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RESUMEN

La enfermedad minima residual (EMR) es el método
utilizado para la deteccion de blastos en pacientes morfo-
l6gicamente en remision completa. En pacientes con Leu-
cemia Linfoblastica Aguda (LLA), se considera un factor
de riesgo independiente asociado con baja sobrevida libre
de eventos (SLE). Desde enero de 2006 a diciembre de 2009
se evaluaron 84 pacientes pedidtricos con diagndstico de
novo de LLA, tratados de acuerdo al protocolo ALLIC-
BFM-GATLA 2002. El punto de corte utilizado para definir
EMR positiva fue 0.01 %. Se encontr6 EMR positiva al
dia 15 en el 57.5 % de los pacientes correlacionandose
la misma con alto recuento de glébulos blancos al diag-
néstico, alto riesgo, recaida y baja SLE y SG (Sobrevida
Global). La EMR fue positiva al dia 33 en el 13.3 % de
los pacientes. Se correlacion significativamente con alto
recuento de glébulos blancos al diagnéstico, fenotipo T,
pobre respuesta al dia 8, alto riesgo, recaida y baja SLE
y SG. La EMR positiva en MO en los dias 15 y 33 del
tratamiento es una variable pronostica independiente y
significativa en la prediccién de recaida en LLA pediatrica.
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INTRODUCCION

En las ultimas 4 décadas se profundizé el conoci-
miento en la cinética de la respuesta temprana al trata-
miento en pacientes con Leucemia Linfoblastica Aguda
(LLA) para predecir riesgo de recaida'. Sin embargo,
20-25% de los pacientes que inicialmente responden al
tratamiento y morfolégicamente no presentan blastos
en médula dsea, recidivan durante el tratamiento o
luego de finalizar del mismo 2.

La presencia de enfermedad minima residual
(EMR) en LLA es un marcador prondstico significa-
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tivo para la deteccién temprana de recaidas>**. La
determinacién de EMR se realiza por reaccién de
cadena de polimerasa (PCR) mediante la deteccién de
rearreglos de genes de receptor T y/o de inmunoglo-
bulinas® y por citometria de flujo (CF)". El principio
de la CF esta basado en que las células leucémicas
expresan caracteristicas inmunofenotipicas distintivas
que permiten distinguirlas de las células hematopo-
yéticas normales'".

El inmunofenotipo asociado a leucemia se define
al diagnéstico en més de un 95% de los pacientes con
LLA y sirve para detectar EMR durante el tratamiento
con una sensibilidad de 0.01% o de 1 blasto en 10.000
células normales.

La identificacién de factores clinicos y bioldgicos
asociados a pronoéstico establece el concepto de es-
trategia ajustada al riesgo®. El andlisis cuantitativo
de EMR en nifios con LLA es el factor pronéstico
mds importante para determinar la posibilidad de
recaida. Permite intensificar el tratamiento en ni-
fios con respuesta inadecuada a la quimioterapia
y potencialmente permitiria disminuir la toxicidad
del mismo asociada en pacientes de bajo riesgo. La
deteccién de EMR en la fase de inducciéon (dias 15
y 33 del tratamiento) permite intensificar el mismo
y eventualmente disminuir el riesgo de recaidas®.

Los objetivos del estudio son evaluar EMR por
citometria flujo en MO (dias 15 y 33 de la induccion)
en nifios con LLA.

Determinar la asociacién de EMR con variables
demograficas y hematoldgicas.

Determinar la sobrevida global (SG) y sobrevida
libre de eventos (SLE) en este grupo de pacientes.
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MATERIAL Y METODOS

Se realizé un estudio descriptivo retrospectivo
en el periodo comprendido entre enero de 2006 y
diciembre de 2009. Se incluyeron 84 pacientes con
diagnéstico LLA entre 1 y 18 afios de edad tratados
segtin protocolo ALLIC/BFM/GATLA 2002. Se realizé
deteccion de EMR en MO por citometria de flujo de
4 colores con citémetro FACSCalibur utilizando un
amplio panel de anticuerpos que incluye marcadores
BFITC / PE / PCP /APC:20/10/34/19,58/10/34/19,
10/123/34/19,10/38/34/19, marcadores T 99/7/5/3,
4/8/45/3/45, Tdt/7/3cit/3. Segun el fenotipo asocia-
do a leucemia evaluado al diagnéstico se utilizaron
paneles especificos adecuados a cada paciente para
la basqueda de EMR. La adquisicién de los datos se
realizé con CellQuest (software BD Biosciences). El
andlisis de los datos fue realizado con Paint-a-gate
software (BD Biosciences). El punto de corte para EMR
positiva fue 0.01% o 1x10*.

Para el analisis estadistico se utiliz6 el programa
SPSS 15.0. El andlisis univariado se realiz6 con T-test
para variables continuas y con 2 o test de Fisher para
variables categéricas. El andlisis de sobrevida se estimé
seglin el método de Kaplan Meier. El andlisis multiva-
riado se realizé por regresién multiple. Se considerd
estadisticamente significativa a valores de p <0.05.

RESULTADOS

Se evaluaron 84 pacientes con LLA. La media de
seguimiento fue 33.9 meses (r:1-66m), la media de
edad al diagnéstico 7.7 afos (r:2.1-18 afios).

Sexo femenino 32 pacientes (38%), masculino 52
pacientes (62%). El fenotipo més frecuente segin
clasificaciéon EGIL 1II fue de estirpe B (94%), de los
cuales fueron B comun 87% (73 pac.), pro B 5% (4
pac.) y preB 2% (2 pac.). Precursor T el 6% (5 pac.).

El 92% (77 pac.) presentaron buena respuesta
al dia 8 de tratamiento con prednisona (8% mala
repuesta). En cuanto a la determinacién de grupos
de riesgo; 28% (24 pac.) estandar, 55% (46 pac.) in-
termedio y 17% (14 pac.) alto riesgo. La EMR al dia
15 fue evaluable en el 78% de los pacientes (66 pac.),
siendo positiva en 38 pacientes (57%) y negativa en
28 (43%). Al dia 33 fue evaluable en el 89% de los
pacientes (71 pac.), siendo positiva en 10 pacientes
(13%) y negativa en 65 (87%). (Tabla 1).

La SG a 36 meses fue 75% y la SLE 71.4%

Asociacién de variables hematolégicas y
demograficas con EMR al dia 15 (n=66).

No se observé diferencia estadisticamente significa-
tiva cuando se asocié EMR al dia 15 con sexo (p=0.219),
edad al diagnéstico (p=0.25), fenotipo pro B (p=0.077),
B comun (p=0.388), preB (p= 0.82) ni T (p= 0.75).

Tampoco se observé diferencia estadisticamente
significativa cuando se asocié con respuesta al dia
8 (p=0.181). No fue estadisticamente significativa la
asociaciéon de EMR al dia 15 y riesgo estandar (p=
0.06) ni intermedio (p= 0.513). Fue significativo cuan-
do se asocié EMR al dia 15 con alto riesgo (p=0.005),
con pacientes recaidos (p=0.046) y recuento de leu-
cocitos al diagnéstico (p=0.000).

La SG a 36 meses en pacientes con EMR (+) al
dia 15 fue 60.15% y en pacientes con EMR (-) 89.3%
(p=0.014). (Tabla 2)

La SLE, considerando evento a la muerte y/o
recaida, fue 55.3% en pacientes con EMR (+) y 85.7%
en pacientes con EMR (-) al dia 15 (p=0.007).
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Asociacién de variables hematolégicas y
demograficas con EMR al dia 33 (n=75)

No se observaron diferencias estadisticamente
significativas cuando se asocié EMR al dia 33 con
edad al diagnéstico (p=0.2), sexo (p=0.73), fenotipos
pro B (p=0.48), B comtn (p= 0.09) ni preB (p= 0.57).
Se encontré diferencia estadisticamente significativa
cuando se asocié EMR al dia 33 y fenotipo T (p=
0.027).

También se observaron diferencias estadistica-
mente significativas cuando se asocié con respuesta
al tratamiento al dfa 8 (p=0.006). No fue estadistica-
mente significativa la asociacion de EMR al dia 33
y riesgo intermedio (p= 0.06). Fue significativa la
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TABLA 1.- Caracteristicas hematolégicas de la poblacion

(n=84)
n (%)
Inmunofenotipo
Pro B 4 (5)
B comun 73 (87)
Pre B 2.(2)
T 5 (6)
Respuesta dia 8
Buena 77 (92)
Mala 7 (8)
Riesgo
Estandar 24 (28)
Intermedio 46 (55)
Alto 14 (17)
EMR evaluable dia 15 66 (78)
+ 38 (57)
- 28 (43)
EMR evaluable dia 33 75 (89)
+ 10 (13)
- 65 (87)
EMR evaluable dia 72 60 (71)
+ 1(2)
- 59 (98)

asociacion de EMR con riesgo estandar (p=0.0285) y
alto riesgo (p=.003).

Se observaron diferencias estadisticamente sig-
nificativas cuando se relacioné EMR (+) dia 33 y
pacientes recaidos (p=0.042) y recuento de leucocitos
al diagndstico (p=0.000).

La SG a 36 meses en pacientes con EMR (+) al
dia 33 fue 40% y en pacientes con EMR (-) 81.5%
(p=0.007). (Tabla 2)

La SLE fue 40% en pacientes con EMR (+) al dia 33
y 76.9% en pacientes con EMR (-) al dia 15 (p=0.013).

En el analisis multivariado la EMR positiva es una
variable independiente para predecir recaida (p0.047).

DISCUSION

La definiciéon de remisién completa en pacientes
con leucemias agudas se realiza por citomorfologia
y EMR®. El conocimiento del inmunofenotipo de
células normales es fundamental para poder iden-
tificar células patoldgicas y asi establecer los feno-
tipos asociados a leucemias agudas. Es importante
también conocer las modulaciones producidas por
la quimioterapia en células blasticas para cuantificar
correctamente la EMR.

El punto de corte utilizado en LLA para definir
EMR positiva es 0.01%. Este valor esta asociado al
limite de deteccién de la citometria de flujo**. El
riesgo de recaida es directamente proporcional al
nivel de EMR determinada en diferentes puntos del
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TABLA 2: Relacién de EMR con variables demogréficas y hematoldgicas

Variable EMR 15 + EMRI15 - P EMR 33 + EMR 33 - p
Sexo
Femenino 12 13 0.219 3 23 0.73
Masculino 26 15 7 42
Immunofenotipo
Pro B 4 0 0.077 1 3 0.48
Common B 31 25 0.388 7 58 0.09
Pre B 1 1 0.82 0 2 0.57
T 2 2 0.75 2 2 0.027
Respuesta a laprednisona
Buena 33 27 0.181 7 62 0.006
Mala 5 1 3 3
Grupo riesgo
Estandar 6 10 0.06 0 23 0.02
Intermedio 20 17 0.513 5 34 0.89
Alto 21 1 0.005 5 8 0.003
Recaida
Si 12 3 0.046 6 54 0.08
No 26 25 4 11
Media edad (afios) 7.37 7.42 0.2 9.18 6.9 0.2
GB al diagndstico
Media 28418 25523 0.000 85000 15550 0.00
Mediana 11300 7100

EMR + 15 EMR - 15 P EMR + 33 EMR- 33 P
SG (66m.) 60.15% 89.3% 0.014 40% 81.5% 0.007
SLE(66m.) 55.3% 85.7% 0.007 40% 76.9% 0.013

tratamiento. La medicién de EMR a las 2 0 3 semanas
de iniciado el tratamiento brinda importante infor-
macién que permite intensificar el tratamiento en
pacientes con mayor riesgo de recaida'’',

Actualmente no estd demostrado por estudios
randomizados que los pacientes con EMR negativa
se beneficien con la disminucién en la intensidad de
tratamiento. Los excelentes resultados de sobrevida
en este grupo de pacientes se han logrado con el
tratamiento estandar.

En concordancia con lo publicado, la EMR positi-
va al dia 15 en el 57.5% de los pacientes se correlacio-
né con mayor recuento de leucocitos al diagnéstico,
riesgo alto, mayor porcentaje recaida y menor SLE y
SG. No se asoci6 la EMR al dia 15 con respuesta al
tratamiento al dia 8 de prednisona probablemente por
el nimero de pacientes estudiados. La EMR positiva
al dia 33 en el 13,3% de los pacientes se correlaciond
en forma significativa con mayor recuento de leuco-
citos al diagnéstico, fenotipo T, mala respuesta al dia
8, riesgo alto y riesgo estandar, mayor porcentaje de
recaida y menor SLE y SG.

Numerosos estudios han demostrado que la de-
teccion de EMR al final de la induccién y al inicio

de la consolidacién constituye un factor prondstico
importante para predecir recaidas. Actualmente se
ha demostrado la importancia de evaluar EMR a las
dos semanas del inicio del tratamiento de induccién.

En trabajos publicados por el Hospital St Jude
en el afio 2002, se demostré que EMR al dia 19 en
MO constituye un factor pronédstico independiente
Recientemente demostré que pacientes con altos
niveles de EMR por citometria de flujo al final de la
induccién tuvieron menor SLE a 5 afios que aque-
llos con EMR entre 0.1% a 1% (30% + 8 vs 49% =+
6). Los pacientes con EMR 0.01% a 0.1% tuvieron
menor SLE que pacientes con EMR negativa (59% +
5 vs 88% +1). Por lo tanto 0.01% seria un punto de
corte importante para detectar pacientes con riesgo
elevado de recaida®.

El grupo BFM evalud la cinética de reduccion de
blastos en sangre periférica al dia 8 y en médula 6sea
al dia 15, demostrando su relacién con EMR positiva
al dia 33 y riesgo de recaida'®.

En nuestro estudio se demuestra que la EMR posi-
tiva en MO en los dias 15 y 33 del tratamiento es una
variable prondstica independiente y significativa en
la prediccién de recaida en LLA pediatrica.
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ABSTRACT

Minimal rsidual disease (MRD) allows detection of
blasts in patients with morphologically complete re-
mission. In patients with ALL (Acute Lymphoblastic
Leukemia), is an independent risk factor associated with
lower event free survival (EFS). From January 2006 to De-
cembre 2009, 84 pediatric patients with newly diagnosed
ALL were treated according to ALLIC-BFM-GATLA 2002
protocol. The cutoff used to define MRD positive in ALL
was 0.01%. Positive MRD at day 15 were found in 57.5%
of patients and was correlated with higher leukocite count
al diagnosis, high risk, relapse and lower EFS and OS
(Overall Survival). Positive MRD al day 33 was found in
13.3% of patients and was significantly correlated with
higher blood cell count al diagnosis, T phenotype, poor
response al day 8, high risk, relapse and lower EFS and
OS. MRD at day 15 and 33 of treatment is an important
prognostic factors to predict relapse in pediatric ALL.

Key words: Minimal Residual Disease (MRD), Acute
Lymphoblastic Leukemia (ALL), Pediatrics
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