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INTRODUCCION:

En las ultimas 4 décadas se profundizo el conocimiento en la cinética de la
respuesta temprana al tratamiento en pacientes con Leucemia Linfoblastica Aguda
(LLA) para predecir riesgo de recaidal. Sin embargo, 20% de los pacientes que
inicialmente responden al tratamiento y morfolégicamente no presentan blastos en

médula ésea, recidivan durante el tratamiento o luego de la finalizar el mismo*2.

La presencia de enfermedad minima residual (EMR) en LLA es un
marcador prondstico significativo para la deteccién temprana de recaidas>®*. La
determinaciéon de EMR se realiza por reaccion de cadena de polimerasa (PCR)
mediante la deteccion de rearreglos de genes de receptor T y/o de
inmunoglobulinas >® 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 hematopoyéticas normales?!?.

El inmunofenotipo asociado a leucemia se define al diagndstico en mas de

un 95% de los pacientes con LLA y sirve para detectar EMR durante el tratamiento



con una sensibilidad de por lo menos 0.01% o de 1 blasto en 10.000 células

normales!?,

La identificacion de factores clinicos y biolégicos asociados a prondstico
establece el concepto de estrategia ajustada al riesgo®. El andlisis cuantitativo de
EMR en nifios con LLA es el factor prondstico mas importante para determinar la
posibilidad de recaida. Permite intensificar el tratamiento en nifios con respuesta
inadecuada a la quimioterapia y potencialmente disminuir la toxicidad del mismo

en pacientes de bajo riesgo®°.
Los objetivos del estudio son:

Evaluar EMR por citometria flujo en MO (dias 15 y 33 de la induccion) en

ninos con LLA.

Determinar la asociacion de EMR con variables demograficas vy

hematoldgicas.

Determinar la sobrevida global (SG) y sobrevida libre de eventos (SLE) en

este grupo de pacientes.

MATERIAL Y METODOS:

Se realizé un estudio descriptivo retrospectivo en el periodo comprendido entre
enero de 2006 y junio de 2013. Se incluyeron 192 pacientes con diagnostico LLA
entre 1 y 18 afios de edad tratados segun protocolo ALLIC/BFM/GATLA 2002 en
Hospital de Nifios Ricardo Gutiérrez, Hospital Sor Ludovica de La Plata, Hospital
Nacional. Prof. A. Posadas , Hospital infantil de Cdrdoba, Sanatorio Allende de
Cordoba, Hospital Penna , Clinica Dr Matera de Bahia Blanca, Clinica San Lucas
de Neuquén, Hospital de Nifilos Quintana de Jujuy y Hospital Pediatrico de
Corrientes . Se excluyeron pacientes Phi +, pacientes fallecidos en induccién y

remision completa.



Se realiz6 cuantificacion de EMR al dial5 y dia33 en MO por citometria de flujo
multiparamétrica de 4 colores utilizando combinaciones de anticuerpos conjugados
contra antigenos de superficie, citoplasmaticos y/o nucleares. Panel para LLA B:
CD19, CD45, CD20, CD38, CD10, CD34, Tdt, CD58. Panel para LLA T: CD7,
CD3citoplasmatico y de superficie, CD5, CD99, Tdt, CD34, CD4, CD8, CD1la
CD45. La adquisicion de datos se realizé en un citdbmetro de flujo Facscalibur y
FacsCanto (BD Biosciences) usando CellQuest y DIVA sofware En todos los
casos se adquirieron como minimo 300.000 células, a fin de alcanzar una
sensibilidad de por lo menos 0.01%. Para el analisis de los datos se utilizé Paint-a-
gate(BD Biosciences) y/o Infinicyt (Cytognos SL, Salamanca, Spain) En las LLA-B
se realizd un gate primario en células CD19+, mientras que en las LLA-T en

células CD7+.

Para el analisis estadistico se utilizd el programa SPSS 15.0. El analisis
univariado se realizo con T-test para variables continuas y con y2 o test de Fisher
para variables categoricas. El analisis de sobrevida se estim6 segun el método de
Kaplan Meier!®. El andlisis multivariado se realizd por regresion mdltiple. Se

consider¢ estadisticamente significativa a valores de p <0.05.

RESULTADOS:

Se evaluaron 192 pacientes con LLA. La media de seguimiento fue
57.5 meses (r:16.9- 91.1m), la media de edad al diagnéstico 7.7 afios (r:1.2-19.24
afnos).

Sexo masculino 106 pacientes (55.2%), femenino 86 pacientes
(44.8%). El fenotipo mas frecuente segun clasificacion EGIL Il fue de estirpe B
92.7% (178), de los cuales fueron B comun 75.5% (145 pacientes), proB 2.6% (5)
y preB 14.6% (28). Precursor T 6.3% (12). Bifenotipicas 1% (2).

El 93.2% (179) presentaron buena respuesta al dia 8 de tratamiento
con prednisona (6.8% mala repuesta). En cuanto a la determinacién de grupos de
riesgo segun caracteristicas clinicas-hematologicas; 31.2% (60) estandar, 59.4%
(114) intermedio y 9.4% (18) alto riesgo. La EMR al dia 15 fue evaluable en el



76.6% de los pacientes (147), siendo positiva (mayor de 0,01%) en 87 pacientes
(59.2%). Si se hubiera considerado EMR dial5 segun protocolo actual
BFM/ALLIC/GATLA 2010 los grupos de riesgo serian: estandar 17.2% (33),
intermedio 62.5% (120) y alto riesgo 20.3% (39). Tablal.

Al dia 33 la EMR fue evaluable en el 71,9% de los pacientes (138),
siendo positiva en 21 pacientes (15.2%).

La SG a 36 meses fue 0.92 y la SLE global 0.86. Figural.

Figura 1: Sobrevida global y Sobrevida libre de evento (Kaplan Meier)
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Asociacion de variables hematoldgicas y demogréficas con EMR al dia 15
(n=147).
No se observo diferencia estadisticamente significativa cuando se asocié

EMR al dia 15 con sexo (p0.98), edad al diagnostico (p0.66), fenotipo pro B

(p0.146), B comun (p0.50), preB (p 0.36), T (p 0.24) ni bifenotipicas (p0.40).

Tampoco se observd diferencia estadisticamente significativa cuando se

asocio con respuesta al dia 8 (p0.24). Fue significativo cuando se asocié EMR al



dia 15 con alto riesgo (p0.039) y con recaidas (p0.002). no asi con riesgo estandar
(p0.83) e intermedio (p 0.12)

La SG a 36 meses en pacientes con EMR+ al dia 15 fue 0.87 y en
pacientes con EMR- 0.92 (p=0.184).

Figura 2: Sobrevida global en meses segun EMR al dia 15.(Kaplan Meier )
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La SLE, considerando evento a la muerte y/o recaida, a 36 meses fue 0.78 en
pacientes con EMR+ y 0.93 en pacientes con EMR- al dia 15 (p0.004).

Figura 3: Sobrevida libre de evento en meses. segun EMR al dia 15. (Kaplan Meier )
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Asociacion de variables hematologicas y demograficas con EMR al dia 33
(n=138).

No se observaron diferencias estadisticamente significativas cuando se
asocio EMR al dia 33 con sexo (p0.50), fenotipos B comun (p 0.41), preB (p0.062)
y bifenotipicas (p0.546). Tampoco cuando se asoci6 con recuento de leucocitos y
respuesta al dia 8. Se encontré diferencia estadisticamente significativa cuando
se asocido EMR al dia 33 con edad mayor de 1 afio y menor de 9 afios (p0.007) y
fenotipo T (p 0.005), proB (p0.049).

Se observaron diferencias estadisticamente significativas cuando se asocio

EMR al dia 33 con riesgo estandar (p0.027) y alto (p0.000). No fue significativa la



asociacion de EMR con riesgo intermedio (p0.84). Se observaron diferencias
estadisticamente significativas cuando se relacion6 EMR+ dia 33 y pacientes
recaidos (p0.049)

La SG a 36 meses en pacientes con EMR+ al dia 33 fue 0,73 y en
pacientes con EMR- 0,94 (p0.001).
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La SLE a 36 meses fue 0.67% en pacientes con EMR + al dia 33 y 0.87% en
pacientes con EMR- al dia 33 (p=0.11).

Figura5: SLE el
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La EMR al dia 15 y 33 demostré ser una variable independiente para predecir
recaidas (p0,029 y p0.00 respectivamente) segun el analisis de regresion lineal

multiple y logistica

Discusion.

La definicion de remisién completa en pacientes con leucemias agudas se
realiza por citomorfologia y EMR?3. El conocimiento del inmunofenotipo de
células normales es fundamental para poder identificar células patoldgicas y asi

establecer los fenotipos asociados a leucemias.

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!415. El riesgo de recaida es directamente proporcional al nivel de EMR
determinada en diferentes puntos del tratamiento. La cuantificacion de EMR
a las 2 o 3 semanas de iniciado el tratamiento permite intensificar el

tratamiento en pacientes con mayor riesgo de recaida'’-18,

Actualmente no esta demostrado por estudios randomizados que los
pacientes con EMR negativa se beneficien con la disminucion 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 positiva al dia 15 en el
59.2% de los pacientes se correlacion6 con riesgo alto, mayor porcentaje
de recaida y menor SLE. La EMR positiva al dia 33 en el 15.2% de los
pacientes se correlacion6 en forma significativa con mayor edad, fenotipo T
y proB, riesgo alto y riesgo intermedio, mayor porcentaje de recaida y
menor SG.

Numerosos estudios han demostrado que la deteccion de EMR al
final de la induccion y al inicio de la consolidacion constituye un factor
prondstico significativo para predecir recaidas. Actualmente se ha
demostrado la importancia de evaluar EMR a las dos semanas del inicio del
tratamiento de induccion. El grupo BFM evalué la cinética de reducciéon de
blastos en sangre periférica al dia 8 y en médula 6sea al dia 15,
demostrando asociacion con persistencia de EMR positiva al dia 33 y

riesgo de recaidalé.

Este estudio demuestra que la EMR positiva en MO en los dias 15y
33 del tratamiento es una variable prondstica independiente y significativa

en la prediccidn de recaida en LLA pediatrica.



Tablal: Caracteristicas hematologicas de la poblacion n: 192.

Inmunofenotipo

e B comun

e PreB

e ProB

o T

e Bifenotipica
Buena Respuesta al dia 8
Recuento leucocitos

e <20.000/mm3

e 20.000 -100.000

e 100.000-300.000

e >300.000
Riesgo

e Estandar

e Intermedio

e alto

Status SNC

n=192 (%)

146 (76)
29 (14.8)
5 (2.6)
12 (6.3)
2 (1)

179 (93.2)

131 (68.2)
49 (25.5)
10 (5.2)

2 (1)

60 (31.3)
114 (59.4)

18 (9.4)

185 (96.4)
5 (2.6)

2 (1)
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