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RESUMEN:

PROBLEMA: Evaluar la validez del inmunofenotipo por citometria de
flup comparado con la citologia clasica como prueba diagndstica de
infiltracion a Sistema nervioso central en Leucemia Aguda Linfoblastica.

OBJETIVOS: Evaluar la utilidad diagnéstica del inmunofenotipo en el
Liquido Cefalorraquideo en una cohorte de nifios con Leucemia Aguda
Linfoblastica.

METODOS Y MATERIAL EMPLEADO:_ estudio de prueba diagndstica
(transversal comparativo) se llevé a cabo a partir de marzo de 2010 a
enero del 2012 en el Hospital Infantii de México Federico Gdémez
(HIMFG). Se incluyeron un total de 125 muestras de LCR de pacientes
con LAL, menores de 18 afos. Se informd a los padres y/o tutores de los
pacientes candidatos a participar en el protocolo sobre el mismo y
aquellos que aceptaron participar fueron incluidos.

RESULTADOS: se incluyeron 111 LCRs para evaluacién, por
citomorfologia 85 LCRs se clasificaron como negativos (76.5%) de los
cuales 3 fueron SNC2 y 82 SNC1, 26 liquidos fueron clasificados como
positivos, SNC3 (23.5%)..Para validar los resultados de la citologia
referidos se realiz6 un analisis interobservador el cual fue de 0.8466 (IC
95% 0.5526-1.0) y para el analisis intraobservador fue de 0.8780 (IC
95% 0.6432-1.0) .La sensibilidad y especificidad fueron de 76.92 y
87.06 respectivamente, el valor predictivo positivo fue de 64.52 y el valor
predictivo negativo de 92.50, la razén de verosimilitud positiva fue de
5.94 y la negativa de 0.27.

CONCLUSIONES: Es necesario incluir en la evaluacion del LCR de los
pacientes con LAL como una prueba en paralelo con el objeto de
aumentar la sensibilidad y hacer una correcta evaluacion del paciente.



INDICE

I ANTECEDENTES.......c oo 6
1.1 Leucemia Aguda Linfoblastica
1.2 Infiltracién a Sistema Nervioso Central

1.3. Citometria de Flujo

IHJUSTIFICACION......coiiiiiiiiiiii e e e 13
Il PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA............ccocininnnee 16
IV PREGUNTA DE INVESTIGACION.......coviiiiinanaeans 16
VOBUJETIVOS.......oiirrn s 16
VI HIPOTESIS.......c i 16
VIl MATERIAL Y METODOS.......cccoiiiiiiirrrneee e 17

7.1 Diseino del estudio y seleccion de pacientes
7.2 Sitio del estudio y poblacién objetivo
7.3 Criterios de inclusion y exclusiéon

7.4 Definicion operacional de variables

VIl CALCULO DEL TAMANO DE LA MUESTRA................ 20
IX METODOLOGIA.......cuiiieierrrrrrr e e e 20
X ANALISIS ESTADISTICO.....ccccvtiiiiiirrrrrrrr e 23
XI RESULTADOS.......coeiiiiiirrrrr s 25
XIIDISCUSION......cuiuiiiiiiirr s e 30
XII CONCLUSIONES........cciiiiiiirrrners e e 33
XIII BIBLIOGRAFIA......ciiiiiiri s e e e 34
XIV ANEXOS.... o 37



ANTECEDENTES

1.1 Leucemia Aguda Linfoblastica

La Leucemia Aguda Linfoblastica (LAL) se define como una alteracion
citogenética que tiene como consecuencia la proliferacion monoclonal
maligna de células precursoras de estirpe linfoide. Las LAL se
caracterizan por el remplazo variable de la celularidad de la medula 6sea
por blastos. Es la neoplasia maligna mas frecuente en la edad pediatrica
con una incidencia entre 3 y 4 pacientes por cada 100,000 habitantes
por afio. El pico de presentacion es entre los 2 y 5 afios.’

El diagnostico de sospecha de LAL se hace con base en las
manifestaciones clinicas, exploracioén fisica y hallazgos de laboratorio. El
diagndstico de certeza se establece al encontrar mas de 25% de blastos
de caracteristicas linfoides en la médula ésea.’ ?

Los nifios con LAL se tratan segun grupos de riesgo definidos por
caracteristicas clinicas y de laboratorio. La intensidad del tratamiento
necesario para obtener desenlaces favorables varia entre los
subconjuntos de nifios con LAL. Se utiliza la asignacion de un
tratamiento sobre la base del grado de riesgo para que los pacientes con
caracteristicas clinicas y biolégicas favorables, con probabilidades de
presentar un desenlace muy bueno con un tratamiento modesto, se
puedan librar de un tratamiento mas enérgico y téxico; al mismo tiempo,
se puede proporcionar un tratamiento mas enérgico y potencialmente
mas toxico a los pacientes que tienen probabilidades mas bajas de
supervivencia a largo plazo.>*°

Algunos grupos de estudio de la LAL usan un régimen de induccion a la
remision intensivo, con base en un subconjunto de factores previos al
tratamiento; mientras que otros grupos administran un régimen de
induccion similar a todos los pacientes. Todos los grupos modifican la
intensidad de la terapia de postinduccion con base en una variedad de
factores prondsticos.

La asignacion de tratamiento de acuerdo con el grado de riesgo exige
que se disponga de factores prondsticos confiables para predecir el
resultado. Para los nifios que padecen de LAL, hay un numero de
caracteristicas clinicas y de laboratorio que demostraron tener valor
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prondstico. Los factores descritos se agrupan en las siguientes
categorias:

Caracteristicas del paciente en el momento del diagndstico.

Caracteristicas de las células leucémicas en el momento del diagnostico.

Respuesta al tratamiento inicial.®

1.2 Infiltracion a Sistema Nervioso Central

La presencia de leucemia en el Sistema Nervioso Central (SNC) al
momento del diagndstico tiene significado prondstico. Los pacientes con
diagndstico de puncion lumbar no traumatica, se pueden ubicar en una
de las tres categorias siguientes de acuerdo con la cantidad de glébulos
blancos (GB)/ul y la presencia o ausencia de blastos en la citocentrifuga:

SNC1: LCR que resulta negativo para la presencia de blastos en la
citocentrifuga, independientemente del recuento de GB.

SNC2: LCR con menos de 5 GB/ul y citocentrifuga positiva para blastos.
SNC3: LCR con 5 o mas GB/ul y citocentrifuga positiva para blastos.

En comparacion con los pacientes clasificados como SNC1 o SNC2, los
nifios con LLA que presentan enfermedad del SNC es decir, SNC3 al
momento del diagnodstico, corren un mayor riesgo de recaida dentro del
SNC como sistémicamente.” La importancia prondstica adversa
relacionada con el estado SNC2, si lo hubiera, se puede superar
mediante la aplicacion de terapia intratecal mas intensa, especialmente
durante la fase de induccién.” ® Una puncién lumbar traumatica (=10
eritrocitos/ul) que incluya blastos en el momento del diagndstico parece
relacionarse con un aumento del riesgo de recaida al SNC e indica un
desenlace general mas precario .” % ™

La infiltracion al SNC es un hallazgo frecuente de las neoplasias
hematoldgicas con incidencias mayores del 25% en leucemias y
linfomas."" '? En la evaluacion inicial de pacientes con LAL, el LCR debe
ser examinado cuidadosamente y dependiendo del grado de
observacion y la experiencia del observador, se pueden identificar
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blastos hasta en un tercio de los pacientes al diagndstico, la mayoria de
los cuales carece de sintomas neuroldgicos. El analisis citologico
convencional ha demostrado su utilidad, sin embargo, el analisis de las
células en el LCR, especialmente cuando el recuento celular es bajo, es
mas dificil de lo que es ampliamente admitido y no siempre es
concluyente. Independientemente del riesgo al que el paciente se
asigne, todos reciben tratamiento contra enfermedad no medible en
SNC debido a que la capacidad del estandar de oro, es insuficiente para
demostrar que los pacientes tienen infiltracion a SNC. Sin embargo las
modalidades de tratamiento varian de acuerdo al estado del SNC al
momento del diagnostico. El involucro del SNC en las LAL tiene una
incidencia de 5 a 10%. El diagnéstico de infiltracion a SNC tiene tanto
implicacion pronostica como terapéutica, ya que aquellos nifios con
infiltracion al SNC al diagndstico requieren de un tratamiento mas
intenso tanto sistémico como local.” (anexo 1)

En todos los centros de tratamiento, el diagnostico de infiltracion del
SNC se defini6 como la presencia 5 o mas leucocitos por milimetro
cubico de LCR con blastos presentes en una muestra citocentrifugada, o
por la presencia de paralisis de pares craneales o de masa cerebral por
estudio de imagen.' ' La clasificacidon actual del estado del SNC en
LAL es la siguiente:

ESTATUS DEL SNC EN LAL

SNC 1 |Ausencia de blastos leucémicos identificables en LCR.
SNC2 Presencia de células leucémicas en una muestra que contiene menos de 5
leucocitos por microlitro.
Muestra no traumatica que contiene 5 o mas leucocitos por microlitro con
SNC3 |blastos identificables, presencia de masa cerebral o pardlisis de pares

craneales con células leucémicas en LCR.

La incidencia de infiltracion del sistema nervioso central al diagnéstico
puede variar considerablemente dependiendo de los criterios
diagndsticos empleados; algunos de los factores que contribuyen a la
dificultad en establecer el diagnéstico son la cuenta baja de células
presentes en las muestras de LCR y la dificultad para interpretar el
significado de anomalias morfolégicas en una cantidad pequena de
células en el LCR en preparaciones citocentrifugadas. El examen
citomorfolégico del LCR no demuestra las células malignas hasta en un
45% de los casos con infiltracién meningea.”



Uno de los problemas al evaluar involucro de LAL en el LCR ocurre
cuando existe una cuenta baja de células y cuando se tienen que
distinguir infiltrados neoplasicos de enfermedades inflamatorias e
infecciosas. El demostrar la presencia de antigenos de superficie celular
y deoxynucleotidil transferasa terminal (TdT) puede aumentar Ila
informacion disponible de la morfologia celular y determinar si las células
son o no de origen leucémico.'* '

El examen citologico del LCR constituye la prueba diagnostica que se
emplea para detectar la infiltracién al SNC, empleando microscopia de
luz; desafortunadamente esta técnica tiene baja sensibilidad vy
especificidad.

Los falsos negativos pueden ser debidos a la escasez de células en el
LCR de pacientes con bajo grado de enfermedad o al aspecto inocente
de las células neoplasicas. Los falsos positivos resultan de la confusién
de linfocitos atipicos como los reactivos; sin embargo, son infrecuentes y
en general son referidos como atipicos y sospechosos. '

En la practica clinica actual, la determinacién del inmunofenotipo por
citometria de flujo se acepta como un valioso complemento a los
métodos clasicos en el diagnostico de las leucemias y constituyen un
estandar en la evaluacién de sangre y médula dsea; sin embargo, no se
aplica a la evaluacion del LCR de forma rutinaria en todos los centros
especializados de tratamiento.

1.3 Citometria de Flujo

La citometria de flujo es una técnica de analisis celular que implica medir
las caracteristicas de dispersion de luz y fluorescencia que poseen las
células conforme se les hace pasar a través de un rayo de luz. Para su
analisis, las células deben encontrarse individualmente en suspension
en un fluido. Al atravesar el rayo de luz, las células interaccionan con
éste causando dispersion de la misma, basandose en la difraccion de la
luz en sentido frontal se puede evaluar el tamano de las células que
pasan y al medir la reflexion de la luz de manera lateral se evalua la
granularidad o complejidad de las células. Ademas de la dispersion de la
luz, si previamente a su analisis se coloca a las células en presencia de

anticuerpos monoclonales marcados con moléculas fluorescentes, se
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puede evaluar qué células poseen los antigenos complementarios a los
anticuerpos monoclonales usados, esto debido a moléculas de
diferenciacion presentes en la superficie de los leucocitos y otras células
que reflejan su estirpe celular y su grado de diferenciacion.

Algunas de las moléculas de los anticuerpos monoclonales (CD) son
particulares de ciertas lineas celulares, mientras que otras son
compartidas por varias células. En la actualidad sabemos que no es facil
identificar subpoblaciones de linfocitos con base en su morfologia
macroscopica, pero se sabe que existen subpoblaciones de células que
son distinguibles entre si por los marcadores que expresan en su
membrana nuclear, en el citoplasma y en la membrana celular. En forma
global hay dos subpoblaciones de linfocitos, los linfocitos T y los
linfocitos B, que difieren en sus funciones y productos proteicos, a pesar
de que morfolégicamente sean similares."”

Se conoce ya bien el desarrollo del linfocito, el grupo que se encuentra
en fase GO o de reposo del ciclo celular; cuando existe un estimulo
antigénico, los linfocitos entran a la fase G1 del ciclo celular, aumentan
de tamafio y toman el nombre de linfoblastos. La progresion a la fase S
del ciclo celular continua y los linfoblastos activados se dividen. Esta
secuencia de acontecimientos se llama “transformacién blastica”.”® El
uso de distintas moléculas fluorescentes (distintos colores de
fluorescencia) permite analizar la presencia de varios marcadores de
manera simultanea. Los citdmetros de flujo pueden analizar particulas en
funcidbn de su fluorescencia y tamafo, pueden también purificar
poblaciones de caracteristicas determinadas.

La citometria de flujo es un método objetivo y cuantitativo que permite
identificar pequefias poblaciones celulares con fenotipos identificados;
metodolégicamente la citometria puede detectar células que constituyen
hasta 0.01% del total de la poblacién linfocitaria, lo que supera a la
examinacion citologica del LCR, el estandar de oro, la cual tiene baja
sensibilidad, con una tasa de falsos negativos de 20 a 60%." ?° Esto
debe tenerse en cuenta al examinar los leucocitos en el SNC ya que su
cifra es baja en el LCR y en el parénquima cerebral, aun en condiciones
normales, y son dependientes de la tasa de flujo del LCR.?" %22

En un estudio para evaluar el valor del inmunofenotipo mediante
citometria de flujo para detectar enfermedad en LCR en pacientes con
linfomas contra la citomorfologia, se encontré que la citometria de flujo
fue capaz de detectar poblaciones anormales en 11 de 42 pacientes
(26%) contra 4 de 42 (9.5%) en la citomorfologia. La diferencia entre el
porcentaje de casos positivos por citometria de flujo y morfologia
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convencional fue estadisticamente significativa (X*> = 3.97; p = 0.046).
Concluyendo que la citometria de flujo puede ofrecer un método unico y
no subjetivo para evidenciar infiltracion a SNC, esto sumado a la
citomorfologia convencional.'?

Homans y colaboradores estudiaron el inmunofenotipo del LCR en nifios
con LAL y un grupo control. Se obtuvieron 61 muestras de LCR en
pacientes con LAL (excluyéndose 18 por contaminacion y 10 por numero
insuficiente de células viables). Se analizaron 33 muestras, de las cuales
6 mostraron anomalias: 3 diagndsticas y 3 sospechosas y 27 sin
alteraciones citomorfoldgicas identificables. EI grupo control incluyé 104
nifios. El inmunofenotipo en el grupo control mostré que la mayoria
(73%) de los linfocitos en LCR fue positiva para CD2. En las muestras de
nifios con LAL existié una disminucién ligera (62%) pero significativa del
porcentaje de linfocitos con expresion de CD2 (62 vs 73%, p = 0.05 en
controles). El porcentaje de células CD10 positivo fue de 50 a 88% en
las tres muestras diagnosticas de infiltracion a sistema nervioso central,
contra 4 a 9% en los pacientes con LCRs sospechosos. Los pacientes
con citologia normal mostraron también un incremento en el porcentaje
de células CD10 positivas (5.4%). Cuando se comparé la diferencia
entre las medias de positividad de CD10 entre los pacientes con
citologia normal al diagndstico y el grupo control, existié significancia (p
=0.001).

En este estudio se definié anormalidad como una muestra que contenia
células CD10 positivas dos desviaciones estandar por arriba de lo
normal (> 3% de células CD10 positivas por muestra). Empleando este
criterio, 9 de 27 nifios con LAL con LCR normal al diagnéstico tuvieron
inmunofenotipos anormales contra 4 de 104 pacientes en el grupo
control (p = 0.001 x?). Estos resultados pueden ser alterados por células
neurales que expresan CD10 o por la absorcion de CD10 por los
linfocitos normales; para evitar eso, se estudié la presencia de CD10 y
TdT nuclear. En 15 pacientes con LCR normal, se obtuvo que la media
de células TdT positivas fue 7.2% vs 0.8%, las células que expresaban
simultdneamente CD10 y TdT fueron 6% versus 0.05% en 28 nifios del
grupo control (p=.04) %

Existen diversos estudios que han tratado de comparar el valor
diagnodstico del inmunofenotipo por medio de la citometria de flujo y la
citomorfologia en la deteccién de infiltracion a sistema nervioso central
en neoplasias hematoldgicas en forma retrospectiva para ver también el
desenlace, en uno de ellos se estudiaron 219 muestras de LCR
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evaluadas al momento del diagnodstico. Existieron 48 pacientes que
tuvieron LCR positivo por cualquier técnica: 19 (32%) por citomorfologia,
44 (73%) por citometria de flujo y 15 (25%) por ambos métodos. Cuatro
pacientes que tuvieron citomorfologia positiva y citometria de flujo
negativa, fueron evaluados teniendo 2 de ellos progresion de la
enfermedad y muerte. En el grupo de los 24 pacientes que tuvieron
citometria de flujo positiva y citomorfologia negativa, 10 de ellos tuvieron
enfermedad recurrente o progresiva. Cuando se evalud la presencia de
células sospechosas, en 16 pacientes la citomorfologia fue sospechosa
y de ellos 4 murieron de progresién de la enfermedad: uno en SNC y 3
con diseminacion sistémica. Cuando se evaluaron las recurrencias en 12
pacientes con un tiempo medio de seguimiento de 144 dias (30 — 322),
todos ellos tuvieron una citometria de flujo positiva, 4 con citomorfologia
positiva, 4 dudosas y 4 negativas. La sensibilidad de la citometria de
flujo fue de 78% y la especificidad de 84%.%°

El empleo del inmunofenotipo mediante anticuerpos monoclonales
diversos dirigidos contra antigenos de los linfocitos T y B es capaz de
detectar células neoplasicas que pueden constituir 0.2% del total de la
poblacién celular linfoide en SNC. El inmunofenotipo tiene una
sensibilidad de 46 a 89% en LAL, y su valor diagnéstico en LCR es mas
de 2 veces el de la citomorfologia.?® 26 %/

Uno de los problemas principales de la citomorfologia es la variabilidad
interobservador e intraobservador que puede existir, y que esta puede
ser condicionada por la experiencia de los observadores y de las
caracteristicas del LCR a evaluar ya que sabemos que en forma normal
en el SNC existen leucocitos circulantes y que las subpoblaciones de
ellos varian en numero de acuerdo a variables como pueden ser la edad,
la hora en que estos son obtenidos para su estudio.

La sensibilidad de la citomorfologia es de 0.27 contra 0.58 de la PCR de
inmunoglobulinas, y la especificidad es de 1 para la citomorfologia y de
0.85 para la PCR; cuando se comparan con la citometria de flujo ésta
tiene una sensibilidad de 0.1 y una especificidad de 0.95. El empleo de
las tres pruebas en forma conjunta mejora la sensibilidad a 0.67.%

12



Método Sensibilidad Especificidad

Citomorfologia 0.27 1
Inmunofenotipo 0.49-0.89 0.95
PCR 0.58 0.85

Tomando en cuenta la literatura previa y debido a los diversos resultados
reportados en pacientes con neoplasias hematologicas y a la importancia que
tiene la adecuada clasificacién de los pacientes con LAL para lograr mejores
tasas de éxito, nosotros decidimos realizar el estudio del inmunofenotipo por
medio de la citometria de flujo que es una técnica que puede ser empleada en
forma rapida y en conjunto con la citomorfologia para tratar de clasificar en una
mejor forma o con mayor precision la presencia de células malignas en el LCR.
Tomamos como consideraciones de importancia los siguientes puntos: la
expresion de los marcadores de subpoblaciones de linfocitos es superior en
cuanto a la sensibilidad en la mayoria de los estudios en lo que se refiere al
inmunofenotipo, en aquellos casos en los que la presencia de células de
caracteristicas anormales identificadas como dudosas nos permitiria clasificar
correctamente a los pacientes. Creemos que es necesario disponer de
herramientas que nos permitan aumentar la precision diagnostica.

Il. JUSTIFICACION

La LAL es la neoplasia mas frecuente en pediatria, el tratamiento con
protocolos dirigidos al riesgo permite la curacion del 90% o mas de los
nifos en la actualidad. La infiltraciéon al SNC tiene implicacion prondstica
y terapéutica.

El Hospital Infantil de México Federico Gémez es un instituto nacional de
salud y un centro de referencia para la atencion de enfermedades
oncologicas en pacientes pediatricos. El manejo de los pacientes con
cancer en este hospital inicio en 1947 con antifolatos, medidas de
soporte como terapia transfusional y manejo de infecciones , es en el
afno 1951 cuando se crea un servicio en forma de quimioterapia y en
1954 el servicio de radioterapia con lo que se inicia el tratamiento
integral del paciente con cancer, en 1992 se crea el servicio de
quimioterapia ambulatoria, a partr de este momento hasta
aproximadamente el afo 2005 cuando se crea el fondo de gastos
catastroficos del seguro popular en el hospital se atienden al afio
aproximadamente 400 nifios con cancer de los cuales 25-30% son nifios
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afectados por Leucemias Agudas. Se tratan aproximadamente entre 80-
120 pacientes con Leucemia Aguda Linfoblastica por afo siendo esta
cifra variable dado que se tienen cada vez mas centros acreditados para
el tratamiento de neoplasias en los estados que se encuentran cercanos
al Distrito Federal.

Los pacientes que son tratados en nuestro hospital se clasifican de
acuerdo a los criterios internacionales establecidos para el diagnostico
de LAL. Cuando nosotros evaluamos la incidencia de LCRs en este
grupo de pacientes encontramos que nuestro porcentaje de infiltracién al
SNC es mayor que la que se reporta en los grupos internacionales.
Ademas en un intento por conocer las caracteristicas de los LCRs en la
poblacion que es tratada se evalud en el periodo de 2006-2008 en el
Hospital Infantil de México Federico Gomez un total de 3209 LCRs de
nifos con LAL de los cuales 166 fueron positivos para infiltracion por
LAL (4.7%), 3043 fueron negativos y dentro de este grupo 974
punciones lumbares fueron clasificadas como traumaticas sin presencia
de blastos, solo 5 se clasificaron como dudosas.

Con estos puntos previos y conociendo que el SNC es un sitio santuario
denominado asi por la pobre capacidad que tiene la quimioterapia para
penetrar la barrera hematoencefalica y que tenemos estrategias que
nos permiten lograr concentraciones terapéuticas en dicho sitio como
son: las altas dosis de farmacos como el metotrexate y el arabindsido de
citosina , el empleo de la quimioterapia intratecal y en ocasiones la
radioterapia a sistema nervioso central que puede ser profilactica o de
tratamiento es importante disponer de nuevas herramientas diagndsticas
que nos permitan definir en forma adecuada el estado del SNC ya que
es bien conocido que aunque menos del 5% de los pacientes tiene
infiltracion al SNC, mas del 50% recaeria si no se administrara
tratamiento profilactico.

Con los protocolos actuales de tratamiento en los cuales la profilaxis a
SNC esta bien establecida, la incidencia de recaida a SNC ha
disminuido a menos del 6%; sin embargo, la recaida a SNC continda
siendo un obstaculo importante para la curacion definitiva de la LAL ya
que por historia natural de la enfermedad se sabe que la recaida a SNC
durante el tratamiento o posterior al termino precede a la recaida a
medula 6sea que conlleva a un pronostico desfavorable condicionado
por una menor posibilidad de curacion.

En nuestro hospital tenemos recaidas a SNC entre 10-15% lo cual es
superior a lo reportado en la literatura, esto mencionandolo solo en un
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plano descriptivo ya que no se tiene un analisis de los factores que han
condicionado estos eventos, esto es un punto mas por el que nosotros
gueremos tener nuevas herramientas diagnosticas para una clasificacion
correcta de nuestros pacientes y para documentar en forma precisa los
eventos considerados recaidas.

A pesar de que existen diversos métodos para el estudio de infiltracion a
SNC, el estudio de LCR en una muestra citocentrifugada por examen
microscopico de luz continua siendo el método estandar. El estudio
citolégico de LCR se considera el estandar de oro, sin embargo falsos
positivos y falsos negativos pueden ocurrir de acuerdo a los criterios
empleados en cada centro de tratamiento a pesar de tenerse una
clasificacion para el mismo, este estandar puede fallar cuando se tienen
cifras bajas de leucocitos y tiene el inconveniente de no poder definir en
algunas situaciones a la poblacién celular referida como atipica o
sospechosa de acuerdo a la morfologia observada. Es decir se trata de
un estandar imperfecto.

En los ultimos afos la citometria de flujo y el diagnéstico molecular ha
tenido un papel que va en incremento en relacion a la deteccion de
clonas celulares que pueden no ser identificadas por el estandar de oro.
En el caso de la citometria, permite identificar poblaciones celulares muy
reducidas en cuanto al numero (0.2%) de linfocitos en LCR, lo cual
supera a la citomorfologia; por otro lado, la PCR tiene la ventaja que no
requerir una poblacion celular intacta para poder ser empleada.

El motivo de este estudio es mejorar la precisién diagndstica ya que esto
nos permite tener una terapia dirigida contra el SNC mas apropiada,
pues el subestadificar al paciente implicaria una recaida a SNC con el
subsecuente riesgo de recaida a medula 6sea en el caso contrario el
sobrestadificar a los pacientes implicaria una terapia mas agresiva como
es el empleo de radioterapia a SNC la cual conlleva un mayor costo y
secuelas graves como segundas neoplasias, endocrinopatias y defectos
neurocognitivos en quien la recibe.
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VL.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Evaluar la validez del inmunofenotipo por citometria de flujo comparado
con la citologia clasica como prueba diagndstica de infiltracion a SNC en
LAL.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Es la determinacién del inmunofenotipo en LCR de nifios con LAL una
prueba diagnéstica util para detectar infiltracion SNC?

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.:

Evaluar la utilidad diagnéstica del inmunofenotipo en el LCR en una
cohorte de nifios con LAL.

HIPOTESIS

La determinacion del inmunofenotipo es una herramienta diagndéstica util
para detectar casos de infiltracion a SNC en pacientes con LAL.
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VIL.

MATERIAL Y METODOS

7.1 Diseio del estudio y seleccion de pacientes.

El estudio de prueba diagndstica (transversal comparativo) se llevo a
cabo a partir de marzo de 2010 a enero del 2012 en el Hospital Infantil
de México Federico Gomez (HIMFG). Se incluyeron un total de 125
muestras de LCR de pacientes con LAL, menores de 18 anos. Se
informo a los padres y/o tutores de los pacientes candidatos a participar
en el protocolo sobre el mismo y aquellos que aceptaron participar
fueron incluidos.

El protocolo fue revisado y aceptado por el Comité de Investigacion del
HIMFG (Registro protocolo HIM 2010/034) y se obtuvo el consentimiento
informado de cada uno de los responsables de los pacientes incluidos en
el estudio y el asentimiento de los nifios que requirieran explicacion para
participar en el estudio.

7.2Sitio del estudio:

Hospital Infantii de México Federico Gémez. Distrito Federal,
México.

POBLACION OBJETIVO: Pacientes pediatricos con diagnostico de LAL.

POBLACION ELEGIBLE: Pacientes que acudieron al HIMFG a partir de
Marzo del 2010.

7.3 Criterios de Inclusion:

Pacientes diagnosticados de LAL en el periodo de marzo de 2010 a
enero de 2012.
17



e Pacientes sin tratamiento previo con quimioterapia, radioterapia o
ambos.

e Pacientes menores de 18 anos.

e Pacientes que aceptaron participar en el estudio.

7.3 Criterios de exclusion:

e Muestra de LCR hemorragico que contenga mas de un eritrocito por
100 en campo de alto poder en el estudio citomorfolégico mediante
preparacion con citocentrifuga.

7.4 Definicidon de variables:

LEUCEMIA AGUDA LINFOBLASTICA (LAL): presencia de mas de 25% de
blastos linfoides en una muestra de aspirado de médula ésea al momento del
diagnostico.

ESTADO DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL: Sistema de clasificacion
empleado para definir la presencia o ausencia de leucemia en el sistema
nervioso central y que tiene implicacion en el tratamiento y prondstico, se
definen 3 estados.

18



SNC1: LCR que resulta negativo para la presencia de blastos en la
citocentrifuga, independientemente del recuento de glébulos blancos.

SNC2: LCR con menos de 5 glébulos blancos/ul y citocentrifuga positiva
para blastos.

SNC3: LCR con 5 0 mas globulos blancos/pl y citocentrifuga positiva
para blastos.

LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO  POSITIVO: Todos los liquidos
cefalorraquideos clasificados como SNC3.

LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO NEGATIVO: Todos los liquidos
cefalorraquideos clasificados como SNC1y SNC2.

INMUNOFENOTIPO POSITIVO EN LCR: Todos los LCRs que en el estudio de
inmunofenotipo expresen 3% o mas de CD10, TdT o ambos en la poblacién
celular.

INMUNOFENOTIPO NEGATIVO EN LCR: Todos los LCRs que en el estudio
de inmunofenotipo expresen menos de 3% de CD10, TdT o ambos en la
poblacion celular.
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VIIL.

CALCULO DEL TAMANO DE LA MUESTRA

Muestreo no probabilistico de casos consecutivos.

METODOLOGIA

PROCEDIMIENTO PARA LA TOMA DE LCR: La muestra del LCR se tomé
en el momento de realizar los estudios para integrar el diagndstico, se
tomaron 3 muestras en el momento de realizar la punciéon lumbar
diagndstica, cada una de al menos 1 ml para estudios de citomorfologia,
inmunofenotipo mediante citometria de flujo. La toma de la muestra de
LCR no implicé ninguna maniobra invasiva adicional para los pacientes.
La cantidad de LCR utilizada (1 ml) no representa ningun riesgo
adicional severo para el paciente. En ningun caso se punciond al
paciente exclusivamente con el fin de tomar la muestra para el estudio y
tampoco si la realizacidén de la puncién lumbar repercutiria en su estado
de salud.

Se tomo una muestra de LCR para el estudio citolégico y 2 muestras de
al menos 1 ml cada una para el analisis del inmunofenotipo por
citometria de flujo y del rearreglo del gen de la cadena pesada por PCR.
Todas las muestras se obtuvieron mediante puncion lumbar con aguja
espinal tipo Quincke, No. 22 Ga 3 %", en los quiréfanos de medicina
ambulatoria y general, bajo anestesia general inhalatoria 0 endovenosa
de acuerdo a la decision del médico anestesiologo a cargo de la sala en
la que se realiz6 el procedimiento.

El estudio del inmunofenotipo en LCR fue cegado al estudio por
microscopia de luz (citomorfologia).

Se asigndé un numero consecutivo cronoldgico a cada paciente y sus
LCRs.
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Se evaluaron los LCRs de los nifios con diagndstico de LAL mediante la
determinacién del inmunofenotipo y del rearreglo del gen de la cadena
pesada de las inmunoglobulinas.

ESTUDIO DE CITOMORFOLOGIA: se realiz6 en el laboratorio de
Oncologia del HIM Federico Gbmez, se realiza por dos observadores
expertos en este método de en forma independiente.

CITOMETRIA DE FLUJO: El estudio de citometria de flujo se realizo en el
laboratorio central del Hospital Infantii de México Federico Gdémez
empleando el citdmetro de flujo FACS Calibur para analisis de 6
subpoblaciones celulares, con 6 parametros de lectura simultaneo, en
donde 4 de estos son parametros de fluorescencia (FL1, FL2, FL3, FL4).

Sistema de electronica y Optica para capacidad de una cuarta
fluorescencia FL4: Incluye un segundo laser diodo de emisién roja de
635 nm.

Mdédulo de discriminacién de dobletes capaz de medir altura, ancho y
areas de las células en cualquiera de los parametros de fluorescencia
(FL1, FL2, FL3, FL4).

Una caja de perlas para calibracion del Instrumento (CaliBRITE Beads)
para inmunotipificacion y una caja de perlas para calibracién del
Instrumento (DNA QC Particles).

Estacién de Trabajo para FACS Calibur — FAC Station.

Computadora Power Macintosh G3: CPU Power PC 750 a 300 Mhz 64
MB memoria DRAM, 2 MB VRAM, 512L level 2 cache, disco duro de 4.0
GB y manejador interno de CD ROM 12x, Ethernet interconstruido y
Thin-Coax Tranceiver, Monitor a color Multisynch de 17", impresora a
color, médem interno de 56 K.

La cuantificacion de células en LCR mediante citometria de flujo se
realizé de la siguiente manera: se rotularon 6 tubos de polipropileno de
fondo redondo de 5 ml con tapén con los nombres de los anticuerpos
monoclonales y el fluorocromo correspondiente: isotiocianato de
fluoresceina (FITC) y ficoeritrina (FE) , se pipetearon 20 microlitros del
anticuerpo monoclonal correspondiente a cada tubo (CD45 FITC/CD34
PE ; CD3 FITC/CD34 PE; CD3 FITC/CD33 PE; CD19 FITC/ CD10 PE,
CD4 FITC/CD8 PE; ANTI TdT FITC ( BD biosciencies, San José, CA
9531,USA) a excepcidn del tubo No. 6; se afiadieron 100 microlitros de
LCR a cada uno de los tubos, se colocé tapén a cada uno de ellos y se
mezclaron en el vortex. Posteriormente se centrifugaron a 1,500
revoluciones por minuto (rpm) en centrifugador, se decantaron los tubos
21



y se agregaron 500 microlitros de solucion de Paraformaldehido al 1%.
Al tubo numero 6 se le agregaron 500 microlitros de solucidn
permeabilizante y 100 microlitros de LCR, se incubé a temperatura
ambiente durante 10 minutos, se agregaron 2 ml de buffer de fosfatos y
se centrifugd a 1,500 rpm; se agregaron 20 microlitros de anticuerpo
monoclonal anti TdT, se incubd durante 30 minutos en refrigeracion y en
oscuridad, posteriormente se agregaron 20 ml de buffer de fosfatos y se
mezclé en el vortex, se centrifugd durante 5 minutos a 1,500 rpm, se
decanto el tubo y se agregaron 500 microlitros de paraformaldehido al
1%. Finalmente se analizaron las muestras en el citometro de flujo
FACSCalibur de 4 colores. El analisis de los datos se realiz6 mediante el
empleo de una grafica que nos permitid interpretar el patron de
distribucion de los eventos identificandolos como parte de una poblacion,
los eventos se expresan como porcentajes de subpoblaciones
identificadas.

ETICA: Se solicité el consentimiento y/o asentimiento informado a los
padres y/o tutores de los nifios que se incluyeron en el estudio ya que se
trata de la toma de una muestra de tejido para realizar la prueba.
(Anexos 2y 3)

El presente estudio cumple con lo estipulado en articulo 17, titulo
segundo del Reglamento de la Ley General de Salud en materia de
investigacion para la salud. Segun esta ley vigente, el estudio
corresponde a la categoria Il (Investigacion con Riesgo Mayor que el
Minimo) ya que se realiza un procedimiento quirdrgico. Ademas este
estudio fue evaluado por el comité de ética del Hospital Infantil de
México Federico Gdmez. A los pacientes y familiares se les explico las
caracteristicas y objetivos del estudio con la finalidad de obtener su
consentimiento informado. La informacion obtenida de los pacientes
durante el estudio se mantuvo con estricta confidencialidad por los
investigadores participantes.

22



X. ANALISIS ESTADISTICO

Para las variables cuantitativas de tipo continuas: numero de leucocitos
en el LCR por citologia, porcentaje de células Cd10 y TdT se realizé el
calculo de la media de la muestra. Se evalu6é la validez, la
reproducibilidad y la seguridad de las pruebas, dado que los resultados
fueron dicotdmicos se clasifico a los pacientes en 4 grupos en una tabla
de 2 x 2. El resultado de la prueba puede ser correcto (verdadero
positivo y verdadero negativo) o incorrecto (falso positivo y falso
negativo)

El analisis de la validez de la prueba se realizé calculando los valores de
sensibilidad y especificidad de la prueba.

La sensibilidad es la capacidad de la prueba para detectar la
enfermedad se calcul6 empleando la siguiente formula:

Sensibilidad = VP/ (VP + FN)

La especificidad es la capacidad de la prueba para detectar a los sanos
se calculé empleando la siguiente formula:

Especificidad = VN/ (VN + FP)

Tabla 1. Relacién entre el resultado de una prueba diagnéstica y la

presencia o ausencia de una enfermedad.

Resultado de la prueba Verdadero diagnéstico
Enfermo Sano
Positivo Verdaderos Positivos Falsos Positivos
(VP) (FP)
Negativo Falsos Negativos Verdaderos Negativos
(EN) (VN)

La seguridad de la prueba se determind mediante el calculo de los
valores predictivos positivo y negativo

El valor predictivo positivo (VPP) definido como la probabilidad de
padecer la enfermedad si se obtiene un resultado positivo en la prueba,
se estimd mediante la siguiente formula:
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VPP = VP/ (VP+FP)

El valor predictivo negativo (VPN) se definié como la probabilidad de que
un sujeto con un resultado negativo de la prueba este realmente sano,
se calculé mediante la formula:

VPN = VN/ (FN+VN)

Se evaluaron los cocientes de probabilidad o razones de verosimilitud
positivo y negativo mediante las siguientes formulas:

RV positivo = Sensibilidad / (1-especificidad)

RV negativo = (1- sensibilidad) / especificidad

Se realizé el calculo del indice de concordancia de kappa para evaluar
la variabilidad intraobservador e interobservador en el estudio
citomorfolégico de LCR.
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XI.

RESULTADOS

En el estudio se incluyeron 72 nifos y 53 nifas, con edades
comprendidas entre los 0 y 17 ahnos, la edad media al momento del
diagnostico fue de 7.4 anos, se clasificaron de acuerdo a los criterios de
Roma al diagnostico en 30 de alto riesgo y 95 de riesgo habitual. De los
125 LCRs de nifios con LAL, 4 fueron (3.2%) LCRs hemorragicos los
cuales se excluyeron del analisis, 10(8%) se excluyeron por no
realizarse la evaluacion en el tiempo establecido. Se analizaron en total
111 LCRs. (figura 1).

De los 111 LCRs incluidos para evaluacion por citomorfologia 85 LCRs
se clasificaron como negativos (76.5%) de los cuales 3 fueron SNC2 y
82 SNC1, 26 liquidos fueron clasificados como positivos, SNC3 (23.5%).
Tabla 2.

El numero de leucocitos en el LCR fue de 2 a 25/ ul con una media de
9.24 leucocitos/ pl.

De los pacientes con LCR positivo por la citomorfologia, 3 (11.5%)
tuvieron sintomas sugestivos de infiltracion a SNC, cuando esto se
aplica a la poblacion total estudiada n = 125, el porcentaje es de 2.4%.

El inmunofenotipo fue positivo en 31 pacientes; la expresion de CD10
fue considerada positiva en 16 pacientes, con una media de expresion
de CD10 de 15.44%, el TdT se expreso en 16 LCRs con una media de
expresion de TdT fue de 5.80% en 14 LCRs se expresaron CD10 y TdT.
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Figura 1: Diagrama de flujo del estudio

Citomorfologia
positiva
(n=26)

Inmunofenotipo
positivo
(n=20)
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citomorfolégico
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negativa
(n=85)
Inmunofenotipo Inmunofenotipo Inmunofenotipo
negativo positivo negativo
(n=6) (n=11) (n=74)
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Tabla 2.- Liquidos cefalorraquideos positivos para infiltracion por estudio de
citomorfologia en pacientes con Leucemia Aguda Linfoblastica.

Estado Leucocitos/microlitro % TdT Sintomas
SNC3 10 12.78 5.93

SNC3 7 1.23 1.15

SNC3 25 70.07 28.39

SNC3 6 4.99 0.66

SNC3 12 29.63 4.71

SNC3 8 0.68 4.06

SNC3 8 1.15 0.09

SNC3 10 56.08 0.77

SNC3 20 59.58 1.92

SNC3 8 0.5 1

SNC3 8 6.47 7.89

SNC3 5 0.25 0.26

SNC3 17 37.32 9.59

SNC3 18 80.95 0.56 *
SNC3 16 29.42 17.27

SNC3 14 1.14 4.58

SNC3 6 0.48 9.60

SNC3 24 0.23 1.34 *
SNC3 8 1.12 1.24 *
SNC3 7 14.78 7.93

SNC3 7 11.23 8.15

SNC3 16 40.07 26

SNC3 9 8.12 5.66

SNC3 20 25.63 14.35

SNC3 8 4.68 7.03

SNC3 8 2.05 1.12
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Tabla 3. Liquidos cefalorraquideos negativos por citomorfologia y con
Inmunofenotipo positivo en el estudio

Estado Leucocitos/microlitro % TdT Sintomas
SNC1 6 16.40 0
SNC1 2 2.06 8.05
SNC1 3 7.34 1.92
SNC1 3 2.31 4.61
SNC1 4 4.99 1.78
SNC1 3 6.50 2.18
SNC1 4 1.83 491
SNC1 3 0 3.81
SNC2 2 16.04 4.19
SNC2 3 12.77 4.04
SNC2 4 0.39 9.09

Tabla 4. - Deteccién de infiltracion a SNC por citometria de flujo en
comparacion con estudio citolégico.

CITOMORFOLOGIA

Positiva Negativa Total

INMUNOFENOTIPO Positivo 20 11 31
Negativo 6 74 80

Total 26 85 111
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Tabla 5: Resultados de la prueba diagnéstica relacionada con el
inmunofenotipo.

Valor IC (95%)

Sensibilidad 76.92 58.81 — 95.04
Especificidad 87.06 79.33-94.78
Indice de Validez 84.68 77.53 —91.83
Valor predictivo positivo 64.52 46.06 — 82.97
Valor predictivo negativo 92.50 86.10 — 98.90
Prevalencia 23.42 15.09 — 31.75
Indice de Youden 0.64 0.46 — 0.82
Razén de verosimilitud positiva 5.94 3.29-10.73
Razoén de verosimilitud negativa 0.27 0.13-0.54

Para validar los resultados de la citologia referidos se realizé un analisis
interobservador el cual fue de 0.8466 (IC 95% 0.5526-1.0) y para el
analisis intraobservador fue de 0.8780 (IC 95% 0.6432-1.0)

La sensibilidad y especificidad fueron de 76.92 y 87.06 respectivamente,
el valor predictivo positivo fue de 64.52 y el valor predictivo negativo de
92.50, la razén de verosimilitud positiva fue de 5.94 y la negativa de
0.27 (Tabla 5).
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XIL.

DISCUSION

La infiltracién del sistema nervioso central en los pacientes con LAL
continua siendo un reto para el diagnostico y el tratamiento de los
pacientes, ya que sabemos que es un sitio en el cual la poblacion
celular se encuentra expuesta en menor concentracién a los farmacos
empleados para el tratamiento y que a pesar de que la terapia dirigida
al SNC ha logrado disminuir el numero de recaidas a este sitio santuario,
aun tenemos el problema de no contar con un método exacto, que
permita la deteccion de células leucémicas cuando se realiza la
evaluacion diagnostica inicial debido a diversos factores, entre ellos
uno se relaciona con la prueba diagnostica que se emplea para la
estadificacion, ya que aunque se trata de un estudio histolégico se
incluye dentro de la pruebas diagnosticas imperfectas.

Cuando hablamos de la infiltracion del sistema nervioso central por LAL
existe falta de patrones objetivos de la enfermedad en la mayoria de los
pacientes que la tienen, ya que la sintomatologia es inespecifica y solo
se presenta en menos del 5% de los pacientes y sus manifestaciones
mayormente referidas son la cefalea, nauseas, vomito, paralisis facial,
crisis convulsivas.

Dadas estas dificultades no es sorprendente que una pérdida de
consenso sobre la definicion de Leucemia en el SNC vy la proporcion de
pacientes con enfermedad en el SNC al momento del diagnostico varie
de 1 a 15% en los estudios, dependiendo de los criterios de valoraciéon
empleados.

Debido a la significancia prondstica y terapéutica atribuida al involucro
inicial de LAL en el SNC, es de suma importancia que seamos capaces
de identificar con precision el escaso numero de células en el LCR. A
pesar de que hay estudios que han demostrado la utilidad de examinar
muestras de LCR para determinar las caracteristicas citoquimicas o de
los antigenos de superficie para detectar en forma temprana recaidas a
SNC, no hay estandares absolutos para el diagndstico de infiltracion a
SNC y todos los métodos convencionalmente aplicados tienen
problemas asociados. La citologia puede tener problemas como son la
pobre fijacidn de células, los artificios y la consideracion morfologica
atipica como evidencia no concluyente para malignidad que otros
pueden interpretar como positiva.

De los resultados obtenidos el mas importante es la presencia de casos
positivos por inmunofenotipo que por el estandar de oro esto es un punto
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importante en cuanto a la prueba diagnostica ya que la sensibilidad de la
prueba es mas alta que la referida en la literatura con respecto al
estandar de oro. En nuestro estudio 26 casos tienen la enfermedad
segun el estandar de oro y en este grupo hay 6 casos que fueron
negativos por inmunofenotipo por citometria de flujo; a la inversa,
existieron 11 casos en los que el LCR fue negativo pero que tienen
positividad para CD10 o TdT, lo cual nos indica que la citologia sola
puede no evaluar en forma adecuada la infiltracion por LAL en el SNC.

Algunos estudios han comprobado la superioridad del inmunofenotipo
mediante la citometria de flujo para la deteccion de células anormales
que se encuentran en el SNC comparado con la citomorfologia, nuestros
resultados coinciden con ellos, con una sensibilidad de la prueba de
76.92; comparado con otros estudios, la sensibilidad por citometria de
flujo se encuentra entre 0.27 y 0.78. Teniendo en consideracion los
resultados de la literatura y los nuestros, consideramos que el estudio
del inmunofenotipo en LCR es una herramienta que debe de
considerarse en la evaluacion del SNC en pacientes con LAL. Debido a
su capacidad de explorar poblaciones celulares a un nivel especifico,
puede ofrecernos un método objetivo y uUnico ya que nos permite
combinar diferentes inmunofenotipos; asi también es un método simple,
rapido y seguro, los resultados pueden disponerse en un lapso menor a
las 3 horas y nos puede ayudar a mejorar la estratificacién prondstica,
pudiendo incluso ser un factor que nos permita reducir costos ya que el
estimado en cuanto a la prueba en estudio oscila entre 1200-1500
pesos el cual si lo comparamos con aquellos casos en los que el
estandar de oro clasifica como enfermo al paciente el tratamiento se
incrementa en los riesgos a los que el paciente se somete como son
mayor numero de quimioterapias intratecales lo cual requiere el empleo
de un quiréfano , personal médico y no medico asi como los farmacos
que se administran y la radioterapia al sistema nervioso central cuyos
costos estimados pueden variar entre 50,000 a 80,000 pesos, y
obviamente toda la toxicidad crénica que puede dar el tratamiento como
es el mayor riesgo de neoplasias del sistema nervioso central en la edad
adulta.

Si consideramos los valores predictivos, que es lo fundamental que
nosotros como médicos evaluamos para clasificar a los pacientes y en el
caso de enfermedades que requieren tratamiento nos permite clasificar
al enfermo en forma adecuada sabemos que estos resultados son
dependientes de la prevalencia , que en nuestro caso, por tratarse de un
centro de referencia para atencién de neoplasias malignas en el nifo
esta sera mayor que la frecuencia que se presente en otros hospitales

que no son de concentracion el valor predictivo negativo en nuestro
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estudio fue de 92.50 lo que nos permite tener una mejor clasificacién en
aquellos pacientes en los cuales el liquido muestra presencia de células
que son dudosas o clasificadas como positivas que dan lugar a
estadificaciones erréneas. Finalmente al evaluar los cocientes de
probabilidad o razones de verosimilitud nos permite responder a la
pregunta de ¢ cuantas veces mas probable es que la prueba sea positiva
en los enfermos que en los no enfermos? , lo calculado con los
resultados de nuestro estudio fueron un cociente de probabilidad positivo
de 5.94 el cual es aceptable ya que se estima que cuando los valores
sean altos la prueba es buena y el cociente de probabilidad negativa es
de 0.27 lo cual también apoya la prueba ya que los valores cercanos a
cero.

Sin embargo considero que una de las principales debilidades que se
encuentran en el estudio es que la poblacién celular estudiada es muy
amplia en cuanto a numero y que los porcentajes del inmunofenotipo
también lo son, no tratamos en este estudio evaluar puntos de corte ya
que existen ya estudios previos que han fijado el porcentaje en 3% con
relacion a CD10 y TdT. Es necesario incluir pacientes con menor
celularidad por el estudio citomorfolégico ya que esto nos permitiria
mejorar la evaluacion de la prueba en estudio. Cuando se evalué el LCR
por medio de la prueba estandar de oro existieron en su mayoria una
poblacion celular incrementada que no implica problemas a la hora de la
evaluacion ya que la mayor parte de los casos en los cuales puede
existir el problema en cuanto al diagndstico es aquellos LCRs en los que
las células son escasas.

32



XIlL.

CONCLUSIONES

Es necesario incluir en la evaluacién del LCR de los pacientes con LAL
como una prueba en paralelo con el objeto de aumentar la sensibilidad y
hacer una correcta evaluacion del paciente.

En nuestro hospital que es un centro de referencia nacional en la cual se
tratan pacientes de estas caracteristicas y que ademas cuenta con la
infraestructura debe de hacerse en forma rutinaria

En aquellos centros de tratamiento que no cuentan con la infraestructura
necesaria es conveniente realizar esta prueba en los casos en los que
se tengan liquidos cefalorraquideos en los cuales exista la duda.
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XV. ANEXOS

ANEXO 1.-
PROTOCOLO TRATAMIENTO INSTITUCIONAL PARA LAL HIM-2003

EVALUACION INICIAL
Examenes de laboratorio
A todos los pacientes con sospecha de LLA se les debera realizar:

e Biometria Hematica (BH) completa con revision del frotis de sangre periférica
que debera ser archivado en el laboratorio de oncologia.

¢ Quimica Sanguinea (QS): glucosa sérica, urea, creatinina, acido urico.
e Electrolitos Séricos (ES): sodio, potasio, calcio, cloro, fosforo, magnesio.

e Pruebas de Funciéon Hepatica (PFH): transaminasas (TGO, TGP), bilirrubinas,
proteinas séricas.

e Pruebas de Coagulacion: TP, TTP, INR.

e Otros: deshidrogenasa lactica, amilasa sérica, fosfatasa alcalina.

Estudios de gabinete.

e Radiografia de térax en proyecciones postero-anterior (PA) y lateral.

e Ecocardiograma con determinacion de fraccién de eyeccidén ventricular y
fraccion de acortamiento.

e Tomografia Computarizada (TC) de craneo cuando exista sospecha de
hipertensibn o hemorragia intracraneanas o cuando se presenten crisis
convulsivas.

Toma y procesamiento de las muestras de Médula 6sea (MO): La puncion de médula
Osea debera realizarse de acuerdo a la edad.

e Tuberosidad anterior de la tibia en menores de 3 meses.
o Crestailiaca posterior: sitio de eleccion en la mayoria de los casos.

Tomar tres muestras con diferentes jeringas.
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e La primera muestra debe ser de 0.2 a 0.3 ml. En todos los casos debera tehirse
con Wright, PAS.

e La segunda muestra se hara con jeringa de 10 6 20 ml que contenga 1 ml de
heparina y deberan aspirarse 5 ml. Esta muestra se empleara para determinar
los marcadores de superficie mediante anticuerpos monoclonales conjugados
con diferentes fluorocromos. El panel minimo debera incluir CD10, CD19, CD
20, CD 22, CD3, CD4, CD8, CD13, CD14, CD33, CD34, CD45, Cyt TdT y «/A.

o La obtencion de la tercera muestra se hara con heparina de la misma forma
que la anterior para estudio citogenético y molecular.

Puncién Lumbar.

o Debera realizarse en todos los casos en que se tenga la sospecha diagnéstica
de LAL.

e Cuando se tenga certeza en el diagnéstico de LAL, podra administrarse
quimioterapia intratecal de acuerdo al esquema recomendado por edad (ver
mas adelante)

o El liquido obtenido de la puncion lumbar diagnostica debera procesarse para
citoquimico y citocentrifuga (para definir el Estado del SNC); en punciones
subsecuentes podra procesarse Unicamente para citocentrifuga, a menos que
se demuestre la presencia de blastos.

El tratamiento se divide en fases que tienen objetivos precisos:

Induccion a la Remision: es la fase inicial del tratamiento que tiene como objetivo
reducir 100 a 1,000 veces (2 a 3 log) la carga leucémica, eliminando en lo posible las
células con resistencia primaria. La remision se ve reflejada en la desaparicion clinica
de enfermedad detectable, en la recuperacion hematolégica, en la disminucién de los
blastos en MO a menos de 5%, ausencia de blastos en el LCR y un nivel de
enfermedad minima residual detectable por PCR o citometria de flujo menor a 10®. Lo
anterior puede ser logrado en 98% de los casos empleando una combinacion de 4 a 6
medicamentos en un programa intensivo durante las primeras 4-6 semana e incluye el
uso de quimioterapia intratecal.

En este protocolo esta fase de tratamiento dura seis semanas. La primera
semana incluye una ventana con esteroide que se emplea con el fin de evaluar la
respuesta al medicamento como factor prondstico, ademas de reducir las
complicaciones metabdlicas relacionadas con la carga leucémica que se presentan al
iniciar quimioterapia. Las siguientes 3 semanas consisten en la combinacion de
Vincristina, Daunorrubicina, L-Asparaginasa y Prednisona y las ultimas dos semanas
de Intensificacién de la Remisiéon incluyen Etopdsido y Arabindsido de Citosina. En
esta fase debe iniciarse el tratamiento pre sintomatico al SNC.

Consolidacion: esta fase sigue a la induccion y uno de sus principales objetivos es
intensificar de manera temprana el tratamiento a sitios santuarios (principalmente
sistema nervioso central y testiculo), empleando altas dosis de antimetabolitos con
intervalos de 1 a 2 semanas por 3 a 4 dosis. En este protocolo se emplearan altas
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dosis de Metotrexate a 2 6 5 g/m2 dependiendo del grupo de riesgo, inmunofenotipo y
caracteristicas citogenéticas, por tres dosis con intervalos de una semana.

Mantenimiento: el objetivo de esta fase es eliminar la enfermedad residual que
persiste al final de la induccién y erradicar la clona leucémica. Esta fase debe
contemplar el uso de tratamiento pre sintomatico al SNC, una fase de re intensificacion
y esquemas de continuacion dirigidos al grupo de riesgo.

Tratamiento pre-sintomatico al SNC. Tiene el objetivo de reducir el numero de
recaidas a este sitio empleando diferentes estrategias que en este protocolo incluyen
la administracion regional de quimioterapia (por via intratecal) y el empleo de altas
dosis de metotrexate.

MEDICAMENTOS

Prednisona (PDN): inicia una vez establecido el diagnéstico (dia 0) a dosis de 60
mg/m? por via oral dividida en 3 dosis/dia.

Vincristina (VCR): Se administra a dosis de 2 mg/m? (con tope de 2 mg) en mayores
de 10 Kg 6 de 0.05 mg/m? en menores de 10 Kg. Por via intravenosa, en bolo. Su
aplicacion sera los dias 7, 14, 21 y 28 del tratamiento en todos los casos.

Daunorrubicina (DNR): se dara a dosis de 30 mg/m?.

L-Asparaginasa (L-Asp): se administra a dosis de 10,000 U/m? (sin dosis tope) por
via intramuscular en dias alternos por no mas de tres dosis semanales evitando su
aplicacion los dias en que se administre VCR.

Seguimiento del paciente durante la induccion

¢ Revision en consulta externa cada semana (de ser posible los dias 7, 14, 21y
28).

e Biometria Hematica los dias 0, 7, 14, 21 y 28 con revision del frotis de sangre
periférica y determinacién del porcentaje de blastos en el laboratorio de
oncologia.

e Amilasa sérica y glucemia durante las tres semanas en que se emplea L-
Asparaginasa con glucosuria (labstix) antes de cada aplicacion.

o Aspirado de Médula ésea los dias 0, 7, 14, 21 y 28.

e Toma de LCR y procesamiento para citoquimico (solo al diagndstico) y
citocentrifuga (en todas las tomas).
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EVALUACION DE LA RESPUESTA

Durante esta fase de tratamiento se realizara MO cada semana (dias 0, 7, 14, 21, 28)
y en los casos en que no se obtenga remision al dia 28 se hara una MO mas en el dia
35.

En los dias 0 a 7 el paciente recibira una ventana de esteroide, al término de la
cual se determinara la respuesta al medicamento mediante BH y aspirado de MO,
considerandose buena respuesta cuando haya menos de 1,000 blastos absolutos en
sangre periférica.

Respondedor temprano rapido: MO en M1 el dia 14 (tomando como dia 1 el
dia de inicio del esteroide).

Respondedor temprano: MO en M1 hasta el dia 21.

Respondedor lento: MO en M1 hasta el dia 35.

FALLA A LA INDUCCION

La MO del dia 21 (14 de quimioterapia + 7 de esteroide) evalua la falla en esta fase de
tratamiento.

MO en M2 o M3: agregar ciclofosfamida 300 mg/m2 dosis/6 dosis.

RETRASOS EN LA INDUCCION

Los pacientes en quienes se hayan presentado complicaciones infecciosas, la
continuacion del tratamiento dependera de la condicién del paciente y de la duracion
del retraso menor o igual a 2 semanas: continuar esquema en la semana en que se
haya interrumpido la induccién retraso mayor de 2 semanas: tomar BH, MO, LCR para
determinar continuacién o reinicio del esquema.

LEUCEMIA EN SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Es necesario definir el status de la enfermedad en Sistema Nervioso Central (SNC) al
diagnéstico.

SNC1: ausencia de blastos.
SNC2: < 5 leucocitos/pL con evidencia de blastos en el examen de citocentrifuga.

SNC3: > 5 leucocitos/yL con evidencia de blastos en el examen de citocentrifuga o
pares craneales afectados.
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Quimioterapia Intratecal (QT IT).
Metotrexate (MTX), Dexametasona y Arabindsido de Citosina (Ara-C) en un programa

de dosis de acuerdo a edad.

Edad Metotrexate Dexametasona Arabindsido de Citosina
<1a 6 mg 0.6 mg 20 mg
1-2a |8mg 0.8 mg 25 mg
2a3a | 10mg 0.8 mg 25 mg
3-9a |12mg 1.0 mg 30 mg
>0Qa 15 mg 1.0 mg 30 mg

- Siempre deberan tomarse las precauciones sefialadas para el procedimiento
de puncion lumbar.

- Si no existe contraindicacion para su uso, debera aplicarse los dias 0, 7, 14 y
21 en los pacientes con LCR negativo al diagnéstico y dos veces por semana
hasta negativizar + 2 dosis adicionales, en aquellos pacientes con enfermedad
en SNC al diagndstico.

QT IT en mantenimiento
Riesgo Habitual: cada 6 semanas por 10 dosis (14 dosis totales).

Riesgo alto y muy alto: cada 4 semanas por 12 dosis (16 dosis totales).

RADIOTERAPIA AL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Se empleara Unicamente en los casos en que se demuestre enfermedad en SNC al
diagndstico®, en cuyo caso iniciara al cumplirse un afio de mantenimiento (semana
52), siempre y cuando el paciente se mantenga en remisiéon completa.

Dosis Craneal: 24 Gy
Dosis a Medula Espinal: 18 Gy

Durante las 4 semanas de Radioterapia el paciente recibira el siguiente esquema de
quimioterapia:

e Semana 1: 6MP + MTX.
e Semana 2: VCR + Dexametasona.
e Semana 3: 6MP + MTX.
e Semana 4: VCR + Dexametasona.

41



ANEXO 2.-
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo: DETERMINACION DEL INMUNOFENOTIPO Y DEL REARREGLO DEL
GEN DE LA CADENA PESADA DE LAS INMUNOGLOBULINAS EN LiQUIDO
CEFALORRAQUIDEO (LCR) DE NINOS CON LEUCEMIA AGUDA
LINFOBLASTICA (LAL) COMO PRUEBA DIAGNOSTICA PARA DETECTAR
INFILTRACION A SISTEMA NERVIOSO CENTRAL (SNC).

Se me ha invitado, para que mi hijo(a)
participe en el estudio clinico DETERMINACION DEL INMUNOFENOTIPO Y
DEL REARREGLO DEL GEN DE LA CADENA PESADA DE LAS
INMUNOGLOBULINAS EN LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO (LCR) DE NINOS
CON LEUCEMIA AGUDA LINFOBLASTICA (LAL) COMO PRUEBA
DIAGNOSTICA PARA DETECTAR INFILTRACION A SISTEMA NERVIOSO
CENTRAL (SNC).

Estudio No: HIM/2010/035

Investigadores: Dra. Marta Zapata Tarrés; Dr. Miguel Angel Palomo Colli

Direccion del estudio:

Hospital Infantil de México Federico Gomez
Departamento de Oncologia

Dr. Marquez 162

Col Doctores delegacién Cuauhtémoc

CP 06720 México D.F.

Teléfono 52289917 ext 1223 - 1224

¢ Cual es el propésito de esta carta de consentimiento?

Se le invita a participar en un estudio para nifios con leucemia aguda linfoblastica. El
objetivo de esta carta de consentimiento es darle informacion sobre el estudio para
que usted pueda decidir si quiere participar o no. Su participacion es voluntaria y usted
tiene la libertad de retirarse en cualquier momento.

¢ Por qué se esta llevando a cabo esta investigacion?

Los nifios que se enferman de leucemia aguda linfoblastica tienen en ocasiones
invadido el cerebro por las células malignas. Los métodos para detectar estas células
no son perfectos por lo que se esta tratando de encontrar nuevos estudios que se

42



piensan son mejores que el actual. Estos nuevos métodos se llaman citometria de flujo
y reaccion en cadena de la polimerasa. El propésito es que en un futuro, si este
método resulta mejor, sélo se les apliquen quimioterapias intratecales a los nifios que
tienen el estudio positivo y no como ahora que se deben de medicar nifios que aunque
salgan “negativos” para esta invasion de células no estamos tan seguros.

¢, Cuantos nifos participaran en el estudio?

Se calcula que se estudiaran unos 30 nifios a los cuales se les tomara la muestra de
liquido cefalorraquideo que se toma de manera habitual para hacer el tratamiento con
quimioterapia intratecal.

¢ Qué implica participar en el estudio?

Una vez que acepte que su hijo participe en el estudio se procedera a registrar en su
expediente que fue incluido en el estudio. Cada vez que su hijo acuda a sus citas
programadas a Medicina del Dolor para aplicacién de su quimioterapia intratecal le
tendra que avisar al médico que usted es parte de este estudio y cuando el médico le
extraiga el liquido cefalorraquideo necesario para poder aplicar el medicamento
dividira la muestra y se enviara para la revision en el microscopio normal en el
laboratorio de oncologia y al laboratorio central para la citometria de flujo y la reaccién
en cadena de la polimerasa. Los resultados de los estudios se sabran en 24 horas.
Usted podra conocer el resultado del estudio de su hijo.

¢,Cuales son los riesgos del estudio?

Los riesgos del estudio van en relacion a dos situaciones: una es la puncién que se
realiza en la espalda (puncién lumbar) y otra es la cantidad de liquido que se extrae.
Los riesgos del primero son dolor en el sitio de la puncién, posible sangrado y en
casos raros formacion de un canal entre la piel y el espacio donde se aloja el liquido.
Las complicaciones por el retiro de mucho o poco liquido son dolor de cabeza y
sensaciéon de mareo. También puede haber complicaciones por la anestesia que se
aplica para que los nifios no tengan dolor.

Todas estas complicaciones existen en todos los nifios que tiene leucemia aguda
linfoblastica.

¢, Tiene beneficio participar en este estudio?
Usted personalmente puede beneficiarse o no con la participacién en este estudio ya
que el resultado de ambas técnicas puede ser diferente y en ese caso se tomara en
cuenta para el seguimiento de la enfermedad de su hijo. En caso de no beneficiarse
personalmente podra beneficiar a otros pacientes contribuyendo a tener informacién
para describir un mejor método diagnéstico.

¢ Qué pasa si decido no participar en este estudio?

Su participacion en este estudio es voluntaria. Tiene derecho a negarse a participar en
este estudio de investigacion sin sanciones ni pérdidas de beneficios que de cualquier
modo tiene derecho. Si decide participar en el estudio y/o decide retirarse mas
adelante no habra ni sanciones ni perdera ningun beneficio.

¢,Cuales son los costos?

No le pagaran por participar en el estudio, ni tendra que pagar por la realizacion de los
métodos diagndsticos. El costo de la anestesia, el procedimiento, el medicamento sera
el mismo si participa o no en el estudio.

¢ Cuales son sus derechos?
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Las muestras del estudio son confidenciales y seran utilizadas unicamente para fines
de esta investigacion. No se le otorgara ningun beneficio econémico, ni derecho de
propiedad que puedan resultar de este estudio.

¢ A quién llamo en caso de duda o problema?

Si tiene alguna duda o inquietud respecto a esta investigacién debera comunicarse
con la Dra. Marta Zapata Tarrés o con el Dr. Miguel Angel Palomo Colli a los teléfonos
5228 9917 extension 1223 o 1224.

Me han explicado los investigadores responsables que:

1. Si acepto que mi hijo participe, conozco que el estudio consiste en la toma de
una muestra de LCR de 3 ml para la realizacion del estudio molecular la cual
se tomara junto con la toma de otro producto necesario para el paciente.

2. Se me ha explicado que la toma de esta muestra no modificara el tratamiento
del paciente y que la informacion que resulte de este estudio se mantendra en
forma confidencial. EI nombre de mi hijo(a) no aparecera en ninguna
publicacién o presentacion de datos. He tenido la oportunidad de hacer
preguntas al equipo del estudio sobre la investigacion y me han contestado
satisfactoriamente.

Queda entendido que la participacion de su hijo(a) en el estudio es voluntaria y
que puede declinar la participacién o salir del estudio en cualquier momento, sin
ninguna penalizacion o pérdida de los beneficios a los que tiene derecho. Su
participacidon puede terminarse sin mi consentimiento, si el médico tratante decide que
es lo mas conveniente para la seguridad de mi hijo(a).

Sé que el estudio seguira los Lineamientos Internacionales para Investigacion
Biomédica en seres Humanos (CIOMS-WHO.1993), los principios éticos para las
investigaciones médicas en seres humanos de la Asociacion Médica Mundial
(Declaracion Helsinki, Asamblea 2000), ademas de haber sido previamente aprobado
por los Comités de Etica e Investigacion del Hospital Infantii de México Federico
Gomez.

Declaro ser mayor de 18 afios (padre / madre o tutor legal del menor) y que otorgo mi
consentimiento para que mi hijo participe en este estudio.

México, D.F., a de del 2011

Nombre y Firma del Representante Legal del nino

Nombre y Firma del Investigador
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Nombre y Firma del Testigo

Nombre y Firma del Testigo

ANEXO 3.-

CARTA DE ASENTIMIENTO

Titulo: DETERMINACION DEL INMUNOFENOTIPO Y DEL REARREGLO DEL
GEN DE LA CADENA PESADA DE LAS INMUNOGLOBULINAS EN LiQUIDO
CEFALORRAQUIDEO (LCR) DE NINOS CON LEUCEMIA AGUDA
LINFOBLASTICA (LAL) COMO PRUEBA DIAGNOSTICA PARA DETECTAR
INFILTRACION A SISTEMA NERVIOSO CENTRAL (SNC).

Se me ha invitado, para que mi hijo(a)
participe en el estudio clinico DETERMINACION DEL INMUNOFENOTIPO Y
DEL REARREGLO DEL GEN DE LA CADENA PESADA DE LAS
INMUNOGLOBULINAS EN LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO (LCR) DE NINOS
CON LEUCEMIA AGUDA LINFOBLASTICA (LAL) COMO PRUEBA
DIAGNOSTICA PARA DETECTAR INFILTRACION A SISTEMA NERVIOSO
CENTRAL (SNC).

Estudio No: HIM/2010/035

Investigadores: Dra. Marta Zapata Tarrés; Dr. Miguel Angel Palomo Colli

Direccion del estudio:

Hospital Infantil de México Federico Gémez
Departamento de Oncologia

Dr. Marquez 162

Col Doctores delegacién Cuauhtémoc

CP 06720 México D.F.

Teléfono 52289917 ext 1223 - 1224
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¢, Cual es el propdsito de esta carta de consentimiento?

Se le invita a participar en un estudio para nifios con leucemia aguda linfoblastica. El
objetivo de esta carta de consentimiento es darle informacion sobre el estudio para
que usted pueda decidir si quiere participar o no. Su participacién es voluntaria y usted
tiene la libertad de retirarse en cualquier momento.

¢, Por qué se esta llevando a cabo esta investigacion?

Los nifios que se enferman de leucemia aguda linfoblastica tienen en ocasiones
invadido el cerebro por las células malignas. Los métodos para detectar estas células
no son perfectos por lo que se esta tratando de encontrar nuevos estudios que se
piensan son mejores que el actual. Estos nuevos métodos se llaman citometria de flujo
y reaccion en cadena de la polimerasa. El propésito es que en un futuro, si este
método resulta mejor, sélo se les apliquen quimioterapias intratecales a los nifios que
tienen el estudio positivo y no como ahora que se deben de medicar nifios que aunque
salgan “negativos” para esta invasion de células no estamos tan seguros.

¢,Cuantos nifos participaran en el estudio?

Se calcula que se estudiaran unos 30 nifios a los cuales se les tomara la muestra de
liquido cefalorraquideo que se toma de manera habitual para hacer el tratamiento con
quimioterapia intratecal.

¢ Qué implica participar en el estudio?

Una vez que acepte que su hijo participe en el estudio se procedera a registrar en su
expediente que fue incluido en el estudio. Cada vez que su hijo acuda a sus citas
programadas a Medicina del Dolor para aplicacién de su quimioterapia intratecal le
tendra que avisar al médico que usted es parte de este estudio y cuando el médico le
extraiga el liquido cefalorraquideo necesario para poder aplicar el medicamento
dividira la muestra y se enviara para la revision en el microscopio normal en el
laboratorio de oncologia y al laboratorio central para la citometria de flujo y la reaccién
en cadena de la polimerasa. Los resultados de los estudios se sabran en 24 horas.
Usted podra conocer el resultado del estudio de su hijo.

¢,Cuales son los riesgos del estudio?

Los riesgos del estudio van en relacidon a dos situaciones: una es la puncién que se
realiza en la espalda (puncion lumbar) y otra es la cantidad de liquido que se extrae.
Los riesgos del primero son dolor en el sitio de la puncion, posible sangrado y en
casos raros formacion de un canal entre la piel y el espacio donde se aloja el liquido.
Las complicaciones por el retiro de mucho o poco liquido son dolor de cabeza y
sensacion de mareo. También puede haber complicaciones por la anestesia que se
aplica para que los nifios no tengan dolor.

Todas estas complicaciones existen en todos los nifos que tiene leucemia aguda
linfoblastica.

¢, Tiene beneficio participar en este estudio?
Usted personalmente puede beneficiarse o no con la participacién en este estudio ya
que el resultado de ambas técnicas puede ser diferente y en ese caso se tomara en
cuenta para el seguimiento de la enfermedad de su hijo. En caso de no beneficiarse
personalmente podra beneficiar a otros pacientes contribuyendo a tener informacion
para describir un mejor método diagnostico.

¢ Qué pasa si decido no participar en este estudio?

Su participacion en este estudio es voluntaria. Tiene derecho a negarse a participar en
este estudio de investigacién sin sanciones ni pérdidas de beneficios que de cualquier
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modo tiene derecho. Si decide participar en el estudio y/o decide retirarse mas
adelante no habra ni sanciones ni perdera ningun beneficio.

¢,Cuales son los costos?

No le pagaran por participar en el estudio, ni tendra que pagar por la realizacion de los
métodos diagnosticos. El costo de la anestesia, el procedimiento, el medicamento sera
el mismo si participa o no en el estudio.

¢,Cuales son sus derechos?

Las muestras del estudio son confidenciales y seran utilizadas unicamente para fines
de esta investigacion. No se le otorgara ningun beneficio econémico, ni derecho de
propiedad que puedan resultar de este estudio.

¢A quién llamo en caso de duda o problema?

Si tiene alguna duda o inquietud respecto a esta investigacion debera comunicarse
con la Dra. Marta Zapata Tarrés o con el Dr. Miguel Angel Palomo Colli a los teléfonos
5228 9917 extension 1223 o0 1224.

Me han explicado los investigadores responsables que:

1. Si acepto que mi hijo participe, conozco que el estudio consiste en la toma de
una muestra de LCR de 3 ml para la realizaciéon del estudio molecular la cual
se tomara junto con la toma de otro producto necesario para el paciente.

2. Se me ha explicado que la toma de esta muestra no modificara el tratamiento
del paciente y que la informacion que resulte de este estudio se mantendra en
forma confidencial. EI nombre de mi hijo(a) no aparecera en ninguna
publicacion o presentacion de datos. He tenido la oportunidad de hacer
preguntas al equipo del estudio sobre la investigacion y me han contestado
satisfactoriamente.

Queda entendido que la participacién de su hijo(a) en el estudio es voluntaria y que
puede declinar la participacion o salir del estudio en cualquier momento, sin ninguna
penalizacion o pérdida de los beneficios a los que tiene derecho. Su participacion
puede terminarse sin mi consentimiento, si el médico tratante decide que es lo mas
conveniente para la seguridad de mi hijo(a).

Sé que el estudio seguira los Lineamientos Internacionales para Investigacion
Biomédica en seres Humanos (CIOMS-WHO.1993), los principios éticos para las
investigaciones meédicas en seres humanos de la Asociacion Médica Mundial
(Declaracion Helsinki, Asamblea 2000), ademas de haber sido previamente aprobado
por los Comités de Etica e Investigacion del Hospital Infantil de México Federico
Gbémez.

Declaro ser mayor de 18 afios (padre / madre o tutor legal del menor) y que otorgo mi
consentimiento para que mi hijo participe en este estudio.

México, D.F., a de del 2011

Nombre y Firma del Representante Legal del nifio
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Nombre y Firma del Investigador

Nombre y Firma del Testigo

Nombre y Firma del Testigo
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