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Citometria de flujo en la evaluacion de enfermedad minima residual en
leucemia linfoblastica aguda

M en C. Rocio Juarez-Velazquez,*, ** Dra. Patricia Pérez-Vera *

RESUMEN

La deteccion de enfermedad minima residual (EMR) en leucemia linfoblastica aguda (LLA) por citometria de flujo, se basa en la identifi-
cacion de diferentes perfiles inmunoldgicos que se expresan diferencialmente en las células leucémicas respecto a las células normales.
Este ensayo tiene como finalidad evaluar la respuesta al tratamiento de los pacientes con esta enfermedad, a través de la deteccion de al
menos una célula leucémica por cada 10,000 células normales. La evaluacion de EMR ofrece la posibilidad de identificar tempranamente
a los pacientes en riesgo de sufrir recaidas, lo que da por resultado un tratamiento adecuado de la leucemia. En esta revision se presenta
un panorama sobre los principios de la citometria de flujo que han permitido su aplicacion en el area de la hematologia y la oncologia,
con particular atencion en el significado y utilidad de la evaluacion de EMR, asi como los aspectos que se deben tomar en cuenta para
llevarla a cabo con éxito.
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ABSTRACT

Detection of minimal residual disease (MRD) by flow cytometry in acute lymphoblastic leukemia is based on the identification of immu-
nological profiles, expressed only in leukemic but not in normal cells. The aim of MRD analysis is to assess the response to treatment
by detection of at least one leukemic cell in 10,000 normal cells. MRD evaluation makes it possible to identify patients with high risk of
relapse, resulting in an adequate management of leukemia. This review presents an overall picture of flow cytometry features which can
be applied in hematology and oncology, focus in the meaning and usefulness of MRD assessment, as well as in those aspects considered

for performing it successfully.
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CITOMETRIA DE FLUJO, PRINCIPIOS Y APLICACIONES

a citometria de flujo ha encontrado amplia
utilidad en 4reas como la oncologia, hematolo-
gia, inmunologia y la biologia celular. Es una
técnica que permite realizar un analisis celular
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multiparamétrico de forma rapida, sensible, especificay es
capaz de proporcionar informacion cuantitativa sobre cada
célula en particular. '* Por estas caracteristicas, permite
identificar en una muestra diferentes subpoblaciones ce-
lulares, incluso cuando estan escasamente representadas. 4

Esta tecnologia consiste en hacer pasar células en sus-
pension alineadas y de una en una frente a un haz luminoso.
La informacién obtenida es de dos tipos: la originada por
la dispersion de la luz y la que se genera por la emision de
luz de los fluorocromos utilizados para marcar o tefiir la
célula. Las sefiales luminosas detectadas se trasforman en
impulsos eléctricos que se amplifican, y se convierten en
sefales digitales que son procesadas por una computadora.*

La citometria de flujo mide diferentes parametros de
una célula: nucleares, citoplasmaticos, de superficie y
extracelulares. Una gran ventaja de esta metodologia, es
la posibilidad de medir tantos parametros como anticuer-
pos hayan marcados con diferentes fluorocromos. Asi es
posible caracterizar una célula por su fenotipo morfologico
o por los antigenos de superficie que presenta, conocer el
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estado intracelular que guarda, como su patron de secre-
cion de citocinas, o bien la etapa del ciclo celular en la
que se encuentra. *

Las aplicaciones de la citometria de flujo en la inves-
tigacion basica y clinica son numerosas; se utiliza en la
cuantificacion de ADNS, en la expresion fenotipica, en el
transporte de farmacos, en la cuantificacion de prolife-
racion, la determinacion de apoptosis y en el analisis de
cascadas de sefializacion. ¢ Actualmente la relacion entre
la aplicacion basica y clinica es cada vez mas estrecha,
dando la oportunidad a su vez a la aplicacion diagnostica,
pronostica y de tratamiento en multiples enfermedades. *

La disponibilidad de reactivos y la conjugacion de
marcadores fluorescentes con anticuerpos monoclonales
o policlonales, han permitido estudiar la densidad y dis-
tribucion de determinantes y de receptores en la superficie
y en el citoplasma celular, e identificar subpoblaciones
celulares favoreciendo la aplicacion de este método en
el diagnostico, clasificacion y valoracion de enfermedad
residual en pacientes con diversas leucemias agudas y
cronicas. 178

ENFERMEDAD MiNIMA RESIDUAL

El término enfermedad minima residual (EMR) se refiere
a niveles bajos de enfermedad detectada en diversas si-
tuaciones clinicas. En cancer, este concepto describe a las
células anormales que puede haber atin en baja proporcion:
1 célula maligna en 10,000 células normales (0.01%),
durante o tras finalizar la quimioterapia de induccion a
la remision. Al mismo tiempo el término se utiliza para
referirse a un bajo grado de enfermedad potencialmente
compatible con la recaida de un paciente que se encuentra
en una remision de largo plazo.’ La deteccion de EMR es
de alto valor en el pronostico de diversas enfermedades
hematologicas malignas, como la leucemia linfoblastica
aguda (LLA), la leucemia mieloide aguda (LMA) y la
leucemia mieloide créonica (LMC). '“2 En la LLA, di-
versos estudios han mostrado que la presencia de EMR
se correlaciona de manera significativa con la evolucion
clinica del paciente. '3

El concepto de EMR describe la enfermedad detectada
solo por tecnologias mas sensibles que la citomorfologia,
tales como la citometria de flujo o la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR). Las técnicas de deteccion de
EMR se caracterizan por: a) tener alta especificidad; b) alta

sensibilidad (una célula anormal por cada 10,000 células
normales); c¢) aplicabilidad para la mayoria de los pacien-
tes en estudio; d) factibilidad (estandarizacion sencilla y
obtencion rapida de resultados para la aplicacion clinica);
d) cuantificacion precisa de los niveles de enfermedad. '

La mayoria de estos criterios son cubiertos por tres
metodologias: a) la inmunofenotipificacion por citome-
tria de flujo multiparamétrica (CFM); b) la deteccion de
transcritos de genes fusionados mediante PCR en tiempo
real cuantitativa (PCR-TR) y ¢) la deteccion clonal de
rearreglos en los genes de inmunoglobulinas (Ig) o del re-
ceptor de células T (TCR) utilizando la PCR en tiempo real
cuantitativa. '>'® Al comparar las principales caracteristicas
de estas metodologias se encuentra que la sensibilidad de
la CFM es de 1x103-10"*, mientras que para la PCR-TR,
tanto de genes fusionados como de rearreglos Ig/TCR, es
de 1x10-10°. La aplicabilidad de la CFM en pacientes con
LLA-B y T es superior al 95%; para la PCR-TR de genes
fusionados en LLA-B es hasta del 40% y para LLA-T del
15%, dependiendo de la frecuencia de las translocaciones
en la poblacion estudiada. La PCR-TR de rearreglos de Ig/
TCR se puede realizar en 90 a 95% de los casos siempre
que se cuente con al menos dos blancos de amplificacion
por paciente. La CFM y la bisqueda de fusiones génicas
por PCR-TR son métodos relativamente rapidos y de
menor costo respecto al analisis de [g/TCR por PCR-TR,
que requiere un proceso largo, minucioso y costoso ya
que se deben localizar dos blancos utiles para hacer la
determinacion de EMR. " El cariotipo con bandas GTG
y la hibridacion in situ con fluorescencia (FISH) tienen
sensibilidad limitada de aproximadamente 1x102; deben
utilizarse s6lo al momento del diagnéstico para detectar
alteraciones cromosomicas o génicas de los linfoblastos,
pero no pueden detectar de manera confiable la presencia
de células residuales. '3

INMUNOFENOTIPOS UTILES EN PACIENTES
PEDIATRICOS PARA EL ESTUDIO DE EMR
POR CITOMETRIA DE FLUJO

El principio para entender los métodos de deteccion de
EMR, es que el proceso de génesis de la leucemia tiene
como resultado cambios moleculares y celulares que per-
mite distinguir las células leucémicas de las normales. !’
Los linfoblastos leucémicos expresan perfiles anormales
de marcadores celulares que pueden observarse por ci-
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tometria de flujo '® y poseen inmunofenotipos diferentes
que permiten detectar una célula leucémica entre las
células normales con una sensibilidad de 1x10. '*2° Los
cambios responsables de los inmunofenotipos aberrantes
incluyen a los marcadores propios de linaje de diferentes
estadios de diferenciacion, asi como a marcadores de un
linaje diferente al del linfoblasto. Actualmente, con la
gran variedad de reactivos disponibles, es raro que no se
pueda identificar un inmunofenotipo alterado que funcione
para detectar una EMR por citometria de flujo, es por ello
que esta metodologia se puede aplicar en el 95% de los
pacientes con LLA de linaje B y T (Cuadro 1).

El analisis basado en citometria de flujo es rapido y
permite cuantificar con precisiéon una EMR; al mismo
tiempo proporciona informacion del estado de las células
hematopoyéticas normales. El nimero de anticuerpos com-
binados para la identificacion de las células leucémicas y
la estabilidad de los marcadores, son factores importantes
para la confiabilidad de este abordaje. 2!

Al combinar los diferentes tipos de informacion que
aporta cada célula, como el tamafo y la granularidad
celular, mas la intensidad de expresion de moléculas de
superficie e intracelulares, la citometria de flujo puede

Cuadro 1. Combinacién de marcadores utilizados en el St. Jude
Children’s Research Hospital, Estados Unidos para la vigilancia de
EMR en nifios con LLA

Subtipo de Combinacion de marcadores Frecuencia
leucemia (%) *
LLA delinaje T Anti-TdT/CD5/CD3 90-95
CD34/CD5/CD3 30-50
LLA de linaje B CD19/CD34/CD10/CD58 40-60
CD19/CD34/CD10/CD38 30-50
CD19/CD34/CD10/CD45 30-50
CD19/CD34/CD10/anti-TdT 30-50
CD19/CD34/CD10/CD22 20-30
CD19/CD34/CD10/13 10-13
CD19/CD34/anti-TdT/anti-lgM 10-20
CD19/CD34/CD10/CD66¢ 10-20
CD19/CD34/CD10/CD33 5-10
CD19/CD34/CD10/CD65 5-10
CD19/CD34/CD10/CD15 5-10
CD19/CD34/CD10/CD21 5-10
CD19/CD34/CD10/anti-NG2 3-5

* Porcentaje de casos dentro de un subtipo de leucemia en la que
la combinacion de marcadores indicada, permite realizar estudios
de EMR con una sensibilidad de 1x10.

identificar el sello fenotipico distintivo de las células
leucémicas con respecto a las células normales. Para
lograr esto las células se incuban con los anticuerpos mo-
noclonales adecuados, los cuales reconocen los antigenos
expresados tanto en las células leucémicas como en las
normales, pero su expresion debe ser diferencial, de tal
forma que permiten distinguir entre las poblaciones ce-
lulares normal y leucémica. En la Figura 1 se ejemplifica
la expresion diferencial del antigeno CD38 presente en
las células normales y en los blastos de un paciente con
LLA de linaje B. Los anticuerpos utilizados para detectar
los diversos marcadores empleados en el analisis deben
estar conjugados con diferentes fluorocromos, lo cual es
imprescindible para la deteccion multiparamétrica de las
células. 2

La sensibilidad en la deteccion de EMR es inherente a
la metodologia de eleccion. Al utilizar citometria de flujo,
se aplican los marcadores existentes (Cuadro 1) sin que
se afecte la sensibilidad del método. La eleccion de los
marcadores especificos para cada paciente al momento
del diagnostico, dependera de que sean caracteristicos
y expresen las células leucémicas en cada caso. Existen
diferencias en la aplicabilidad de las diferentes combina-
ciones de marcadores, de tal forma que se pueden utilizar
algunas con mayor frecuencia; por ejemplo, el marcador
mas utilizado en LLA-B pediatrica es el CD19/CD34/
CD10/CD58, que se detecta con una frecuencia de 40% a
60% de los casos. En el Cuadro 1 se resume la combinacion
de los marcadores que identifican los inmunofenotipos

T
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Figura 1. Diferencias inmunofenotipicas entre células de médu-
la 6sea leucémicas y células normales. Las graficas de puntos
muestran la expresion de marcadores utilizados para la deteccion
de EMR. En A se muestra la expresion tipica de CD38 en médula
6sea con LLA pre-B y en B se muestra la expresiéon del mismo
marcador en la médula dsea de un paciente en regeneracion con
células normales después de la quimioterapia. Las areas marcadas
por 6valos corresponden a la ubicacion de las células leucémicas.
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aberrantes mas frecuentemente detectados en los pacientes
pediatricos con LLA, acorde a la experiencia del hospital
pediatrico St. Jude en Estados Unidos, para el estudio de
EMR y su aplicabilidad. *

BASES DEL PROCEDIMIENTO PARA DETERMINAR EMR

Para identificar una EMR se debe contar con una muestra
de médula 6sea al momento del diagnostico del paciente;
a partir de ésta se determinaran los marcadores utiles para
identificar las células leucémicas. Dichos marcadores se
utilizaran para vigilar la presencia de las células residuales

a lo largo de la terapia de induccién a remision o durante
la consolidacion. Los pasos a seguir para detectar EMR
por citometria de flujo se muestran en la Figura 2. En
principio se determinan las caracteristicas de dispersion
de luz e inmunofenotipo de diez mil eventos (células). A
partir de estos datos se generan dos graficas; en la primera
se seleccionan los puntos que dispersan la luz en forma
tipica de blastos leucémicos (R1); la segunda se utiliza para
seleccionar los puntos (R2) que reflejan la expresion de
marcadores celulares particulares (CD19, CD34). A partir
de estas graficas se obtiene un grupo de eventos que cum-
plen con los criterios de CD19+, CD34+ (R3). El estudio
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Figura 2. Protocolo para la detecciéon de EMR por citometria de flujo. Las graficas de puntos ilustran el estudio de una muestra de médula
6sea de un paciente con LLA durante remision clinica. Las células leucémicas expresaban CD19, CD34 y CD33. Las células mononu-
cleadas de médula 6sea en remision fueron marcadas con estos mismos anticuerpos. En un tubo paralelo el CD33 fue remplazado por
el control de isotipo IgG para delimitar la expresion positiva de CD33. En este caso las células leucémicas residuales equivalen al 0.14%

del total de las células mononucleadas de médula 6sea.?'
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de estas células se contintia con el analisis de los fenotipos
“asociados a leucemia” como es la expresion de CD33 que
no se obtiene en células normales, pero si en las leucémicas
(R4). Estas células deben ser analizadas nuevamente en
una grafica de dispersion de luz para comprobar que se
trata de un grupo homogéneo de células. Una vez determi-
nados los marcadores utiles, éstos se vuelven a utilizar en
las muestras de médula dsea subsecuentes, tomadas para la
evaluacion del tratamiento de induccion a la remision. Si
en este momento se encuentran una o mas células con el
inmunofenotipo leucémico entre 10 mil células (0,01%),
se considera una muestra positiva a EMR. 2°

En la identificacion de los marcadores utiles para anali-
zar EMR, se consideran las variaciones en la composicion
y en el inmunofenotipo de las poblaciones celulares en la
médula o6sea, las cuales pueden ocurrir debido al avance
de la edad o por la exposicion a farmacos. Por ejemplo, los
progenitores linfoides tempranos pueden ser abundantes en
la médula 6sea de nifios pequefios 2*2¢ y de pacientes con
neoplasias malignas después de un trasplante de médula
6sea o cuando ha concluido la quimioterapia. *’* Estas
condiciones conducen a la repoblacion de la médula 6sea
por células normales, que expresan fenotipos que normal-
mente no se detectan en muestras de individuos sanos.
Por lo tanto, para definir con certeza los inmunofenotipos
relacionados a la LLA, se realizan analisis minuciosos de
médulas dseas sanas o en regeneracion, obtenidas bajo
diversas condiciones. %

APLICACION DE OTROS MARCADORES EN LA
DETECCION DE EMR

Se han referido otras combinaciones de marcadores inmu-
noldgicos ttiles para el estudio de EMR en LLA. Lucio
Petal. en 2001, *® informaron en 264 pacientes con LLA
de células B y con edades de ocho meses hasta 83 afios,
las siguientes combinaciones y porcentajes de aplicabili-
dad: a) TdT/CD10/CD19 en 78% de los casos; b) CD10/
CD20/CD19 en 64%; ¢) CD34/CD38/CD19 en 56%; d)
CD34/CD22/CD19 en 46% y e) CD19/CD34/CD45 en
22%. En otro estudio Porwit-MacDonald et al. en 2000,
31 encontraron que en pacientes edades de uno a 52 afios
y con LLA de células T la combinacién mas informativa
fue TdT/CD7/cyCD3, detectada en 91% de los casos con
este subtipo. Recientemente Muzzafar et al. en 2009,
32 refirieron la utilidad de la combinacion CD10/CD81/

CD34/CD19, aplicable al 75% de pacientes con LLA-B
estudiados.

Los marcadores descritos permiten vigilar la presencia
de EMR en cualquier fase de la enfermedad. Recientemen-
te se ha disefiado un método simplificado que utiliza solo
los marcadores CD10/CD19/CD34, que se encuentran
tipicamente en LLA de linaje B y son suficientes para
la deteccion de EMR en médula 6sea exclusivamente en
el dia 19 posterior a la terapia de induccidn a remision.
Esto se debe a que en este punto se logra una reduccion
de células leucémicas por el tratamiento con prednisona,
que a la vez elimina a los progenitores linfoides normales
de la médula dsea, ya que son altamente sensibles a este
agente. Por lo tanto, las células que se detecten y que sean
positivas a los marcadores mencionados, s6lo podran ser
leucémicas y resistentes al tratamiento. Es importante con-
siderar que el uso de este método esta limitado al analisis
en el dia 19, ya que su aplicacion en una etapa posterior
lleva inevitablemente a la obtencion de resultados falsos
positivos, debido a que el grupo de anticuerpos utilizado
detectard la presencia de progenitores de células B nor-
males, presentes por efecto de la regeneracion medular.
Sin embargo, tiene alta aplicabilidad y resulta valioso para
determinar tempranamente la respuesta al tratamiento. **

Lanecesidad de contar con marcadores inmunoldgicos
utiles para la mayoria de los pacientes con LLA, ha llevado
al estudio de moléculas como el WT1 (gene 1 de tumor de
Wilms). Mediante el analisis de PCR en tiempo real se ha
observado que tanto la baja como la alta expresion de este
gen, tienen mal pronostico para los pacientes. ** La sobre-
expresion del RNAm que se observa frecuentemente en
la LLA, ha hecho de esta molécula un candidato atractivo
para ser marcador de EMR. * Sin embargo, al analizar los
niveles de expresion del transcrito de WT1 respecto a la
proteina codificada por citometria de flujo en cinco lineas
celulares leucémicas y en 40 muestras provenientes de
nifios con LLA, se observo que la expresion de la proteina
difiere considerablemente con la cantidad de transcrito;
adicionalmente se encontré que la expresion de la protei-
na WT1 es muy baja para ser utilizada en la bisqueda de
EMR por citometria de flujo. *

También se han utilizado las proteinas quiméricas
producidas por las fusiones génicas BCR-ABLI, ETV6-
RUNXI y TCF3-PBX1, asi como el antigeno NG2 que se
expresa en la superficie de los linfoblastos de las LLA con
alteraciones en el gen MLL. Estos marcadores ofrecen alta
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especificidad de deteccion de las células leucémicas, pero
los anticuerpos utilizados no siempre son adecuados para
realizar analisis por citometria de flujo.

SENSIBILIDAD EN LA DETECCION
Y CUANTIFICACION DE LOS NIVELES
DE EMR POR CITOMETRIA DE FLUJO

En condiciones ideales, con células blanco fenotipica-
mente diferentes y un gran numero de células (mayor a
1x10°) disponibles para el analisis, la sensibilidad de la
citometria de flujo es similar a la obtenida mediante PCR.
Sin embargo, al buscar EMR en muestras clinicas de nifios,
el nimero de células que pueden ser analizadas para cada
combinacion de marcadores usualmente es menor a 1x10°.
Debido a que el analisis por citometria de flujo requiere
grupos de al menos 10 a 20 puntos para interpretar even-
tos sospechosos de EMR, la maxima sensibilidad posible
en estas circunstancias podria ser de una célula en cien
mil. En el caso de la LLA de linaje B, la sensibilidad de
deteccion dependera del tratamiento usado y del momento
en que se toma la muestra, debido a la proporcion variable
de precursores de células B normales. Por consiguiente,
la sensibilidad de una célula en diez mil probablemente
es la maxima alcanzada de manera constante durante el
examen rutinario de EMR. %

La citometria de flujo se ha llegado a considerar el mé-
todo mas accesible para la deteccion de EMR. Una ventaja
especifica que ofrece sobre los ensayos basados en PCR
es que permite la cuantificacion directa y precisa de las
células leucémicas residuales, en contraste con la extra-
polacion de las cuantificaciones obtenidas del producto de
laPCR. ¥ Ademas, la citometria de flujo identifica células
muertas y detritos celulares; a la vez evalua el estado de
las células hematopoyéticas normales.

MUESTRAS BIOLOGICAS ADECUADAS PARA EL
ESTUDIO DE EMR

Es importante que la EMR se analice de preferencia en un
mismo tejido, ya sea médula 6sea o sangre periférica, du-
rante las diferentes etapas de la evolucion de cada paciente
con el fin de obtener resultados comparables entre si. °
Existe controversia sobre la equivalencia de los resultados
al utilizar una muestra proveniente de sangre periférica
con una de médula 6sea. Algunos estudios muestran que

los niveles de EMR son mucho mas altos en médula 6sea
que en sangre periférica; por ejemplo, al analizar pacientes
con LMA por PCR en tiempo real. 3% Se han obtenido
resultados similares en trabajos realizados en pacientes con
LLA por citometria de flujo; en un estudio se determind
que de 104 muestras de médula 6sea de pacientes con LLA
de linaje B positivas a EMR, solo 37 muestras de sangre
periférica de los mismos pacientes tuvieron resultados
positivos. ** En contraste, en un estudio realizado en Mé-
xico donde se analiz6 EMR en 93 pacientes con leucemia
aguda tanto por citometria de flujo como por PCR, no se
encontraron diferencias al realizar la estimacion en ambos
tipos de muestras. También se refiere que a pesar de tener
una menor sensibilidad que la PCR, la citometria de flujo
fue la mejor opcidn de evaluacion durante el seguimiento
de los pacientes, ya que fue posible realizarla en todos los
casos estudiados. #!

Cabe mencionar que la mayor parte de los grupos de
investigacion obtienen reproducibilidad en sus estimacio-
nes de EMR cuando emplean muestras de médula osea,
por lo que se sugiere que se utilice este material siempre
que esté disponible. 193033

IMPORTANCIA EN EL PRONOSTICO DE EMR EN LLA

Diversas investigaciones han mostrado la importancia
de la EMR en el prondstico de los nifios con LLA. #4
La determinacion de EMR es una forma de evaluar la
respuesta al tratamiento de cada paciente; ésta puede ser
evaluada en cualquier momento dentro de las diferentes
fases del tratamiento (induccién a remision, consolidacion
y mantenimiento) de LLA. En la mayoria de los protocolos
actuales la EMR se evalua, al final del ciclo de induccion
a remision, lo que permite la identificacion de pacientes
de alto riesgo por tener respuesta pobre al tratamiento. 44
Dependiendo del resultado de EMR en esta fase, se puede
modificar la estrategia quimitoerapetitica para intentar
tener mejores resultados. La probabilidad de recaida del
paciente, tiene una relacion directa con el incremento en
los valores de EMR; los de mayor riesgo son los pacien-
tes con valores de EMR iguales o mayores a una célula
residual en 100 (1%), comparados con pacientes con
valores menores o iguales a una célula residual en 1,000
(0.1%) al final del tratamiento de induccion. “** Los es-
tudios prospectivos de la Organizacion Europea para el
Estudio y Tratamiento del Cancer (EORTC por sus siglas
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en inglés), por el hospital pediatrico de St. Jude y por el
grupo BFM (Berlin-Frankfurt-Munster), mostraron de
forma contundente que la presencia de EMR durante los
primeros dos y tres meses del tratamiento es un poderoso
indicador de recaida. *® También se refiere que los pacientes
que tuvieron EMR con valores de una célula residual en
10,000 (0.01%) o mayores en muestras de médula osea,
en cualquier momento durante el periodo de tratamiento,
tienen un riesgo significativamente mayor de presentar
recaida. 44 Dentro de este grupo con EMR detectada,
los pacientes con valores de EMR de 1 célula leucémica
en 100 (1%) o mayores al término del tratamiento de in-
duccion a remision y que tuvieron valores de una célula
residual en 1,000 (0.1%) o mayores durante la terapia de
consolidacidén, mostraron un riesgo extremadamente alto
de sufrir una recaida. “* Con base en este argumento, el
ensayo de EMR es util para identificar pacientes con di-
versos subtipos de LLA que tienen alto riesgo de presentar
recaida, y en consecuencia también discrimina al grupo
de pacientes con prondstico favorable. 3% La presencia
de EMR también se considera un factor de riesgo inde-
pendiente que predice recaidas subsecuentes en pacientes
con LLA que han tenido una primera recaida, aun cuando
hayan logrado entrar a una segunda remision. **

La importancia de la deteccion de EMR en el prondstico
no so6lo se ha demostrado en pacientes pediatricos. En pa-
cientes adultos con LLA y negativos para la fusién génica
BCR-ABLI,1a EMR detectada por citometria de flujo tiene
un impacto importante en la respuesta al trasplante de
células troncales hematopoyéticas, en particular, la EMR
detectada previamente al acondicionamiento para el tras-
plante ha mostrado ser un indicador de falla del mismo. 346

CONCLUSIONES

La presencia de EMR en pacientes con LLA es un indica-
dor directo de la respuesta al tratamiento y en consecuencia
un factor de prediccion de recaida. La EMR puede ser eva-
luada en etapas muy tempranas, como al final de la terapia
de induccioén a remision, o durante etapas posteriores del
tratamiento. La informacion que provee contribuye a la
identificacion de grupos de pacientes en riesgo de sufrir
una recaida, lo cual permite que el médico tratante tome
decisiones sobre la terapéutica a seguir. Debido a que la
evaluacion de EMR identifica células leucémicas que
se presentan en muy baja proporcion, las metodologias

empleadas para este fin deben tener alta sensibilidad y
especificidad de deteccion, y la posibilidad de ser aplicadas
en la mayoria de los pacientes con este padecimiento. La
citometria de flujo cumple con estas caracteristicas ademas
de ser un método relativamente accesible comparado a
otras técnicas alternativas.

La investigacion exhaustiva sobre las combinaciones
de marcadores utiles para esta determinacion, asi como
el disefo y desarrollo de reactivos de alta calidad, han
permitido que sea factible encontrar marcadores adecuados
para identificar a las células leucémicas practicamente en
todos los pacientes con LLA mediante citometria de flujo.
El reto a resolver por los investigadores expertos en EMR,
consiste en la identificacion de nuevos marcadores que se
expresen de forma especifica en las células leucémicas y
cuya evaluacion sea reproducible. Estas caracteristicas
permitiran la simplificacion y el mejoramiento de los
métodos de vigilancia de EMR, para lograr en un futuro
la evaluacion de todos los pacientes sin excepcion, con
los beneficios que esto representa.
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