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PALABRAS CLAVE Resumen

Leucemia linfoblastica Introduccion: La leucemia aguda linfoblastica (LAL) es el cancer infantil mas frecuente. La
aguda; Enfermedad prueba de citometria de flujo (CF) identifica linfoblastos residuales conocidos como enfermedad
minima residual; Cito- minima residual (EMR).

metria de flujo; Méxi- Objetivo: Identificar tempranamente la EMR en la semana 5, en nifios con diagnostico de LAL
co. por CF.

Material y métodos: Incluimos 35 nifios con LAL, clasificados por factores pronosticos, se evaluo
la remision clinica y presencia de linfoblastos residuales en la semana 5 de quimioterapia de
induccion, por CF con 4 fluorocromos. Se consideré EMR positiva > 0.01% células mononucleares
(CMN) y EMR negativa < 0.01% CMN. Se analizé por prueba t de Student y ji cuadrada; un valor
de p<0.05 fue significativo en el programa NCSS® version 7.

Resultados: Reportamos 35 nifios con LAL evaluados por CF, de los cuales 5 se consideraron con
EMR positiva en la semana 5 de tratamiento, con una media de edad de 9.95 + 6.04 ahos, el
conteo de leucocitos de diagnéstico fue u=135.226 mm?, la mayor proporcion (91%) correspon-
di6 a LAL de linaje B, con cariotipo normal en 3 de 4 nifos, un 70% de pacientes presentaron
indice de DNA < 1. La prueba de EMR por CF fue positiva en 14.3% de nifios, en aparente remi-
sion clinica y citomorfologica de sus médulas oseas.

Conclusion: La CF permite un monitoreo mas preciso de la remision inmunoldgica de LAL en ni-
fos.

* Autor para correspondencia: Reforma N° 355 Norte, Colonia Ley 57, C.P. 83100, Hermosillo, Son., México. Teléfono: (66) 2289 0600. Ce-
lular: (66) 2124 0038. Fax: (66) 2289 0606. Correo electrénico: homero_rendon@yahoo.com.mx (Homero Rendén-Garcia).
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Quantitative determination of minimal residual disease by flow cytometry in patients
with acute lymphoblastic leukemia

Abstract

Introduction: Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most commonly diagnosed cancer in
children. The flow cytometry test (FC) identifies the amount of residual malignant cells; this
determines the minimal residual disease (MRD).

Objective: Early identification of EMR in 5 weeks in children with ALL by FC.

Material and methods: The sample included 35 children with ALL, classified by prognostic fac-
tors; clinical remission and residual lymphoblast were evaluated in the 5 weeks of induction
chemotherapy with 4 fluorochromes by FC. MRD was considered positive when > 0.01% mononu-
clear cell (MNC) and negative MRD < 0.01% (MNC). Differences were compared by Student’s t
test and Chi-square, p<0.05 was significant in the program NCSS® version 7.

Results: We assessed 35 children with ALL by FC. Five children were considered positive, with a
mean age of 9.95 + 6.04 years, the mean of leukocyte were p=135.226 mm? at diagnosis. The
most proportion about 91% corresponds to B leukemia, only 2 children had normal karyotype and
70% of patients had index of DNA < 1. The MRD test was positive in 14.3% of children in apparent
clinical remission and cytomorphology of their bone marrow samples.

Conclusion: CF allows more accurate monitoring of remission in children with ALL in children.
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Introduccion

La leucemia aguda linfoblastica (LAL) representa el cancer
infantil mas frecuente, constituye aproximadamente 40% de
los casos nuevos, con una incidencia anual de 4 casos por
cada 100,000 habitantes.

La citometria de flujo (CF) es una técnica de analisis celu-
lar que mide las caracteristicas inmunofenotipicas que
poseen las células al pasar a través de un rayo de luz. Cuan-
do se diagnostica LAL, el nUmero logaritmico de células leu-
cémicas se acerca a 1 x 102, Estando en remision clinica, es
decir, sin datos evidentes de la enfermedad, puede existir
hasta 1 x 10" células malignas microscépicamente en el pa-
ciente, esta cantidad residual de células malignas no detec-
table por técnicas de rutina se define como enfermedad
minima residual (EMR)".

La CF y la biologia molecular son las técnicas mas em-
pleadas para cuantificar la EMR en LAL; en particular, la CF
ha demostrado una sensibilidad de deteccion < 10* células
linfoblasticas, mostradas por inmunofenotipos aberrantes?,
su elevada sensibilidad determina importancia pronéstica
cuando la EMR registra valores < 1%, estudios clinicos han
demostrado que resultados de EMR > 1% al final del trata-
miento de induccion predicen recaida en un 70% a 100%,
por el contrario cuando esta prueba es negativa se asocia
con un 2%-10% de recaida®“. Es asi que la técnica de CF es
utilizada de rutina para identificar leucemia residual, su
resultado define con mas precision la remision y respuesta
al tratamiento inicial.

Presentamos los resultados de un estudio cuyo proposito
central es cuantificar la EMR, mediante inmunofenotipifica-
cion por CF, en pacientes pediatricos con LAL que recibieron
quimioterapia de induccion a la remision.

Material y métodos

Pacientes

Se realizo un estudio durante 18 meses, en pacientes de 0 a
18 afos de edad con LAL. Se utilizé para diagndstico el
criterio de mas de 25% de células blasticas en médula osea,
clasificadas como L;, L, y L, de acuerdo a los criterios de la
Federacion Franco-Americana-Britanica (FAB)®. Los pacientes
se clasificaron de acuerdo a los factores prondsticos interna-
cionales de la LAL. Se incluyeron nifios con: inmunofenotipo,
indice de DNA, citogenética, estudio de médula o6sea en re-
mision en la semana 5 de tratamiento (células malignas < 5%
en médula 6sea = M1); y hematopoyesis eficaz. Se excluye-
ron pacientes con régimen de quimioterapia previo, LAL en
recaida o condicion refractaria, reporte inadecuado de EMR
y tratamiento de quimioterapia de induccién incompleto. Se
solicitd consentimiento informado, los cuales fueron autori-
zados por el tutor. El proyecto fue avalado por el Comité de
Etica de la Institucion.

Protocolo de tratamiento y criterio de respuesta

Todos los nifos recibieron el protocolo de quimioterapia de
induccion, el cual consistié en prednisona a 40 mg/m?SC por
5 semanas y una dosis de quimioterapia intratecal. En el dia
8, la fase de induccidn con quimioterapia se llevo a cabo
bajo el siguiente esquema: vincristina 2 mg/m?SC intraveno-
sa (IV) semanal por 4 dosis, L-asparginasa 6,000 Ul/m?SC in-
tramuscular (IM) por 6 dosis y doxorrubicina 30 mg/m?2SC IV
en la semana 4. El estudio de aspirado de médula dsea fue
analizado para determinar EMR en la semana 5 posterior a la
induccion, basado en el reporte de inmunofenotipo inicial,
se contaron minimo 100,000 células mononucleares (CMN),
buscando inmunofenotipos aberrantes persistentes, con 4
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fluorocromos isotiocianato de fluoresceina (FITC): An-
ti-CD13, CD33, CD10, TdT (Dako Cytomation, Copenhagen, Di-
namarca); Anti-CD38, CD58, CD21, CDé66c (Beckman Coulter,
Fullerton, Ca, EUA); Anti-CD22, CD45, CD15 (Beckton Dic-
kinson, BD, San José, Ca, EUA); Ficoeritrina (PE): Anti-CD10
(Dako Cytomation); Anti-CD56 (BeckmanCoulter); Anti-NG2
(Beckman Coulter); proteina clorofila peridinina (PerCP):
Anti-CD34; Aloficocianina (APC): Anti-CD19 (Beckton).
Procesados de acuerdo a estandares de CF y analizados me-
diante el citometro BD FACSCalibur™, con analisis celular
basado en el software Cell Quest®.

Se considero EMR negativa cuando se detectd una canti-
dad < 0.01% y EMR positiva con una cantidad > 0.01% de
CMN, con expresion de antigenos aberrantes.

Analisis estadistico

Se analizaron las diferencias clinicas y bioldgicas entre EMR
positiva y negativa, por prueba t de Student vy ji cuadrada.
Valores de p<0.05 fueron considerados significativos. Se uti-
liz6 para analisis el programa NCSS® version 7.

Resultados

Se incluyeron 35 nifos, de éstos 65.4% fueron hombres y
34.6% mujeres (p=0.063). La edad estuvo entre uno y 9 afnos
(68.6%), un 31.4% tenia mas de 10 anos. La edad promedio
de los casos EMR positiva fue de 9.95 + 6.04 anos, mientras
la de los nifos con EMR negativa fue de 8.49 + 4.65 anos
(p=0.0208). Al clasificar a los pacientes de acuerdo al repor-
te de la EMR, se observo que 5 pacientes (14.3%) fueron EMR
positiva y 29 (82.8%) reportaron EMR negativa. Uno de los

pacientes no pudo ser clasificado por muestra inadecuada.
En la tabla 1 se resume los hallazgos clinicos mas significati-
vos de los nifos que tuvieron EMR positiva.

Se obtuvieron resultados de EMR positiva en un 51.7%,
éstos cumplian criterios de bajo riesgo clinico, seguidos por
34.5% con clasificacion de alto riesgo. La evaluacion de las
caracteristicas clinicas considerando el resultado de la
EMR, no determiné diferencias en cuanto al inmunofenoti-
po ni la morfologia, pero si en el cariotipo (p=0.0071) y en
el indice de DNA (p=0.002). En el caso del cariotipo hubo
una mayor proporcion (60% vs. 10%) de lesiones estructura-
les en los individuos con EMR positiva, asi un mayor porcen-
taje (60%) de pacientes EMR positiva tuvieron indice < 1
(tabla 2).

La tabla 3 describe el criterio de respuesta terapéutica de
todos los pacientes. Se observd que 34 nifios (97%) tuvieron
una respuesta medular en el dia 14, adecuada para el trata-
miento de induccion; ademas, en la semana 5 por citomor-
fologia del aspirado de médula dsea en 100% de los nifios no
se detectd actividad leucémica. A pesar de una remision ci-
tomorfolégica de las médulas 6seas, Unicamente 83% de los
pacientes estaba libre de actividad leucémica cuando fue-
ron evaluados por CF a la semana 5 de tratamiento. De esta
forma se demostro una prueba de EMR positiva en 5 pacien-
tes (14.3%), realizada por el analisis de CF con 4 fluorocro-
mos con una p<0.000.

Discusion

Los hallazgos de este estudio corroboran que la CF es una
prueba util para identificar EMR en nifos con LAL al término
de la terapia de induccion, tal como ha sido demostrado en

Tabla 1 Caracteristicas clinico-bioldgicas de los pacientes con leucemia aguda linfoblastica con EMR positiva (2009-2010)
Sujetos

Caracteristicas 1 3 5
Sexo M F M F
Edad 5.25 4 14.2 7.3 18.3
Grupo de riesgo clinico MAR MAR AR BR AR
Leucocitos mm?3 #=135226:228,151 540,000 78,410 40,810 15,010 57,000
Riesgo BFM* 2.6 1.48 1.31 1.25 0.65
Respuesta a la induccion dia 14 M2 M2 M2 M1 M1
Morfologia L2 L2 L2 L1 L2
Inmunofenotipo Pre-B T Pre-B Pre-B Pre B

Temprana

Cariotipo 46XY;t(9;22) 4t7();_Y1+12)2 Normal 46XY;t(6;14) Normal
indice de DNA 1 1 1.09 1 Sin registro
EMR % Células 4.58 2 1.2 2 6
Estado actual Muerto Referido Remision Remision Abandono

M: masculino; F: femenino; MAR: muy alto riesgo; AR: alto riesgo; BR: bajo riesgo; EMR: enfermedad minima residual; M1: médula

osea normal; M2: médula dsea sin blastos no recuperada.

* Determinado por la formula: Volumen tumoral=0.2 x log (blastos/mL+1)+ 0.6 x hepatomegalia en cm + 0.04 x esplenomegalia en cm.
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Tabla 2 Caracteristicas inmunomoleculares de nifios con
leucemia aguda linfoblastica con EMR (2009-2010)

Tabla 3 Criterio de respuesta al tratamiento de induccion
en leucemia aguda linfoblastica

EMR
Variable Positiva N Negativa N p*

(%) (%)

N=5 N=29
Inmunofenotipo
Células B 4 (80.0) 27 (93.1)  0.3894
Pre-B 2 (40.0) 6 (20.7)
Pre-B temprana 1 (20.0) 20 (68.9)
EBe7-B con expresion 0 (0.0) 0(0.0)
erestan Co3s 1200 164
Células T 1 (20.0) 2 (6.9)
Morfologia
L1 1 (20.0) 13 (44.8)  0.2975
L2 4(80.0) 16 (55.2)
Cariotipo
Lesion estructural 3 (60.0) 3(10.3) 0.0071
Normal (46XX, 46XY) 2 (40.0) 23 (79.3)
Sin reporte 3 (10.3)
indice de DNA
indice de DNA < 1 3 (60.0) 2 (6.9) 0.002
indice de DNA = 1 11(37.9)
indice de DNA > 1 1(20.0) 13 (44.8)
Sin reporte 1 (20.0) 3 (10.3)

EMR: enfermedad minima residual.
* Basada en una ji cuadrada para diferencia de proporciones.

otros paises®?, esto sugieren la conveniencia de su uso siste-
matico en hospitales similares al del estudio, donde la CF no
es empleada rutinariamente como prueba prondstica.

El valor de la CF para detectar EMR ha sido ya demostrado
independientemente de la técnica con que se realice la
prueba, el resultado de la CF complementa adecuadamente
a los factores pronostico clinicos como los que fueron em-
pleados en este estudio, las mejoras en su validez, confiabi-
lidad, simplicidad y costo-beneficio han incrementado su
capacidad como predictor independiente de recaida clinica?
y como instrumento discriminatorio para ajustar los proto-
colos de manejo terapéutico™.

La variabilidad de los criterios clinicos pronosticos en pa-
cientes con LAL son usados en conjunto para pronosticar re-
caidas, sin embargo, ninguno de ellos de forma individual
posee la suficiente validez para pronosticar recaidas clinicas.
En este contexto, observamos que la CF nos ayudo a identifi-
car 5 pacientes con EMR positiva, que tenian elevada can-
tidad de células leucémicas residuales, que estaban en remi-
sion clinica completa después de la terapia de induccion. Lo
que muestra que los factores pronostico clinicos aunque bue-
nos, no son suficientes para predecir en forma temprana res-

Porcentaje

Variable N=35 (%) p*
Respuesta medular dia
14*
Negativa 34 97.1 0.000
Positiva 1 2.9
Respuesta medular
semana 5
Negativa 34 100 0.000
Positiva 0 0
EMR***
EMR positiva 5 14.3 0.000
EMR negativa 29 82.8
Sin reporte 1 2.9

EMR: enfermedad minima residual.

* Basada en una ji cuadrada para diferencia de proporciones.
** Se considero positiva si la cuenta de linfoblastos era >
0.05%, y negativo cuando la cuenta era <0.05%. *** EMR
positiva si la cuenta de inmunofenotipos aberrantes era >
0.01%, y negativa si la cuenta era < 0.01%. Esta clasificacion se
realiz6 en la semana 5 del tratamiento de induccion.

puesta al tratamiento o posibles recaidas en pacientes con
LAL. Esto indicaria que la determinacion de EMR mediante CF
apoya positivamente al terapeuta en la decision de elegir el
esquema de tratamiento o reforzar los seleccionados.

Los nifios con estudio de EMR positiva tuvieron una edad
promedio (9.95 anos) mayor a los ninos con EMR negativa,
en general los pacientes con criterio de alto riesgo por edad
pueden favorecer resultados de EMR positiva''. Tres ninos
tuvieron EMR positiva con cuentas leucocitarias < 50,000
mm?3, lo que sugeriria un pronostico favorable al tratamien-
to de induccion'. La prueba de CF detect6é EMR positiva en
4 de 5 nifos, los cuales tenian presencia de indices de DNA
menores de 1.16 por CF. A este respecto se ha reportado que
un indice de DNA < 1.16 tiene peor prondstico, que los nifios
con indices entre 1.16 a 1.6'%3,

Por otro lado, parece que la deteccion de EMR al final de
la induccion es un factor pronostico independiente para
predecir recaida clinica de LAL, y su capacidad predictiva es
excelente cuando se encuentran valores negativos, pues se
han identificado recaidas entre el 70% a 100% de los pacien-
tes con EMR positiva, mientras que EMR negativa ha repor-
tado 2% a 10% de recaidas®*.

Los procedimientos técnicos para detectar EMR en pacien-
tes con leucemia aguda han avanzado considerablemente y
se han convertido en una herramienta confiable para correla-
cionar la situacion clinica y la respuesta al tratamiento. La
técnica permite diferenciar leucemia residual, lo cual per-
mite inferir la probabilidad de recaida en pacientes con EMR
detectable, esto justifica decisiones clinicas para intensificar
o modificar los esquemas de tratamiento®'4'>, Los criterios de
riesgo y el estudio de médula dsea en la actualidad tienen
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limitada sensibilidad al término del tratamiento de induc-
cion, pero son la forma tradicional para diagnosticar recaida
en hospitales donde no hay evaluacién por citometria'™.

Conclusiones

La CF es una técnica Util y necesaria para evaluar con mas
precision la remision clinica en la LAL mediante la deteccion
de EMR, la cual favorece decisiones terapéuticas.
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