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Métodos para detectar enfermedad
minima residual en leucemia
linfoblastica aguda y su aplicacion
clinica

Cérdenas-Araujo D, Gutiérrez-Aguirre CH

Resumen

En los dltimos anos se han logrado avances muy importantes en el tra-
tamiento de nifos y adultos jévenes con leucemia linfoblastica aguda.
En la dltima década, la aplicacion de la enfermedad minima residual en
leucemia linfoblastica aguda se ha expandido significativamente de un
niimero limitado de grupos de investigacion en Europa y Estados Unidos
a la aplicacion en el resto del mundo. La enfermedad minima residual es
altamente predictiva de recaida en nifios, adolescentes y adultos jovenes
en tratamiento contra leucemia linfoblastica aguda. Se han desarrollado
muchas técnicas para complementar y refinar la morfologia y evaluar
la respuesta al tratamiento, que incluyen marcadores inmunolégicos o
moleculares, hibridacion fluorescente in situ, etc. Este avance tecnolégi-
co ha permitido introducir el concepto de enfermedad minima residual,
que ha cambiado la definicion convencional de “remisién”.
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Methods for detecting minimal residual
disease in acute lymphoblastic leukemia
and its clinical application.

Cérdenas-Araujo D, Gutiérrez-Aguirre CH

Abstract

In the past years, remarkable advances have been achieved in the
treatment of acute lymphoblastic leukemia in children and young
adults. Over the last decade application of minimal residual disease
in acute lymphoblastic leukemia has expanded significantly from a
limited number of study groups in Europe and the United States to
worldwide application. Minimal residual disease is highly predictive
of relapse in children, adolescents, and young adults treated for acute
lymphoblastic leukemia. Several techniques have been developed to
complement and refine morphology in assessing response to treat-
ment, including immunologic or molecular markers, fluorescent in situ
hybridization, etc. This technologic advancement led to introducing
the concept or minimal residual disease, which has challenged the
conventional definition of “remission”.

KEYWORDS: Acute lymphoblastic leukemia; Minimal residual dis-
ease; Flow cytometry; Fluorescent in situ hybridization; PCR.
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ANTECEDENTES

En los dltimos anos se profundiz6 en el conoci-
miento de la cinética de la respuesta temprana al
tratamiento en pacientes con leucemia linfoblastica
aguda para predecir riesgo de recaida; sin embar-
go, 20 a 25% de los pacientes que inicialmente
responden al tratamiento y morfolégicamente no
muestran blastos en médula dsea recaen durante
la consolidacion o luego de finalizar la misma." La
enfermedad minima residual es el método utilizado
para la deteccién de blastos en pacientes morfo-
|6gicamente curados. La enfermedad residual se
refiere a la existencia de enfermedad en pacien-
tes que parecian estar en remisién completa por
estudios convencionales.? Esta herramienta es de
alto valor pronéstico de recaida en ninos, adoles-
centes y adultos jovenes con leucemia linfoblastica
aguda.® Mltiples estudios en nifios con leucemia
linfobldstica aguda utilizan la enfermedad minima
residual para estadificar el riesgo y determinar la
intensidad de la quimioterapia que se administrara
después de la induccion.* Se han identificado al-
gunos factores de prondstico que podrian predecir
recaida y, de acuerdo con esto, se han introducido
protocolos de tratamiento segln el grupo de riesgo.
Los factores de prondstico tradicionales incluyen
edad, cuenta de blastos al diagndstico, inmunofe-
notipo y anomalias genéticas.” La disminucion
lenta de las células de leucemia después del curso
inicial de tratamiento, medido por morfologia de
sangre periférica o médula dsea una a tres semanas
después del diagndstico, predice alto riesgo de
recaida, pero es inexacta porque los blastos de la
leucemia linfoblastica aguda son muy parecidos a
los precursores linfoides de la médula 6sea (hema-
togonias) y, en algunos casos, a linfocitos maduros,®
aqui reside una de las principales utilidades.

Las células leucémicas se distinguen de las
células hematopoyéticas normales por muchas
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caracteristicas genéticas y celulares.” La enfer-
medad minima residual puede determinarse
por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
mediante la deteccion de rearreglos de genes
de receptor T, inmunoglobulinas o ambos y por
citometria de flujo.®

Reaccion en cadena de la polimerasa

Durante el desarrollo de la célula B, los segmen-
tos V, D y ] de los genes de inmunoglobulina
sufren rearreglos, con borramiento e insercion de
nucleédtidos en los sitios de unién, con lo que se
genera una secuencia Unica de genes para cada
célula y su descendencia. Como las células de
la leucemia linfoblastica aguda provienen de la
transformacién oncogénica de un solo precur-
sor linfoide, éstos tienen rearreglos clonales en
los genes de antigeno-receptor, lo que puede
utilizarse para distinguir células leucémicas
de precursores linfoides normales mediante la
técnica de PCR. La mayor parte de estos rearre-
glos son en la linea de células B.° La PCR tiene
sensibilidad de 0.01 a 0.001%.°

Citometria de flujo

El principio de esta técnica esta basado en que
las células leucémicas expresan caracteristicas
inmunofenotipicas distintivas que permiten
distinguirlas de las células hematopoyéticas
normales.’ El inmunofenotipo asociado con
leucemia se define al diagndstico en mas de
95% de los pacientes con leucemia linfobldstica
aguda y sirve para detectar enfermedad minima
residual durante el tratamiento con sensibilidad
de 0.01% o de un blasto en 10,000 células
normales;'" el 0.01% comdnmente se usa para
definir la positividad de la enfermedad minima
residual porque éste es el Iimite de deteccion
de la citometria de flujo. Los inmunofenotipos
asociados con leucemia se reconocen por este
método. La mayor parte de los estudios clinicos
realizados para definir enfermedad minima resi-
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dual utilizaron cuatro marcadores al diagnéstico,
pero pueden utilizarse ocho o mas. Esto aumenta
la confianza para discriminar entre células nor-
males y células leucémicas, y asi se incrementa
la sensibilidad en la deteccién de enfermedad
minima residual.®

El conocimiento del inmunofenotipo de células
normales es fundamental para poder identificar
células patoloégicas y asi establecer los feno-
tipos asociados con leucemias linfoblasticas
agudas. Las células de leucemia linfoblastica
aguda presentan marcadores que identifican
su origen en precursores B o T. Los precursores
linfoides T residen en el timo y no circulan, por
lo que la expresién de marcadores T en sangre
o médula ésea son suficientes para identificar
células leucémicasT. Los progenitores B residen
en la médula dsea, pero generalmente estan
ausentes durante las primeras dos a tres sema-
nas de la induccién a la remision, porque son
extremadamente sensibles a la quimioterapia.'
En el caso de leucemia linfoblastica aguda B,
encontrar marcadores de células inmaduras es
suficiente para medir la respuesta al tratamiento.
Es importante analizar una muestra suficiente de
células (por ejemplo, 100,000 mononucleares)
para cada combinacién de anticuerpos; 2 mL
de médula ésea o 10 mL de sangre periférica
proveeran suficientes células.®

Transcriptos de fusion

Las células de leucemia linfoblastica aguda
tienen anormalidades genéticas que también
pueden usarse para distinguirlas de las células
normales. Las utilizadas mds ampliamente para
deteccion de enfermedad minima residual son
las fusiones de genes, como BCR-ABL1, MLL-
AFF1, TCF3-PBX1 y ETV6-RUNXT, lo que resulta
en la expresion de transcriptos de ARN mito-
condrial aberrante. Estas anormalidades pueden
utilizarse para estudios de enfermedad minima
residual y estan presentes en 40% de nifios y
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adultos con leucemia linfoblastica aguda.’ La
deteccion de enfermedad residual mediante
anormalidades cromosémicas tiene sensibilidad
de 0.1 2 0.001%.

La eleccion del método para buscar enfermedad
minima residual varia de acuerdo con la expe-
riencia del centro médico. Los estudios para
detectar enfermedad residual son complejos y
necesitan ser realizados por personas capacita-
das. Por ejemplo, la citometria de flujo requiere
conocimiento del inmunofenotipo de las células
de médula 6sea y sangre periférica en diferentes
condiciones y la experiencia para escoger qué
marcadores utilizar en cada caso.' Ademas, los
resultados deben ser interpretados en el contexto
que el paciente haya recibido quimioterapia,
porque esto puede alterar el inmunofenotipo.

La PCR también requiere experiencia y conoci-
miento; debe haber consideraciones especiales
en presencia de clonas menores, que tal vez
no fueron detectadas al diagnéstico y pueden
predominar durante el curso de la enfermedad.'

La citometria de flujo y la técnica de PCR aportan
resultados similares cuando las concentraciones
se encuentran por encima de 0.01% y ambos
métodos pueden producir una estimacién de la
enfermedad residual en las primeras 24 horas
de recoleccion de la muestra. Estos métodos
miden dos cosas diferentes, uno mide las células
malignas y el otro la expresién del ARNm en las
células malignas. Con el uso de marcadores para
células inmaduras, la citometria de flujo tiene el
potencial de distinguir entre una clona maligna
con o sin potencial de recaida. En cambio, las
mediciones de enfermedad minima residual por
PCR incluyen informacién de la homeostasia
celulary se detectan mas facilmente células que
contienen altas concentraciones de secuencias
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de ARN. En algunos centros, el costo es similar,
pero en otros el costo de PCR es mayor. La cito-
metria de flujo esta disponible en la mayor parte
de los centros de tratamiento contra el cancer
en Estados Unidos y para detectar enfermedad
residual de manera temprana, por ejemplo en el
dia 15, tiene la ventaja sobre la PCR; sin embar-
go, ésta puede ser mejor opcién para estudios
postrasplante de médula 6sea o al final del trata-
miento por su alta sensibilidad.® La pauta a seguir
la marca el tipo de laboratorio que se encuentre
en el centro y la experiencia que tengan con el
método (Cuadro 1).

Aln no esta claro cuando es el dia adecuado
para determinar la enfermedad minima residual.
La medicién durante la induccién a la remision
es altamente informativa en nifios con leucemia
linfoblastica aguda. En muchos protocolos de
tratamiento contra leucemia linfoblastica aguda,
los dias 8 y 15 de la terapia de induccién se con-
sideran los puntos mas importantes para valorar
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la sensibilidad de la leucemia al tratamiento.
La interpretacion es simple, una reduccién
rapida o incluso eliminacién de la leucemia (o
su clona predominante) es altamente predictiva
de una supervivencia libre de recaida mayor.'®
Borowitz demostr6 que los niveles de enferme-
dad minima residual (medida por citometria
de flujo) en sangre periférica en el dia 8 de la
induccién en un grupo grande de pacientes con
leucemia linfoblastica aguda B (2143 pacientes)
se asociaron directamente con la supervivencia
libre de evento. Los pacientes con enfermedad
minima residual de 0.01% o menor tuvieron
supervivencia libre de evento de 90%, mientras
el grupo con enfermedad minima residual ma-
yor de 10% tuvo supervivencia libre de evento
de 54%.* En general, la medicién dos semanas
después del diagnéstico provee identificacion
temprana de los buenos y los malos responde-
dores.® La Asociacion lItaliana de Hematologia
y Oncologia Pediatrica y el grupo BFM deter-
minan la enfermedad minima residual por PCR
en los dias 33 y 78 del tratamiento para dividir
en grupos de riesgo bajo, moderado y alto."”
El St. Jude Children’s Research Hospital utiliza

Cuadro 1. Comparacién de los diferentes métodos de deteccion de enfermedad minima residual

Rearreglosenlos PCR-RQ  0.01-0.001% e Alta sensibilidad
* Cuantificacién exacta

genesde lgyTCR

Transcriptos de  PCR-RQ  0.01-0.001% e Rapida

* Laboriosa
* Evolucién clonal — falsos negativos
* No es aplicable en todos los centros

Inestabilidad del ARN — falsos negativos

fusion * Asociacién inequivoca con ¢ Riesgos de contaminacién-cruzada —
clonas leucémicas o preleu-  falsos positivos

cémicas

Inmunofenotipos ~ Citometria 0.01%

leucémicos de flujo ° Rapida

¢ Cuantificacién exacta
* Provee informacién de
células hematopoyéticas

normales

Transcriptos de  PCR-RQ  0.01-0.001% * Alta sensibilidad
e Estabilidad del objetivo du- tivos

BCR/ABL

e Disponibilidad

* Falta de experiencia en el procesa-
miento e interpretacién de los datos —
falsos-positivos y falsos-negativos

e Cambios en el fenotipo = se requieren
mdltiples sets de marcadores

e Sélo aplicable en pacientes Ph posi-

rante el curso del tratamiento  ® Inestabilidad del ARN

* Rapida

¢ Facil/barata

* Falta de estandarizacion de la prueba
* Falsos-negativos por contaminacién
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citometria de flujo como método de deteccién
para identificar sujetos en alto riesgo de manera
temprana basado en la positividad de la enfer-
medad minima residual en los dias 15y 42. Los
pacientes con enfermedad minima residual de
1% o mas en el dia 15 reciben terapia de in-
duccién intensificada y en pacientes con 5% se
agrega una intensificacion adicional. Asimismo,
los pacientes con enfermedad minima residual
no detectada (< 0.01%) en el dia 15 reciben
terapia de reinduccién menos intensa y menos
dosis acumulada de antraciclinas. Los pacientes
con leucemia linfoblastica aguda en riesgo estan-
dar quienes tienen enfermedad minima residual
de 0.01% en el dia 42 se reclasifican como en
alto riesgo. Cualquier paciente con enfermedad
minima residual de 1% o mas en el dia 42 es
susceptible de recibir trasplante de médula ésea
en la primera remision.*'®

Una interrogante que frecuentemente se plan-
tea es si la deteccién de enfermedad minima
residual puede realizarse en muestras de sangre
periférica. En pacientes con leucemia linfoblas-
tica aguda B, los niveles de enfermedad residual
son mas altos en la médula ésea que en sangre
periférica, por lo que se prefiere analizar la mé-
dula ésea en busqueda de enfermedad minima
residual, a diferencia de la leucemia linfoblastica
aguda T, en la que los niveles de enfermedad
minima residual son similares en sangre perifé-
rica que en médula ésea; en estos pacientes la
enfermedad minima residual puede realizarse
en sangre periférica."”

Valorar la respuesta al tratamiento

Los estudios clinicos realizados con enfermedad
minima residual revelaron que muchos pacientes
que alcanzan remisién morfolégica adn podrian
tener enfermedad residual, hallazgo que se
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asocia con alto riesgo de recaida. Uno de los
aspectos mas decepcionantes del seguimiento de
la enfermedad, basado en métodos estandar, es
el paciente que después de haber terminado la
quimioterapia acude a valoracién y puede estar
clinicamente bien, con cuentas hematoldgicas
normales, pero 14 dias después manifiesta datos
de enfermedad en médula d6sea. Aqui la impor-
tancia clinica de la enfermedad minima residual
es identificar a estos pacientes antes de tener
manifestaciones en sangre periférica.

También en los pacientes con una primera
recaida que alcanzan una segunda remision,
tener enfermedad residual positiva predice
peor resultado. Por tanto, la principal utilidad
de buscar enfermedad residual es identificar los
pacientes que son aptos a recibir intensificacion
del tratamiento.®

El nivel de positividad de la enfermedad minima
residual es proporcional al riesgo de recaida.
Valores iguales o mayores que 1% al final de
la induccion a la remisién (en pacientes que
estan en remision morfolégica) se relacionan
con peor resultado, en ese momento deben
disenarse protocolos en los que se recomiende
el trasplante de progenitores hematopoyéticos
en la primera remisién en estos pacientes.?
El grupo BFM encontré que los pacientes con
enfermedad minima residual de 0.1% o mas en
los dias 33 y 78 del tratamiento tuvieron tasa de
recaida de 75%.?’

El St. Jude Total Therapy XV Study (NCT00137111)
fue el primer estudio clinico que utilizé los ni-
veles de enfermedad minima residual de forma
prospectiva, durante y después de la induccién a
la remision para guiar el tratamiento de acuerdo
con el riesgo. Con el seguimiento a largo pla-
zo de los pacientes estudiados, los resultados
mostraron que la determinacién de enfermedad
minima residual secuencial es (til para la elec-
cién del tratamiento de acuerdo con el riesgo.?
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En un metandlisis publicado recientemente
se incluyeron 39 estudios (16 con leucemia
linfoblastica aguda en adultos, 20 pediatricos
y 3 mixtos), que incluyeron 13,637 pacientes.
En los estudios pediatricos, los pacientes con
enfermedad minima residual negativa tuvieron
supervivencia libre de enfermedad de 77% en
10 aflos, comparado con 32% en los pacientes
que tenian enfermedad minima residual positi-
va. En adultos con enfermedad minima residual
negativa, 64% estuvieron libres de enfermedad
vs 21% en pacientes con enfermedad residual.?

En el estudio BFM ALL 2000 se incluyeron 3184
pacientes con leucemia linfoblastica aguda Ph
negativa, que fueron estadificados de acuerdo
con el riesgo. Se determin6 enfermedad minima
residual con técnica de PCR y se clasificaron
como riesgo estandar si la enfermedad minima
residual estaba negativa en los dias 33 y 78;
riesgo intermedio si la enfermedad minima
residual estaba positiva en alguna de las dos
mediciones o las dos positivas pero con niveles
menores de 1073; los pacientes con enferme-
dad minima residual positiva mayor de 107 se
consideraban en riesgo alto. Los pacientes con
escasa respuesta a la prednisona (mds de 1000
blastos por microlitro en sangre periférica en el
dia 8) o falla para alcanzar la remision (mds de
5% de blastos en médula 6sea en el dia 33), o
enfermedad extramedular persistente después
de la fase | de la induccién, o positividad para
la fusion MLL/AF4 fueron tratados en el grupo
de alto riesgo independientemente del resultado
de la enfermedad minima residual."

Disminucion en la intensificacion del tratamiento

Ademads de clasificar el riesgo de recaida, aln
no estd claro si una enfermedad minima residual
negativa nos dé la pauta para decidir si debe-
mos disminuir la intensidad del tratamiento.
Sabemos que los pacientes que tienen buena
citorreduccion en un inicio generalmente tienen
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enfermedad minima residual negativa y esto es
de buen pronéstico. Aln permanece la pregunta
de si en estos pacientes el tratamiento deberia
ser menos intenso. Se piensa que no, porque el
hecho de que la enfermedad minima residual
negativa sea un factor de buen pronéstico se ha
estudiado s6lo en el contexto de un protocolo
intensivo desde el diagnéstico, por tanto, si
disminuimos la intensidad, existe el riesgo de
recaida en estos pacientes. La contraparte de
esto es que algunos pacientes con leucemia
linfoblastica aguda podrian ser curados con un
protocolo menos intenso.® En efecto, 36% de los
pacientes en el St. Jude Hospital fueron curados
con protocolos de tratamiento de 1967 a 1979
(con regimenes de protocolo menos intensos que
los actuales) y 53% de pacientes entre 1979 y
1983 (que inclufan tratamiento de intensificacion
limitado),? incluso en un estudio a todos los
pacientes se les suspendi6 el tratamiento un afio
posterior al diagndstico, con supervivencia libre
de evento a cinco afios de 60%.*

Hace poco se publicé un estudio con 778 nifios
y adolescentes con diagnéstico de leucemia
linfoblastica aguda, para comparar resultados
se utilizé un grupo histérico. Ambos grupos
recibieron el mismo esquema de induccién y
se estadificaron de acuerdo con la enfermedad
minima residual (determinada por PCR). La
intensidad del tratamiento fue reducida signi-
ficativamente en la etapa de intensificacion en
los pacientes en riesgo estandar, el tratamiento
se intensificé en pacientes en riesgo intermedio,
e intensificado de forma importante en pacientes
en alto riesgo. La mediana de seguimiento fue
de 80 meses. Los autores concluyen que puede
disminuirse la intensidad del tratamiento en
grupos con enfermedad minima residual no
detectada después de los primeros cursos de
quimioterapia. En el grupo de riesgo intermedio
los resultados mejoraron al administrar pulsos
de asparaginasa y dexametasona/vincristina. En
el caso de pacientes en riesgo alto, se obtuvo
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mejoria en la supervivencia libre de enfermedad
al intensificar los cursos de quimioterapiay en la
mayoria de los casos con alotrasplante.?

Adln no esta bien definido si la enfermedad mi-
nima residual negativa pueda ser un parametro
Gtil para decidir disminuir la intensidad del trata-
miento, esto serfa de gran utilidad principalmente
en pacientes fragiles con alto riesgo de toxicidad
y en centros médicos con recursos limitados
porque los beneficios de disminuir el tratamiento
pudieran ser mayores que el riesgo de recaida.

En pacientes con leucemia linfoblastica aguda
que alcanzan primera o segunda remisién, la
vigilancia secuencial de la enfermedad minima
residual puede identificar recaida antes que
sea detectada por morfologia o citogenética.
La enfermedad minima residual secuencial
es particularmente Gtil en los pacientes que
se encuentran en remision, pero tuvieron una
enfermedad minima residual positiva al final de
la terapia de induccién. El hecho de mantener-
se con enfermedad minima residual negativa
después de una enfermedad minima residual
positiva se asocia con resultado favorable,
asimismo, si se mantienen o incrementan los
niveles de enfermedad residual trae consigo un
alto riesgo de recaida.?

También es Gtil en pacientes que tienen rege-
neracion linfopoyética muy vigorosa después
de la induccién, que puede simular recaida o
mala respuesta al tratamiento por morfologia,
en estos casos la enfermedad minima residual
nos puede ser Gtil para aclarar el origen de las
células sospechosas.

En casos de trasplante de médula 6sea, la detec-
cién de enfermedad minima residual antes del
trasplante se asocia con incremento en el riesgo
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de recaida postrasplante.?”?® Esta herramienta
se esta utilizando para elegir el momento ideal
para realizar el trasplante; los pacientes que son
aptos para someterse a trasplante de médula ésea
deben recibir cursos adicionales de quimiote-
rapia para reducir los niveles de enfermedad
minima residual antes del trasplante. Después
del trasplante, detectar enfermedad residual
puede servir como indicador para disminuir la
terapia inmunosupresiva, administrar infusién
de linfocitos del donador o para ambos fines.®

Con la vigilancia de BCR/ABL pueden predecirse
resultados en pacientes adultos con leucemia lin-
foblastica aguda Ph positiva que reciban trasplante
alogénico o autélogo. En 27 pacientes con en-
fermedad minima residual positiva postrasplante
alogénico, todos recibieron imatinib y el BCR/ABL
se encontré indetectable en 14 de ellos después
de una mediana de 1.5 meses. Estos pacientes
se mantuvieron en remisiébn mientras estuvieron
en tratamiento con imatinib; 3 tuvieron recaida
después de suspender el inhibidor. Por el con-
trario, 12 de los 13 pacientes que no alcanzaron
respuesta molecular tuvieron recaida.?

La vigilancia de la enfermedad minima residual en
pacientes en recaida conlleva algunos obstaculos
debido principalmente a la evolucién clonal.*
El analisis detallado de todos los marcadores
moleculares al diagndstico y en el momento de
la recaida puede revelar un origen diferente de
la clona predominante.’’ Esto significa que las
enfermedades minimas residuales seriadas des-
pués de la remision usando los marcadores que
se identificaron al diagnéstico podrian fallar si
ocurre evolucién clonal a la recaida.

CONCLUSIONES

Numerosos estudios han establecido que la
enfermedad minima residual es la herramienta

47



438

Revista de Hematologia

con mas valor prondstico para predecir los resul-
tados en nifios, adolescentes y adultos jovenes
con leucemia linfobldstica aguda. Existe mucha
informacién en la bibliografia que apoya la apli-
cacién de la enfermedad minima residual para
valorar el riesgo de recaida y, con base en esto,
los pacientes con enfermedad minima residual
positiva son asignados a recibir un tratamiento
mas intensivo. Las técnicas actuales son com-
plejas, y hacen posible la deteccion temprana
de células leucémicas, lo que permite ajustar el
tratamiento, realizar un trasplante alogénico de
células hematopoyéticas o ambos. La utilidad
de la deteccion de enfermedad minima residual
en pacientes con leucemia linfoblastica aguda
es evidente, el método que se seleccione de-
penderd, entre otras cosas, de su disponibilidad,
recursos econémicos y experiencia del centro
médico.
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