, monolobulados) y delecién 5q,
monosomia 7 o inv(3); formas pseudo-Pelger
y vacuolas citoplasmaticas en granulopoyesis y
delecién de TP53; eosinofilia y gruesa granula-
cion preeosindfila en LMA M4 o M5 e inv(16);
intensa displasia granulocitica y bastones de
Auer tipicos en LMA con t(8;21); o la morfologia
caracteristica de leucemia promielocitica agu-
da con t(15;17)®.

Presentamos el caso de una LAM CRM con
una alteraciéon citomorfoldgica poco frecuente,
como son micronucleos en blastos y linea gra-
nulomonocitica que se asocia con la presencia
de amplificacion extracromosdmica del gen
MYC en forma de dmin.

Los micronucleos se producen por irregulari-
dades en el proceso de la division celular, gene-
rdandose estructuras derivadas del nucleo, mas
peguefias y que pueden contener oncogenes
amplificados, fragmentos cromosémicos acén-
tricos o cromosomas enteros dafados®,

Una amplificacién génica consiste en el au-
mento en el nimero de copias de un fragmen-
to de ADN particular y, por tanto, de los genes
gue contiene. Puede demostrarse en una ubi-
cacion intracromosdmica, que son las regiones
teAidas homogéneamente (hsr), o extracromo-
sdmica en forma de dmin. Los dmin son pe-
quefos fragmentos cromosdmicos circulares,
en parejas, a los que les falta un centrémero
activo y los teldmeros, y suelen contener on-
cogenes. Existen 2 hipdtesis acerca de la for-
macién de los dmin, que no son mutuamente
excluyentes: el modelo del episoma, donde se
produciria una delecioén intersticial criptica del
gen MYC de uno de los cromosomas 8 que ser-
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viria de copia para la posterior amplificacion,
circunstancia que se ha reportado en el 67% de
los casos y en el caso presentado™; y el mo-
delo de micronucleos, en el que se produciria
un retraso de un cromosoma durante la mitosis
gue no se incorpora al nucleo principal. Dado
gue en el micronucleo no funcionan correcta-
mente los mecanismos de reparaciéon del ADN,
se favorece la formacién de dmin y cromotrip-
sis®. Los dmin se observan frecuentemente en
tumores sdélidos, pero son raros en neoplasias
hematoldgicas, constituyendo < 1% de aquellas
gue presentan una citogenética alterada. La
mayoria de los casos descritos en este contex-
to corresponde a amplificacion de MYC, segui-
da de KMT2A (MLL).

La LMA con amplificacion de MYC en dmin
presenta una serie de caracteristicas citomorfo-
|6gicas, citoguimicas, genéticas y de prondstico,
segun se deduce de descripciones de casos ais-
lados®” y de series de pequeno tamano (hasta
33 pacientes)®19,

Ocurre con mas frecuencia en LMA de novo,
aunque también se describe en neoplasia mieloi-
de relacionada con la terapéutica, normalmente
acompanada de mielodisplasia. Las categorias
FAB en las que se describen, de mayor a menor
frecuencia, son M2, M1, M4 y M6, siendo excep-
cional en M5®?, En la categoria de la OMS, en
cambio, la mayoria corresponden a LMA CRM.
El caso presentado es una LMA CRM que, se-
gun la FAB, se acercaria a una M4. Ademas, se
describen las siguientes caracteristicas citomor-
foldgicas:

1. Blastos de tamafno mediano a grande, cro-
matina laxa, 1 o 2 nucléolos grandes, cito-
plasma baséfilo abundante con granulos
azurdfilos, presencia de micronucleos (Uni-
cos o multiples), inclusiones citoplasmati-
cas rosadas, granulos pseudo-Chédiak-Hi-
gashi y bastones de Auer.

2. La presencia de micronucleos se ha ob-
servado practicamente en la totalidad de
los casos con amplificacién extracromo-
sdmica del gen MYC en forma de dmin.
En cambio, los restos cromatinicos des-
critos en eritroblastos en SMD/LMA no
parecen relacionarse con la amplificacion
de MYC y se observan con mas frecuencia
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después de tratamiento quimioterdpico y
asociados a determinadas alteraciones ci-
togenéticas como -7/7q o cariotipo com-
plejo2),
. Mielodisplasia frecuente: disgranulopoye-
sis (pseudo-Pelger-Huét, hipo/agranulari-
dad, condensaciéon andmala de la cromati-
na, vacuolas...).
Citoguimicamente, los blastos tienen ele-
vado contenido de mieloperoxidasa.

Estas caracteristicas citoldgicas y citoquimi-
cas se observaron en el caso expuesto.

Desde el punto de vista citogenético, se aso-
cia con frecuencia a cariotipo complejo. El nu-
mero de dmin es variable y se describe mejor
prondstico cuando el cariotipo es normal y pre-
senta numerosos dmin que cuando el cariotipo
es complejo y existen menos dmin. Se asocia
comunmente a delecion de TP53. En el estudio
molecular se describe una asociacién alta con
mutacién de TP53®,

La paciente presentaba cariotipo complejo
con delecién y mutacion de TP53, correspon-
diendo en la clasificacién de la European Leu-
kemia Net de 2017 a la categoria de alto ries-
go(13)_

La LMA con amplificacién del gen MYC en
dmin tiene mal prondstico, se comporta como
una enfermedad agresiva y quimiorresistente,
con una supervivencia pobre.

4.

CONCLUSIONES

* La observacién de micronucleos en blastos
mieloides y en las células displasicas de una
LMA o de un SMD debe orientar al estudio
de una amplificacién génica, MYC o KMT2A
(MLL).

Citoquimicamente, los blastos de una LMA
con amplificaciéon de MYC en dmin suelen
tener un elevado contenido de mielopero-
xidasa.

En el estudio genético, el cariotipo es fre-
cuentemente complejo, a menudo asociado
a mutacién de TP53.

Estas leucemias son de muy mal prondstico,
resistentes a quimioterapia y de corta su-
pervivencia.
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