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RESUMEN

Antecedentes: el prondstico de los pacientes con leucemia mieloide crénica ha cambiado de manera muy significativa desde la intro-
duccién de los inhibidores de cinasa de tirosina. EI monitoreo de la enfermedad minima residual por PCR en tiempo real (RQ-PCR) es
hoy una herramienta indispensable para el seguimiento de los pacientes.

Objetivo: evaluar el seguimiento de pacientes con leucemia mieloide crénica tratados con inhibidores de cinasa de tirosina en un centro
especializado. El objetivo secundario fue evaluar la enfermedad minima residual por el método de PCR en tiempo real en pacientes en
remision citogenética completa en fase crénica, en tratamiento con inhibidores de cinasa de tirosina analizando diferentes variables con
repercusion en el sostenimiento de la respuesta molecular mayor.

Material y método: estudio retrospectivo y transversal efectuado con base en el analisis de los pacientes con leucemia mieloide crénica
tratados en el FUNDALEU-Centro de Hematologia Pavlovsky con la intenciéon de evaluar los resultados del seguimiento y el monitoreo
de la enfermedad. La mediana de edad de todos los pacientes incluidos fue de 50 afios. 87 pacientes recibieron imatinib, 60 (69%) como
primera linea de manera continua y 27 (31%) secundario a interferén.

Resultados: de los 87 pacientes en seguimiento, 86 (99%) alcanzaron remision citogenética completa. Setenta y tres (84%) contintan
en tratamiento con imatinib, 12 (14%) cambiaron a un inhibidor de cinasa de tirosina de segunda generacion y dos suspendieron el
tratamiento. De los pacientes en remision citogenética completa 63/86 (73%) alcanzaron una respuesta molecular mayor o estable
(BCR-ABL][IS] <0.1%). No alcanzar una respuesta molecular mayor a la estable determina mayor riesgo de recaida citogenética (4% sin
respuesta molecular mayor vs 0% en respuesta molecular mayor). Los pacientes con respuesta molecular mayor sostenida tuvieron una
supervivencia libre de recaida citogenética a diez afios significativamente mas prolongada (100% vs 65% , P=0.002) sin repercusion en
la supervivencia global. Obtener una respuesta molecular mayor sostenida en el tiempo se considera un factor pronéstico de proteccion
de recaida citogenética. La supervivencia libre de recaida citogenética fue de 95% a 10 afios.

Conclusiones: en la actualidad, el monitoreo molecular por PCR en tiempo real es indispensable para el seguimiento de pacientes con leu-
cemia mieloide crénica en remision citogenética completa. El 95% de los pacientes tratados con imatinib continian en remision citogenética
completa. Conseguir una respuesta molecular mayor estable es un predictor importante de durabilidad de la remision citogenética completa.
Palabras clave: leucemia mieloide crénica, inhibidores de cinasa de tirosina, FUNDALEU, enfermedad minima residual, PCR en tiempo real.

ABSTRACT

Background: The prognostic of chronic myeloid leukemia (CML) patients has dramatically changed since the introduction of tirosine
kinase inhibitors (TKI). Miniminal residual disease (MRD) monitoring by Real Time quantitative PCR (RQ-PCR) is at present a usefull tool
for monitoring patients in the TKI Era.

Objetives: to evaluate CML patients follow-up under treatment with TKI in a specialized center. Evaluate MRD by RQ-PCR in complete
cytogenetic remission patients (CCR) in chronic phase analyzing different variables with impact in the maintenance of mayor molecular
response (MMR).

Material and Methods: CML patients treated in FUNDALEU were analyzed with the intention to evaluate follow-up and molecular monitoring
results. Median age was 50 years, 87 patients received imatinib treatment, 60 (69%) as 1st lineand 27 (31%) 2ary to Interferon.
Results: From 87 patients followed, 86 (99%) obtained CCR. Seventy three (84%) continue under imatinib treatment, 12 (14%) changed to
a 2nd generation TKI and 2 interrupted treatment. Patients in CCR 63/86 (73%) obtained stable MMR (BCR-ABL[IS] <0.1%). Not reaching
a stable MMR determined a major risk for cytogenetic relapse (4% with no MMR vs 0% in MMR). Patients with sustained MMR showed a
significative longer cytogenetic relapse free survival at 10 years (100% vs 65%, P=0.002) with no impact on overall survival. Obtaining a
stable MMR through time is considered a prognostic factor that protects against cytogenetic relapse. Our population showed a cytogenetic
relapse free survival of 95% at 10 years.

Conclusion: Molecular monitoring by RQ-PCR is at present the most important tool for CML patients follow-up that had obtained CCR. The
95% of the patients treated with imatinib continue in CCR. Obtaining a stable and sustained MMR showed to be a predictor for CCR durability.
Key words: Chronic myeloid leukemia, Tirosine kinase inhibitors, FUNDALEU, Minimmal residual disease, RQ-PCR.
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1 notable avance que se produjo con la introduc-

cion de los inhibidores de cinasa de tirosina, que

se inici6 con el imatinib en el afio 2001, se acom-
paiié de importantes progresos en el monitoreo exacto y
sensibilidad de la respuesta al tratamiento. En alrededor
de 75% de los pacientes, a los dos afios de tratamiento se
logra la remision citogenética completa, lo que implica
ausencia en la deteccion del cromosoma PhlladelPhla.'
El objetivo principal es alcanzar la remision citogenética
completa porque se ha demostrando su repercusion en la
supervivencia.! Una vez que se consigue es imprescin-
dible detectar la enfermedad minima residual mediante
el monitoreo molecular cuantitativo en tiempo real para
identificar tempranamente a los pacientes con riesgo de
recaida citogenética. La ELN 20092 considera que no al-
canzar una respuesta molecular mayor a 18 meses implica
una respuesta suboptima al tratamiento y que continuar
con el tratamiento elegido, subir la dosis o cambiar a otro
inhibidor de cinasa de tirosina es una de las opciones su-
geridas porque la falla, y no la respuesta suboptima hasta
ahora han demostrado su efecto en la supervivencia. Sin
embargo, la respuesta optima al tratamiento con inhibi-
dores de cinasa de tirosina no solo se debe al excelente
resultado del farmaco en si, sino a diversos factores que
rodean al paciente, como: el apego al tratamiento, 6ptimo
seguimiento mediante técnicas citogenéticas y moleculares
para adaptar el cambio de tratamiento en tiempos ade-
cuados, trabajo del hematologo especialista con equipos
multidisciplinarios y seguimiento de guias de tratamiento,
que en la actualidad son puntos indispensables aplicables
en la nueva era de los inhibidores de cinasa de tirosina. En
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esta descripcion se detallan los resultados del seguimiento
y monitoreo molecular de pacientes con diagndstico de
leucemia mieloide cronica Phl (+) en fase cronica tratados
en nuestra institucion con inhibidores de cinasa de tirosina.

MATERIAL Y METODO

Estudio retrospectivo y transversal efectuado de diciembre
de 1999 a septiembre de 2010 en pacientes tratados con
inhibidores de cinasa de tirosina (87) con diagndstico de
leucemia mieloide cronica Phl (+) en fase cronica. Los
estudios citogenéticos y moleculares se centralizaron en
FUNDALEU. Veintisiete pacientes (31%) se trataron
previamente con interferdn antes de recibir imatinib y 60
(69%) recibieron imatinib como primera linea. E1 55% de
los pacientes tuvo al diagnéstico un puntaje de Sokal de
riesgo bajo. En el Cuadro 1 se describen las caracteristicas
de los pacientes.

Todos los pacientes se encontraban en fase crdnica,
definida seglin los criterios convencionales.! Todos los

Cuadro 1. Caracteristicas de los pacientes

Caracteristica n=87 %
Mediana de edad 50 (15 -78)

Sexo masculino 43 49%
Sokal

Alto 13 15%
Intermedio 26 30%
Bajo 48

Antecedentes de

Tratamiento con imatinib

Primera linea 60 69%
IM post IFN 27 31%
Tratamiento actual

Imatinib 73

Desatinib segunda linea 7

Nilotinib segunda linea 3

Sin tratamiento 2

Tratamiento de induccién LMA

(CB) 1

IFN 1

Mediana de tiempo desde el

inicio de imatinib hasta el

presente (meses) 62 (14-98)

Mediana de tiempo desde el 9 (3-24)

inicio de imatinib hasta la remisiéon
citogenética completa

(meses)

12

Revista de Hematologia Volumen 12, nim. 1, enero-marzo 2011



Diez afios de seguimiento

pacientes iniciaron su tratamiento con imatinib a una dosis
de 400 mg al dia. El diagndstico se confirmo6 mediante un
estudio citogenético convencional por bandeo G y estu-
dio molecular cuali o cuantitativo. Luego de obtenerse
la remision citogenética completa, cada seis meses se
realiz6 el monitoreo molecular. A partir del afio 2005 en
FUNDALEU se utiliza la técnica de PCR en tiempo real,
mediante el método estandarizado a nivel internacional.
En 41 pacientes (48%) se realizd dosaje plasmatico de
imatinib para evaluar la absorcion de éste.

Monitoreo de la enfermedad

Para confirmar la remision citogenética completa (Phl
0%) se realizo fluorescencia in situ (FISH) en sangre pe-
riférica. Los analisis se efectuaron siguiendo el protocolo
convencional con sondas comerciales especificas para
BCR (22q11) y ABL (9934) loci (LSI ber/abl Dual Fusion
Probe-Vysis-Abott Molecular Inc. Des Plaines IL) que
analiz6 400 ntcleos en cada caso.!

Para medir los niveles de transcriptos BCR-ABL cada
seis meses se realizo una PCR en tiempo real en sangre
periférica. Para lograr mayor sensibilidad ante la enferme-
dad minima residual, las muestras siempre se procesaron
en las 2-5 horas posteriores a la extraccion. Para la am-
plificacién se utilizé el método de Tagman (PE Applied
Biosystems, USA) siguiendo el protocolo estandarizado
del gen BCR-ABL establecido por el programa europeo
(EAC).? Los resultados se expresaron como porcentajes de
la razon del ABL como gen control y nuestro laboratorio
los convirtié a la escala internacional (IS). El factor de
conversion especifico fue validado por el laboratorio de
referencia en Adelaida, Australia.® (IS% ber-abl.)

Concentraciones plasmaticas de imatinib: se obtuvieron
mediante LC-MS7MS-tandem mass spectrometry (Esp
TermoFinnigan TSQQuantum). Se consideré como con-
centracion plasmatica 6ptima IPL>1002 ng/mL.

Criterios de respuesta, definicion

Remisidn citogenética completa: 0% de células Ph (+) en
las metafases analizadas por bandeo G. Recaida citoge-
netica: pérdida de la remision citogenética completa, y
una o mas metafases Ph(+). Respuesta molecular mayor:
%BCR-ABL/ABL: <0,1% (IS).* Respuesta molecular
completa: <0.01%. Para el analisis se consideraron las res-
puestas moleculares mayores y completas sostenidas por
lo menos durante los altimos 24 meses, con evaluaciones

semestrales. Ante un aumento en el nivel de transcriptos,
de 1 o 2 log, se repitié la PCR en tiempo real entre el
segundo y tercer mes. Ante la confirmacidn se solicitd
un estudio de mutaciones del dominio cinasa (realizado
en un laboratorio externo) y un estudio citogenético para
evaluar el estado de la enfermedad. Se considera un nivel
plasmatico de imatinib éptimo al mayor de 1002 ng/mL.!

Método estadistico

Para comparar dos grupos de variables continuas se
utilizaron las pruebas de Mann-Whitney y de variables
categoricas y binarias, prueba de la ? o Fisher. La recaida
citogenética se estimo a través de curvas de Kaplan-Meier.
La supervivencia libre de recaida citogenética se estimé
mediante el método de Kaplan-Meier.>* Se considerd desde
el diagnostico hasta la pérdida de la remision citogenética
completa. Se realizd analisis univariado para identificar
factores prondsticos predictores de recaida citogenética
aplicando el logrank test. Se consider6 una p <0.05 como
estadisticamente significativa.

RESULTADOS

La mediana de seguimiento desde el inicio del imatinib
hasta la ultima actualizacién fue de 62 meses (rango 14-
98). La mediana de edad de todos los pacientes incluidos
fue de 50 afos (rango 15-78). Como primera linea de
tratamiento, 60 (69%) pacientes recibieron imatinib de
manera continua y 27 (31%) después del interferon. De
los 87 pacientes en seguimiento, 86 (99%) obtuvieron re-
misidn citogenética completa, con una mediana de tiempo
desde el inicio del imatinib hasta la remision citogenética
completa de nueve meses (rango 3- 24). Se diagnosticaron
87 pacientes con leucemia mieloide cronica y se siguieron
en nuestra institucion, 86 ( 99%) alcanzaron remision cito-
genética completa y uno remision completa mayor. En la
actualidad, 73 de 87 (84%) pacientes continuan en trata-
miento con imatinib, 12 (14%) cambiaron de tratamiento
aun inhibidor de cinasa de tirosina de segunda generacion
(4 por falla , 3 por respuesta suboptima molecular y 5 por
intolerancia). De los pacientes que fallaron, uno tuvo la
mutacién G250E que es resistente a multiples inhibidores
de cinasa de tirosina; en la actualidad recibe tratamiento
con IFN. El otro paciente tuvo una transformacion a crisis
blastica con diagndstico de sarcoma granulocitico en tra-
tamiento de induccion para leucemia mieloide aguda. Dos
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pacientes decidieron suspender el tratamiento con imatinib
sin indicacion médica por motivos personales; se obtuvo
una respuesta molecular mayor. Las dos pacientes viven,
sin otro dato de seguimiento.

Evolucion de los pacientes en remision citogenética
completa

De los 86 pacientes en remision citogenética completa,
63 (73%) obtuvieron una respuesta molecular mayor
estable. Se dividieron en dos grupos segun la obtencion
de respuesta molecular mayor: quienes tuvieron respuesta
molecular mayor sostenida lograron una supervivencia
libre de recaida citogenética a 10 afios significativamente
mas prolongada (100 vs 65% , P=0.000, Figura 1) sin
repercusion en la supervivencia global. Cuatro pacientes
que perdieron la remision citogenética completa se encon-
traban en el grupo que nunca habia logrado una respuesta
molecular mayor. No alcanzar una respuesta molecular
mayor estable determina mayor riesgo de recaida citoge-
nética (4 sin respuesta molecular mayor vs 0 en respuesta
molecular mayor). Obtener una respuesta molecular mayor
sostenida en el tiempo se considera un factor prondstico
favorable para recaida citogenética.

Con la dosis de imatinib de 400 mg al dia desde la
primera evaluacidn molecular realizada con PCR en
tiempo real y con seguimiento semestral, se observa un
incremento de la respuesta molecular mayor de 48 a 73%.
Se comprueba que un grupo de 23 pacientes tuvo respuesta
subdptima,’® sin conseguir respuesta molecular mayor a

lo largo del seguimiento. Debido al riesgo de perder la
remision citogenética completa, este grupo se monitored
y se repitid el estudio molecular ante cambios de mas
de un logaritmo; se llevd un estricto control del apego al
tratamiento y medicion de las concentraciones plasmaticas
de imatinib. La medicion de las concentraciones
plasmaticas de imatinib se realizé en 41 pacientes, 37 (
90%) tuvieron un nivel plasmatico de imatinib mayor
de 1002 ng/mL; 85% pertenecian al grupo de respuesta
molecular mayor (Cuadro 2).

No se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre pacientes con concentraciones
plasmaticas de imatinib mayores de 1002 ng/mL, segtin
el estatus molecular. Se analizaron las caracteristicas
clinicas asociadas con la pérdida de la remisidn
citogenética completa. En el analisis univariado (Cuadro
2) se observan los diferentes factores prondsticos con
repercusidn en la pérdida de la remisiéon citogenética
completa. El tnico factor prondstico estadisticamente
significativo fue la obtencion de respuesta molecular
mayor a p=0.000.

DISCUSION

Entre 75 y 90% de los pacientes con leucemia mieloide
crénica-fase cronica alcanzan remisidn citogenética

Cuadro 2. Riesgo de pérdida de la remision citogenética com-
pleta segun factores pronoésticos, analisis univariado

Variable n=86 Recaida P
citogenética
100% i Género
Femenino 43 3 0.29
Masculino 43 1
= Edad
Menor de 60 afios 65 4 0.24
&E i e Mayor de 60 afios 21 0
3 Tratamientos previos a
R Imatinib 60 2 0.40
i Imatinib primera linea 26 2
o ek IFN pr.evio a imatinib
e0.000 Obtencién de respuesta molecular
0% mayor
i Si 63 0% 0.00
a Ll ag e -] 120 W4 168 BT IWE Q0 A 2BA NO 23 4%
My Riesgo de Sokal
Figura 1. Supervivencia libre de recaida citogenética segun la Bajo 47 2 0.21
respuesta molecular obtenida. Intermedio-alto 39 2
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completa durante el tratamiento con imatinib a dosis
de 400 mg al dia.' Debido a que con imatinib se logran
altas tasas de remision citogenética completa, el objetivo
del tratamiento es hoy en dia conseguir respuestas mo-
leculares. Sin embargo, la profundidad y tiempo en que
debe obtenerse la respuesta molecular es aun un tema de
debate. Algunos estudios describieron que la obtencion
de la respuesta molecular mayor esta asociada con la
duracion mas prolongada de la remision y supervivencia
libre de progresion.? No conseguir una respuesta molecu-
lar mayor a 18 meses se considera respuesta suboptima
al tratamiento con imatinib, segin las recomedaciones
de la ELN.3 El seguimiento del estudio IRIS a siete afios
muestra los resultados moleculares convertidos a la
escala internacional con un incremento de la respuesta
molecular mayor de 13 a 86% desde el tercer mes de
tratamiento al mes 72. A 18 meses los pacientes que no
habian alcanzado respuesta molecular mayor tuvieron
una supervivencia libre de evento de 89% comparada
con 98% con respuesta molecular mayor (p=0.01).° La
probabilidad de perder la remision citogenética completa
en quienes tuvieron respuesta molecular mayor fue de 3
vs 26% en pacientes en remision citogenética completa,
pero sin respuesta molecular mayor. El ultimo analisis del
IRIS, con ocho afios de seguimiento, confirma que ningun
paciente con respuesta molecular mayor obtenida a 12
meses, progreso a fases avanzadas. Estos datos sugieren
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Figura 2. Evolucion de la respuesta molecular en el tiempo

que alcanzar una respuesta molecular mayor seria un
factor seguro de proteccion para pacientes tratados con
imatinib en primera linea. Con base en el conocimiento
de que la cantidad de pacientes analizada en nuestra ins-
titucidn es limitada, se confirma que quienes no alcanzan
respuesta molecular mayor tienen mas riesgo de recaida
citogenética (4/23 vs 0/63, P=0.000). Si la respuesta
molecular mayor se confirma y mantiene en el tiempo
de manera continua le confiere estabilidad a la remision
citogenética completa; esto fue reportado por Palandri
y sus colaboradores*y confirmado en nuestra poblacion.
Similares resultados se observaron en 276 pacientes con
leucemia mieloide crdnica tratados con imatinib (74%
altas dosis) y analizados por el MDACC. Alcanzar una
respuesta molecular mayor continua y con duracion de
mas de 12 meses, se asocid con mayor supervivencia
libre de progresion.’ En nuestra poblacion el nivel de
transriptos BCR-ABL disminuyd con el tiempo y mejord
la respuesta molecular mayor desde que comenzd a ser
evaluada mediante PCR en tiempo real en nuestra insti-
tucidn (de 48 a 73%). Un grupo de pacientes permanecio
con respuesta suboptima. Marin y su grupo analizaron
a pacientes con respuesta subdptima y describieron que
tienen mayor riesgo de perder la remision citogenética
completa que los que nunca habian obtenido respuesta
molecular mayor;® sin embargo, no hubo diferencias en
la supervivencia.

Los estudios farmacocinéticos para evaluar las con-
centraciones de imatinib en plasma son una herramienta
util que se correlaciona con la respuesta clinica del pa-
ciente y permite identificar a los pacientes con mal apego
al tratamiento, exceso de toxicidad o con respuesta su-
béptima.” En nuestro estudio se observo una correlacion
entre la respuesta molecular mayor y la concentracion
plasmatica de imatinib éptimo; los resultados no fueron
estadisticamente significativos, quiza por el bajo nimero
de pacientes evaluados. La descripcion de la experiencia
de nuestro centro con el tratamiento con inhibidores de
cinasa de tirosina muestra que la obtencion de respuesta
molecular mayor es un factor de buen pronoéstico para
la persistencia de remision citogenética completa. El
estudio de PCR en tiempo real estandarizado en la escala
internacional es, en la actualidad, el método de eleccion
para monitorear la enfermedad minima residual en
pacientes con leucemia mieloide crénica en remision
citogenética completa.
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