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Para la elaboracion de estas guias se ha conformado un grupo de trabajo con representantes de la subcomision de Leucemias
Agudas de la Sociedad Argentina de Hematologia (SAH), del Grupo Rioplatense de Citometria de Flujo (GRCF) y del
Grupo Argentino de Tratamiento de Leucemias Agudas (GATLA)

Introduccion

La mayoria de los pacientes adultos con Leucemia
Linfoblastica Aguda (LLA) logran la remisién he-
matoldgica con regimenes quimioterapicos estanda-
res, sin embargo muchos de ellos recaen y finalmen-
te fallecen a causa de la leucemia'? En estos ultimos
pacientes la recaida ocurre a pesar de haber logrado
la remisién morfoldgica (< 5% de blastos en médula
6sea), sugiriendo que niveles bajos de Enfermedad
Residual Medible (ERM), denominada previamente
“Enfermedad minima residual” persisten en médu-
las en remision’.

El uso de métodos sensibles para la cuantificacion
de ERM permite una mejor estimacion de la reduc-
ciéon de la masa tumoral posterior al tratamiento,
ademas de evaluar la respuesta a la terapia en cada
paciente. Por tal motivo, la cuantificacién de ERM
se considera actualmente un factor prondstico in-
dependiente en todos los subtipos de LLA, siendo
fundamental para la adecuada decision terapéutica
en los distintos momentos del tratamiento*. Ade-
mas, el desarrollo actual de nuevos blancos terapéu-
ticos (ej, Blinatumomab, inotuzumab, CAR-T cells,
etc), los cuales demuestran una alta efectividad en la
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erradicacion de enfermedad residual, han aumenta-
do atin mas la complejidad en la toma de decisiones
con respecto a la ERM>.

Diversos grupos de estudio de ERM han indicado
que la Citometria de Flujo Multiparamétrica (CFM)
tiene una especificidad y sensibilidad inferior a los
métodos basados en técnicas de PCR®%, sin embar-
go, las nuevas estrategias de CFM de alta sensibili-
dad, basadas en procedimientos completamente es-
tandarizados propuestos por el grupo Euroflow son
aplicables a > 98% de los pacientes, logrando una
sensibilidad similar a la PCR’.

Para realizar el estudio de ERM en LLA de Pre-
cursores B (LLA-CPB) por CFM se requiere de la
discriminacion inmunofenotipica entre células leu-
cémicas residuales y precursores B normales/reac-
tivos, los cuales estan presentes fundamentalmente
durante los periodos de regeneracion medular'®'’.
Mientras que en el caso de las LLA de Precursores T
(LLA-CPT), el estudio de ERM se basa en el hallazgo
de fenotipos timicos aberrantes en médula dsea.

En la actualidad, no existen en Argentina guias
con recomendaciones para la deteccién de ERM en
LLA del adulto. Por tal motivo, el objetivo princi-
pal de esta guia es brindar los lineamientos basicos y
procedimientos consensuados para el estudio estan-
darizado de ERM por CFM de alta sensibilidad en
pacientes con LLA del adulto.

CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA

« La muestra de eleccidon es médula 6sea (MO) con
respecto a sangre periférica (SP), ya que se ha de-
mostrado que los resultados entre ambas pueden
ser altamente discordantes, sobre todo en el caso
de las LLA-CPB, las cuales pueden presentar ni-
veles de ERM hasta 10° veces mayores en MO con
respecto a SP'. En el caso de las LLA-CPT, si bien
numerosos estudios clinicos demostraron que los
niveles de ERM entre ambas muestras son compa-
rables o solo 1 logaritmo menor en SP con respec-
to a MO, estos resultados no han sido validados
aun, razén por la cual, la MO continda siendo el
tejido de eleccion '>142.

+ Las muestras de MO se deben obtener de la pri-
mera puncion aspirativa para evitar hemodilu-
cién

« El volumen total no debe exceder los 2 ml.

« El anticoagulante recomendado es EDTA (1.5 -
2.2 mg por ml)
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o La muestra debe mantenerse a temperatura am-
biente hasta su procesamiento, el cual deberia
realizarse en lo posible antes de las 24 hs. de su
extraccion.

« No es recomendable refrigerar, congelar, ni uti-
lizar soluciones estabilizadoras (TransFix (Cyto-
mark) TM y Streck Cyto-ChexTM) dado que al-
teran la intensidad de expresion de las proteinas
usadas para la identificacion celular, aumentando
el background (inespecificidad), y afectando las
caracteristicas morfométricas de las células. Ade-
mas, pueden dificultar la discriminacion entre las
distintas subpoblaciones celulares.

PROCEDIMIENTOS TECNICOS Y PANELES
Esta guia sigue los lineamientos del consorcio eu-
ropeo Euroflow, cuyas publicaciones y protocolos
de procedimientos estandarizados (SOPs) para las
fases preanalitica y analitica son de libre acceso:
www.euroflow.org

* Preparacion de la muestra

Brevemente, consiste en realizar un método de con-
centracion celular denominado “bulk lisis” y poste-
rior incubacion con los anticuerpos monoclonales
segun los protocolos de EuroFlow 7. Este procedi-
miento permite adquirir una mayor cantidad de cé-
lulas y asi obtener mayor sensibilidad '**°, especial-
mente cuando se evalua en las primeras etapas del
tratamiento (post induccion) en la que la celularidad
de la MO es baja.

La marcacion debe ser realizada inmediatamente
después de la bulk lisis para evitar la pérdida de la
viabilidad celular que ocurre con el paso del tiempo.
Se deben adquirir mas de 4 millones de células
por tubo con lo cual se alcanza una sensibilidad de
0.001% (10°) comparable con los procedimientos de
PCR-EMR o NGS-EMR®.

* Marcacion para ERM en LLA-CPB
En este consenso sugerimos el panel de 2 tubos a 8
colores utilizado por el grupo Euroflow, aplicable
a >98% de los pacientes con una sensibilidad de
0,001% (107°)". Para evaluar la maduracion ontogé-
nica B o sea, todas las poblaciones normales que se
diferencian a lo largo de la linfopoyesis B, se utilizan
como marcadores troncales: CD19, CD34, CD10,
CD20, CD38, CD45 y CD8I.

Algunos de ellos modulan su expresiéon durante
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la terapia de induccién por la accién de los corti-
coides, tal es el caso de CD19 y CD20 (que son up
regulados), mientras CD10 y CD34 (son down regu-
lados)®, por lo que debe conocerse la expresion nor-
mal de los mismos en MO de sujetos sanos. El panel
también consta de marcadores que demostraron
conservar su expresion en las células leucémicas:
CD66¢, CD73, CD123 y CD304 debido a su preva-
lencia en los fenotipos al diagnéstico y conservando
su estabilidad durante el tratamiento 22 (Tabla 1).

Los clones, fluorocromos y fabricantes sugeridos
para los Anticuerpos Monoclonales que se deben
utilizar se encuentran disponibles en las SOPs de
Euroflow.

o Marcaciéon para ERM LLA-T

Para analizar precursores T en MO, se consideran
marcadores esenciales: Tdt, CD3 citoplasmatico
(CD3cit), CD3 de membrana, CD5, CD7, CDla,
CD44, CD45RA y CD99%. La expresion de CD3cit
junto con la de CD7 se observa en la mayoria de las
LLA de precursores T (LLA-CPT) por lo que se uti-
lizan como marcadores troncales para la seleccion
de los blastos'. El CD45RA se expresa en la mayoria
de las células T inmaduras y parcialmente en las cé-
lulas T maduras®*. El CD99 se expresa fuertemente
en células inmaduras T y no presenta modulacién
después del tratamiento por lo que es muy util para
la deteccidn de blastos T residuales, ya sea en MO o
en SP>7¢,

Se sugiere utilizar antigenos de inmadurez como
CD10, CD34, CD117, ademas de CD56 y de otros
linajes como CD13 y CD33 especialmente en el es-
tudio de LLA-CPT con fenotipo early T.

ESTRATEGIAS DE ANALISIS

El grupo Euroflow cuenta con una base de datos
para EMR de LLA-CPB por lo que se sugiere la utili-
zacion del andlisis automatizado con el software In-
finicyt que toma como referencia la misma. Para la
realizacion de este tipo de analisis se requiere de un
citometrista experimentado dado que la seleccion

previa de las poblaciones a comparar con esta base
debe ser realizada de manera manual, guidndose por
los patrones fenotipicos y marcadores que definen la
ontogenia B.

Se debe conocer la expresién normal de los anti-
genos celulares en los diferentes estadios de madu-
raciéon de una MO normal y durante el tratamiento
(por ej: MO post trasplante).

En el caso de no realizarse analisis automatizado,
existen algunos lineamientos a seguir para un ana-
lisis estandarizado. De esta manera, al realizar el
analisis fenotipico se podra detectar la presencia de
blastos residuales dado que estos presentan caracte-
risticas fenotipicas diferentes de su contrapartida
normal.

Para el analisis de EMR en LLA-CPB se debe co-
menzar haciendo gate en CD19, excepto en pacien-
tes tratados con anti-CD19. Se deben analizar los
patrones de maduracion normales utilizando dife-
rentes combinaciones para los marcadores CD20,
CD38, CD10, CD81 y CD22, evaluando sus intensi-
dades de fluorescencia, sincronizacién en la madu-
racion y sus proporciones relativas dentro del gate
teniendo en cuenta la etapa del tratamiento.

Ademas, se debe confirmar la negatividad de ex-
presion para marcadores aberrantes como CD123,
CD73, CD304 y CD66¢. Es conveniente excluir des-
de el principio del andlisis las células plasmaticas por
la expresion de CD38 fuerte.

Es importante conocer todas las subpoblaciones
de la ontogenia B como los precursores tempranos
que no expresan CD19 pero si son CD10+ CD34+
CD45+débil '+,

En el caso de las LLA-CPT, el primer gate pue-
de realizarse en células con expresion de CD3cit o
CD7. Luego se pueden excluir las células T maduras
que expresan CD3 en superficie, CD45 fuerte, CD5
heterogéneo y CD45RA parcial. Las células NK se
excluyen del gate CD7 utilizando la positividad para
CD56+CD16.

El resto de los marcadores sugeridos para el pa-
nel T se expresan en células inmaduras por lo que la
presencia de estos en células de MO o SP es indicati-

Tabla 1. Panel validado para el estudio de LLA-CPB.

LLA-CPB | PacB |PacO |FITC |PE PerCPCy5.5 | PE-CY7 | APC APC-A750

Tubo 1 CD20 [CD45 |CD81 | CD66¢c+CD123 | CD34 CD19 CD10 |CD38

Tubo 2 CD20 [CD45 |CD81 |CD73+ CD304|CD34 CD19 CD10 |CD38
HEMATOLOGIA « Volumen 26 Numero Extraordinario: 77-82, 2022 79
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va de ERM positiva.

Al finalizar el analisis se deben excluir los dobletes
y detritus celulares (debris) utilizando dot plots de
FSC-H vs FSC-A, y de SCC vs FSC. Se puede eva-
luar la estabilidad de la adquisicién en un dot plot
de tiempo vs CD19 o vs CD3cit.

« Pacientes tratados con anti-CD19

En los ultimos aflos se comenzaron a usar nuevas
terapias en determinados grupos de LLA-CPB, las
cuales incluyen agentes dirigidos contra antigenos
de las células B como CD19, CD20 y CD22 o células
CART-19. Especialmente, en los pacientes tratados
con anti-CD19, la terapia puede dificultar el estudio
de ERM basada en la ‘estrategia de gating por CD19”.
Para ello se han desarrollado nuevas estrategias de
analisis, sin el uso de CD19 como marcador especifi-
co B, pero utilizando el mismo panel de anticuerpos
propuesto por el grupo Euroflow?”. También, Che-
rian y col. han propuesto otras formas alternativas
de andlisis incorporando al panel CD22 y CD24 *.

CUANTIFICACION DE ERM (LLOD y LOQ)

Con el fin de lograr resultados mas informativos con
respecto a la sensibilidad en la detecciéon de ERM en
cada paciente, es fundamental que en el informe se
incluyan los limites de deteccion y cuantificacién usa-
dos en cada ensayo . Estos limites se basan en cua-
tro parametros: 1) N° total de eventos analizados, 2)
N° de células neoplasicas detectadas, 3) el menor N°
de eventos requeridos para detectar reproducible-
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mente una poblacién neoplasica y 4) el menor N° de
eventos requeridos para cuantificar reproducible-
mente una poblacion neopléasica

El minimo porcentaje de células detectables por en-
cima del background se denomina Limite inferior de
deteccion (LLOD) y se calcula de la siguiente manera:
LOD: 20 x 100/ N° de células viables adquiridas
Se recomienda un minimo de 50 células viables con
el fin de cuantificar una poblacién patoldgica, por lo
tanto el “limite inferior de cuantificacion” (LLOQ) se
calcula:

LLOQ: 50 x 100/ N° de células viables adquiri-
dasl9,30

Estos pardmetros se han incorporado a fin de mejo-
rar los criterios de calidad de las muestras evaluadas
y se propone sean agregados al informe para deter-
minar la calidad del analisis.

INFORME

Respecto al informe, este debe ser claro y conclu-
yente, donde se especifiquen todos los datos solici-
tados del paciente estudiado, ademas del momento
del tratamiento en el que se encuentra y el panel de
anticuerpos utilizado.

El resultado debe contener, el porcentaje (%) de
“células patologicas detectadas’, sus caracteristicas
fenotipicas, los valores de LOD y LLOQ alcanzados.
En la interpretacion final especificar si la ERM es
detectable y cuantificable o no detectable, estando
explicitamente aclarado en la conclusion.

Conflictos de interés: Las autoras declaran no poseer conflictos de interés.
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