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RESUMEN

Titulo. Eficacia del factor estimulante de colonias granulocito (FEC-G) en
combinacién a eritropoyetina beta (EPO) vs el FEC-G para el incremento de células
progenitoras hematopoyéticas de sangre periférica de pacientes pediatricos con
leucemia, candidatos a trasplante autélogo.

Objetivos. 1) Determinar la eficacia del FEC-G con EPO vs la administracion
exclusiva de FEC-G para incrementar las células progenitoras hematopoyéticas de
sangre periférica, 2) Comparar el tiempo para obtener injerto entre los dos grupos de
tratamiento.

Pacientes y métodos. Se realizé un ensayo clinico controlado ciego simple, en el
Servicio de Hematologia Pediatrica del Hospital General del Centro Médico Nacionai
La Raza de diciembre de 1998 a octubre de 2001. Se incluyeron pacientes menores
de 17 afios portadores de leucemia mieloblastica en primera remision y linfoblastica
en segunda remisidn. Se dividieron en dos grupos de tratamiento: el grupo control
que recibio tnicamente FEC-G a dosis de 15 ng/kg/dia, y el grupo experimental que
recibio, ademas de la misma dosis de FEC-G, EPO a 300 Ul/kg/dia. Las células
progenitoras hematopoyéticas se obtuvieron de sangre periférica utilizando un
separador celular Baxter 3000 S. Las variables dependientes fueron la cuantificacion
de: células CD34" en sangre periférica y de células mononucleares (CMN) y CD34"
en la cosecha. Se determiné el niimero de dias para obtener el injerto y el nimero
de ocasiones que se transfundieron concentrados plaquetarios y paquete globular.
Se realizé un andlisis descriptivo con estadistica no paramétrica. La estadistica
inferencial se realizdé con U-Mann-Whitney y la prueba exacta de Fisher.

Resultados. Se estudiaron siete pacientes por grupo. Las caracteristicas de ambos
grupos fueron similares al momento del inicio del estudio. En cuanto a las variables
dependientes, la mediana de células CD34" de la cosecha para el grupo
experimental fue de 1.2 x 10%kg mientras que para el grupo control de 2.07 x 10%kg
y para CMN de 4.22 x 10%kg y 8.2 x 10%kg respectivamente, sin encontrar
diferencia estadistica entre los dos grupos, a pesar que en el grupo experimental la
cuantificacion fue inferior (diferencia relativa mayor del 40%). Al comparar los
resultados del tiempo de obtencién del injerto, se observd que la mediana para
obtener el injerto en el grupo experimental fue de 23 dias y para el grupo control de
19 dias. Aunque el grupo experimental injertd mas tempranamente (cuatro dias
antes), la diferencia no fue significativa (p = 0.445).

Conclusiones. La combinacion de las citocinas EPO y FEC-G para la movilizacion
de células de la médula ésea a sangre periférica, produce efectos similares que el
uso Unico de FEC-G. Sin embargo, los resultados sugieren que a pesar de que la
cuenta de células CD34" y CMN fue menor en e! grupo experimental, por la
obtencion del injerto en menor nimero de dias, pudiera ser una mejor alternativa. Se
propone aumentar el tamafio de la muestra incluyendo solo pacientes con leucemia
mieloblastica en primera remision.
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ANTECEDENTES

Introduccion

En los Gltimos arfios el prondstico de ninos con leucemia mieloblastica ha mejorado.
Con quimioterapia intensiva, entre el 60 y 86% alcanzan remisién completa y de! 30
al 50% se curan si reciben quimioterapia intensiva post-induccién (1). Con trasplante
de médula dsea alogénico, la sobrevida a largo plazo en pacientes en primera
remisién es de 45-64%. Mientras que el 20-30% de pacientes que presentan
recaidas pueden ser salvados con este tipo de trasplante, después de obtener una

segunda remision (2).

En pacientes con desordenes medulares malignos y no malignos, el trasplante de
meédula dsea logra el restablecimiento de la funcion de la misma; y puede ser la
mejor oportunidad de sobrevida a largo plazo de pacientes con leucemia ©
neuroblastoma avanzado, en los cuales el tratamiento ha fracasado. (3) Este
trasplante consiste en Ia infusion intravenosa de células progenitoras
hematopoyéticas proveniente de donadores; la médula ésea se obtiene mediante
muitiples punciones realizadas bajo anestesia general (4,5). El trasplante de médula
6sea puede ser alogénico, cuando se utiliza un donador HLA compatible; autdlogo,
cuando fa médula 6sea se obtiene del mismo paciente y; singénico, cuando la
médula la proporciona un gemelo homocigoto. Sin embargo, sélo una tercera parte
de los pacientes que son susceptibles a recibir trasplante de médula ésea, cuentan

con donador HLA compatible (5).



Cuando el trasplante de médula 6sea no es factible, el trasplante autdlogo de células
progenitoras de médula Gsea, de sangre periférica, 6 de células progenitoras de
sangre de corddn umbilical, puede ser la alternativa (5,6). El trasplante autdlogo 6
autotrasplante se ha utilizado para reconstituir la hematopoyesis normal después de
quimioterapia antineoplasica intensiva en pacientes con linfomas refractarios (7),
leucemia granulocitica cronica (8), y en pacientes con leucemia mieloblastica en

remision completa (9).
El trasplante autélogo

La primera publicacion que sugirid la presencia de células progenitoras
hematopoyéticas en linfocitos de la sangre fue publicada por Maximow en 1909. Con
los adelantos tecnoldgicos, en los afios 60's se demostrd que las células
progenitoras son residentes permanentes de la sangre periférica como parte de las
células sanguineas mononucleares y, que son capaces de restaurar la

hematopoyesis en ratones mieloablatados por irradiacion (10).

A partir de 1965, con el desarrollo de los separadores celulares de flujo continuo, se
iniciaron los primeros estudios clinicos de coleccion de células progenitoras
hematopoyéticas de sangre periférica. Sin embargo, en vista de su baja
concentracion, era necesaria la realizacion de multiples procedimientos de aféresis
para obtener la cantidad suficiente para el injerto, por lo que, para movilizarias, se
utilizaron citocinas y quimioterapia (11).

Actuaimente se conoce que el autotrasplante de células progenitoras de sangre

periférica es util en pacientes sin donador HLA idéntico, con la ventaja de que se

puede obtener un gran nimero de células mediante leucaféresis, sin el riesgo



anestésico y el dolor de las muitiples punciones dseas. Se ha observado que existe
bajo riesgo de contaminacion de las células tallo con células tumorales. Otra ventaja
es que las células progenitoras hematopoyéticas periféricas restablecen las
funciones hematopoyética e inmune mas rapidamente que los progenitores
medulares (12). El trasplante autdlogo de células progenitoras de sangre periférica,
permite el uso de dosis mas altas y mas efectivas de quimioterapia; ademas, es
posible su realizacién en pacientes con involucro medular por la enfermedad,

necrosis o fibrosis residual por radioterapia (13,14).

-~ La efectividad del trasplante autdlogo en pacientes con leucemia depende de
cuando menos tres factores: 1) que las células progenitoras colectadas se
~,éncuentren en numero suficiente para una reconstitucion hematoldgica; 2) la
ausencia de las células leucémicas viables en los productos de leucaféresis que son
capaces de causar recaida postrasplante y; 3) que el régimen de acondicionamiento

pretrasplante sea capaz de eliminar la leucemia residual del paciente (15).

Para realizar el trasplante autélogo de células progenitoras hematopoyéticas de
sangre periférica se requieren varias etapas: 1) seleccion del candidato; 2)
movilizacion de las células progenitoras de médula ¢sea a sangre periférica,
mediante la administracion de altas dosis de quimioterapia o citocina, o en
combinacién; 3) cosecha de células progenitoras hematopoyéticas del paciente; 4)
acondicionamiento pretrasplante con altas dosis de quimioterapia; S) trasplante o
infusion intravenosa de las células progenitoras hematopoyéticas cosechadas

previamente; y 6) etapa post-trasplante en la que se presenta el injerto (3-5,15).



Factores estimulantes de colonias para la movilizacion de células progenitoras

Existen dos métodos para la movilizacion de las células progenitoras
hematopoyéticas a sangre periférica, para lograr un injerto. Uno es la administracion
de quimioterapia a dosis altas, en la cual la magnitud de fa movilizacion y de la
cosecha de células se relaciona con la profundidad de la mielosupresién inducida vy,
con la reserva medular del paciente (16). Uno de los agentes quimicterapicos
utilizados es la ciclofosfamida (CFA), a dosis que varian entre 4 y 7 g/m° de

superficie corporal (SC) (17,18).

El segundo método para la movilizacion es mediante el uso de citocinas ya sea
solas o en combinacidon con quimioterapia. Se han realizado estudios administrando
factor estimulante de colonias de granulocitos (FEC-G) o con factor estimulante de
colonias granulocito-macréfago (FEC-GM). Las dosis varian entre 5 a 12 ug/Kg cada
12 h, y se han utilizado en diferentes padecimientos como, cancer de ovario (19,20),
enfermedad de Hodgkin, linfoma no Hodgkin (12,20,21), mieloma muiltiple (22) y
cancer de mama (20); en sujetos con mielofibrosis secundaria también ha sido

posible lograr una buena cosecha con el FEC-GM (23).

Con el uso de estas citocinas ha sido posible iniciar la cosecha de células
hematopoyéticas después de 48 horas de haber iniciado su administracion
(21,22,24); en contraste, cuando se utiliza quimioterapia, la cosecha se inicia
aproximadamente 11 dias después (19,22,25). Brice (25), en 1994 en un estudio
retrospectivo, reportdé los resultados de 23 pacientes adultos con linfoma y
enfermedad de Hodgkin que recibieron dosis altas de quimioterapia mas el FEC-G

(5 ng/Kg/dia). Los resultados de este grupo se compararon con una cohorte histérica



de 37 pacientes donde soélo se utilizd quimioterapia como esquema de movilizacion.
No se encontré diferencia en la cuenta de CMN (ntimero células x 10%Kg de peso)
obtenidas en la cosecha; sin embargo, en los pacientes del primer grupo la mediana
para lograr el injerto fue de 10 dias, mientras que en el otro grupo fue de 17 (p <

0.05).

Demirer y col. (22) compararon tres esquemas de movilizacion en pacientes con

mleloma multtple 1) FEC G a dosis de 16 pg/Kg/dia en 19 pacientes; 2) CFA a dosis

By ide 4 g/m 'SC rﬁas 'FEC-G 10 pg/Kg/dia 6 FEC-GM 500 ug/m? SC/dia en siete
’ ’ s 3) CFA 4 g/m? SC mas etopésido 200 mg/m? SC/dia durante tres dias
10 pg/Kg/dia en 24 pacientes. La variable de resultado fue el nimero de
x‘1/06/Kg en la cosecha. Los pacientes del tercer grupo tuvieron una

: ‘_fcuenta SIgmf catlvamente mayor de células CD34" x 106/kg que los otros dos grupos

7(5 2,2 7,)(_12.72, respectivamente).

' yg ‘S_eller'(‘21) reportd los resultados de dos dosis de FEC-G en pacientes adultos con
éia’gnéstico de linfoma, enfermedad de Hodgkin y cancer de testiculo. Treinta y tres
pacienrtes tratados entre mayo de 1990 y noviembre de 1993 recibieron 10 ug/Kg
cada 24 h; mientras que 34 pacientes tratados de diciembre de 1993 a enero de
1995, recibieron 12ug/Kg cada 12 h. Se encontré que la cuenta total de CD34* x 107
en la cosecha fue mayor en el segundo grupo: 11.32 vs. 48.25 (p = 0.02). También
se observé que los pacientes del primer grupo requirieron entre uno y siete
procedimientos de leucaféresis, siendo la mediana de tres; y en el otro grupo, tuvo
una mediana de 2, realizandose entre uno y tres procedimientos; sin embargo, no se

reporto el valor de significancia estadistica.



Weaver (26), en 1998 publicé los resultados de un ensayo clinico controlado donde
se compararon los resultados de la administracién de cinco diferentes dosis de FEC-
G: 10, 20, 30, o 40 nug/Kg/dia en 55 pacientes con cancer de mama. Se observd que
las dosis mayores 10 ng/Kg/dia producen mayor cantidad de células CD34" en la
cosecha. Los autores consideraron que la dosis 6ptima era de 30 ng/Kg/dia, ya que
el 64%.de los  pacientes que recibieron esta dosis, alcanzaron una cosecha de
célulés' CIJ334’r > 2.5 x 10%/Kg; mientras que soélo el 14% llegaron a esta cifra los que

recibieron 10 pg/Kg/dia (p = 0.01).

‘Héh‘a'us (27) reportd los resultados de un ensayo clinico controlado donde se

; compara la utilizacién de FEC-G con el FEC-GM para ia movilizacién celular. Fueron

26 pamentes adultos con enfermedad de Hodgkin en recaida; la movilizacién celular

a se efectud con dosis altas de quimioterapia a lo que se agregé un dia después uno
" de los dos factores a dosis de 5 ng/Kg/dia. En 21 pacientes se realizaron las seis
leucaféresis programadas; en nueve (75%) del primer grupo y en doce (85%) del
segundo. Tampoco se encontré diferencia estadistica en la mediana de unidades
formadoras de colonias granulocito-macréfago (UFC-GM): 32.5 vs. 31.3 UFC-GM X

10*/Kg; ni en la cuenta de células CD34", 7.6 vs. 5.6 células x 10%/Kg.

Cosecha ceiular para el trasplante autélogo en nifios

E! trasplante autdlogo de médula 6sea se empezd a utilizar en los afios 50's (28);
actuaimente las células progenitoras se obtienen mas frecuentemente de sangre
periférica y se administran posterior a radioterapia o quimioterapia en neoplasias
hematolégicas y tumores sélidos (28,29). En general, los estudios de movilizacion en

nifios han sido para determinar si el procedimiento de leucaféresis se puede llevar a
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cabo, indépéndientemente del peso de los pacientes; debido a que ha existido temor
por él niénéjo del volumen extracorpéreo, la anticoagulacién y las vias de acceso.
Los artféulos describen series de casos; la mayoria, con escaso numero de
,paéientes y con diversas enfermedades como linfomas (3,30-32), neuroblastoma
(3.30-32). leucemia aguda, mielobiastica y linfobiastica (30-34) y tumores cerebrales
(30,32-35).
Takaue en 1989 (31) publicd los resultados de 17 nifios portadores de leucemia
linfoblastica, mieloblastica o neuroblastoma en los cuales se realizaron entre dos y
nueve procedimientos de leucaféresis, después de dos a tres semanas de la
administraciéon de quimioterapia mieloablativa. Se obtuvieron de 0.3 a 27.5 CMN x
10%/Kg y, de 0 a 2.75 x 10*/Kg de UFC-GM. Diez pacientes fueron traspiantados sin
especificar el tiempo en que se obtuvo injerto; para acelerar la recuperacion celular
en dos pacientes, que recibieron 1.2 y 2.8 UFC-GM x 10*/Kg se les administré FEC-
G después del trasplante. Este mismo autor, en 1989 (34) reporté el caso de un nifio
con leucemia linfoblastica que se encontraba en la fase post-trasplante sin
recuperacion de la cuenta de leucocitos en el dia +29, el injerto se logré al agregar

tratamiento con FEC-G.

También en 1989, Lasky (36) describid el procedimiento de leucaféresis sin
movilizacién (con citocinas o quimioterapia) en dos nifios con neuroblastoma; se
cosecharon 7.4 y 2.8 x 10%Kg de CMN en mas de seis procedimientos de aféresis;
se obtuvo injerto en los dias 19 y 28 dias. En 1991, Lasky (37) publicé los resultados
de la cosecha de células progenitoras, también sin movilizacién, en tres nifios

menores de 25 Kg de peso, portadores de neuroblastoma; la cuenta de CMN
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cosechadas fue de 5.69, 6.39 y 4.78 x 10%Kg. El injerto se logré en los dias 14, 24 y

48 dias; se reporté que hubo una adecuada tolerancia de! procedimiento.

En 1992, Takaue (30) describio los resultados de la movilizacién con altas dosis de
arabindsido de citocina en 61 nifios con leucemia aguda linfoblastica y mieloblasica,
neuroblastoma, linfoma no Hodgkin, retinoblastoma o tumores cerebrales. Se
realizaron un promedio de 3.4 procedimientos de aféresis, y se obtuvieron en la
cosecha entre 0.7 y 13.6 CMN (promedio 7.1) x 10%Kg, y de 0 a 229 UFC-GM x

10%/Kg.

Demeéocqg (35) en 1994 publico su experiencia en 20 nifios portadores de leucemias,
linfomas y tumores solidos; todos con peso menor a 25 kg. Los procedimientos de
leucaféresis se realizaron después de administrar quimioterapia estandar en diez
pacientes, dosis altas de quimioterapia en nueve pacientes y radioterapia en un
paciente. Trece pacientes recibieron FEC-G 5 6 10 ng/Kg/dia desde el segundo dia
de inicio de la quimioterapia hasta la Uitima leucaféresis. Los resultados se
observaron en la cosecha, en el grupo que recibid FEC-G se obtuvo de 1 a 399
UFC-GM x 10%Kg, con una mediana de 61.2; en el grupo que no recibit el factor se
obtuvieron de 2.8 a 96.2 UFC-GM x 10%Kg, siendo la mediana de 7.9; sin embargo,
no se menciona el valor de significancia estadistica. Se realizaron entre uno y cuatro
procedimientos de aféresis con promedio de 3.3. De veinte pacientes que
ingresaron al estudio, doce se trasplantaron con células progenitoras
hematopoyéticas obtenidas de médula 6sea mas las de sangre periférica y ocho
pacientes se trasplantaron con células de sangre periférica; los Ultimos, alcanzaron

cifras de neutréfilos absolutos en sangre periférica mayores de 500 X mm? entre 11



‘y 44 dias_‘,cdn“rr/\“ iana de 18 sin Ia admmistracuon de citocinas en la etapa post-

- trasplante para cortar el tlempo de granulocitopenia.

Fukuda en 199 (3 descnbe siete nifios portadores de neuroblastoma y linfoma no

“Hodgkm donde se’ utlllzo la quimioterapia habitual para el padecimiento mas FEC G
a 400 ug/m SC/dia para la movilizacion, este Ultimo se inicié cuando la cuenta de;'
leucocitos fue menor de 1 x 10%L y terminé en la Gltima cosecha, lo cual ocurrié
entre seis y 17 dias después, con mediana de 11. Se realizaron de tres a cfnco'
procedimientos de leucaféresis (mediana, 4); la cuenta de CMN x 10%/Kg varié entre
3.8 y 9.8, siendo la mediana de 4.5. La mediana de UFC-GM x10%/Kg fue de 2.2,
fluctuando entre 1.4 y 4.8. La mediana de tiempo para obtener una cuenta de
neutrofilos absolutos > 500/mm® fue de 10 dias, siendo el minimo de ocho, y el
maximo de doce dias. Para acortar el tiempo de neutropenia, todos los pacientes

recibieron FEC-G en el periodo post-trasplante.

Alegre y col., en 1996 (32) reportaron el uso de FEC-G a dosis de 12 pg/Kg/dia en
27 nifios con Ieucemia mieloblastica, leucemia linfoblastica, sarcoma de Ewing,
neuroblastoma, meduloblastoma, linfoma, rabdomiosarcoma, astrocitoma o
ependinoma. En estos pacientes se les procesd mas de tres volumenes de sangre,
en una Unica sesién de leucaféresis. En 25 pacientes (92.5%) se obtuvo un
promedio de 7.5 x 10%/kg de CMN, 6.27 x 10°%/Kg de células CD34" y, 2.0 x 10* /Kg
de UFC-GM. En los otros dos, fue necesario realizar otro procedimientol para

alcanzar cifras similares.



Eritropoyetina para la movilizacion de células progenitoras

Para aumentar el nimero de células progenitoras in vitro y la posibilidad de
administrarlas posterior a quimioterapia mieloablativa, se han realizado estudios de
expansiéon y maduracion selectiva con diferentes citocinas, como con interleucina 1,
3, 6, FEC-G, FEC-GM, FEC-M, factor de células tallo (SCF), eritropoyetina (EPO),
factor inhibitorio de leucemia e interferén gamma, solas o en multiples
combinaciones (34-35).

Pettengell y col. (40) administraron EPO a dosis de 300 6 400 U/Kg tres veces por
semana durante dos semanas via subcutanea a 11 pacientes adultos con linfoma no
tratados. Para evaluar el efecto del tratamiento tomaron una muestra de sangre
periférica y de médula dsea antes y después de su aplicacion. Los resultados en
sangre periférica fueron: un incremento de 1.6 veces a partir.de una cuenta basal
de CMN X 10° X ml entre 31 a 1428 con mediana de 716 ,(pS0.0S); las UFC-GM X
10% aumentaron 7 veces a partir de una cuenta de entre 0 a 177 con mediana de
69, (p =0.003); las células CD34* X 10° X L aumentaron 4.6 veces en relacion a los
valores basales entre 0.1 y 4.1 con mediana de 1.7 - (p<0.01). En médula 6sea se
obtuvieron los siguientes resultados: Un incremento de 2.8 veces a partir de una
cuenta de CMN X 10® X ml entre 202 a 12 400 con mediana de 743 ( p>0.05); En las
UFC-GM X 10° se encontré un aumento de 2.1 veces en relacién a una cuenta
basal entre 20 a 374 con mediana de 110 (p<0.05); !a cuenta basal de células
CD34* X 10° X | se encontrd entre 2.8 a 343 con mediana de 176 sin aumento
significativo en la cuenta realizada posterior a EPO (p>0.05). Estos incrementos no

se consideraron suficientes para asegurar injerto; los autores surgieren que con ia
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combinacién de 'EPO con otras citocinas, al actuar sinérgicamente, se podria

obtener un nimero mayor de células.

Pierelli y col. en 1994 (41) estudiaron in vitro el efecto de EPO mas FEC-G
encontrando que la primera incrementa la accion de la segunda en la diferenciacién
y desarrollo de progenitores hematopoyéticos hacia el linaje granulocito-macréfago.
Posteriormente, administraron esta combinacién en cinco pacientes con cancer de
ovario avanzado; las dosis de EPO fueron de 150 U/Kg cada tercer dia, y de FEC-G
de 5 ng/Kg por dia. Ambos se iniciaron en el segundo dia de quimioterapia estandar,
administrandose hasta por trece dias. Los resultados se compararon con otro grupo
de pacientes en quienes se habia utili_zado‘_t'micamente FEC-G a la misma dosis. En

sangre periférica se obtuvo una ctenta brbhiédio de 16,558 (DE, 5077) células de

UFC-GM/mL en el primer grupo '.‘,gé:l segundo fue de 7,813 (DE,

5886), esta diferencia fue S|gn|f catlva (p 0. 0361)7”86[0 en el primer grupo se

cuantificaron las células CD34"/ul, snendo el resultado de 380 + 75.8.

Qlivieri en 1995 (42) reporté un estudio retrospectivo de 34 pacientes adultos con
enfermedad de Hodgkin, linfoma no Hodgkin, mieloma muiltiple y tumores sdlidos. En
este estudio se comparo la administracion de FEC-G a dosis de 5§ pgr/Kg/dia sélo o
en combinaciéon de EPQO a dosis de 50 U/Kg/dia; ambas citocinas se administraron
después de dosis altas de quimioterapia. Se observé que en el grupo con EPO hubo
una mayor cosecha de CMN (células x 10%Kg), de UFC-GM (células x 10%Kg) y de
CD34" (células x 106/Kg): 1.9, 4.0 y 2.8 veces, respectivamente; con diferencia

estadistica.
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. Kessinger‘ en 1995 (43) estudio la capacidad de movilizacion de EPO a 200 U X kg X
dia vfaétichta’nea en 12 pacientes mayores de 20 afios portadores de tumores
‘,'sélikd‘os' con tratamientos previos con quimioterapia por recaidas. Se realizd un
. prqceqnhientd de leucaféresis basal y, al cuarto dia de inicio de la movilizacion se
-‘reihii:iaron los procedimientos de leucaféresis hasta aicanzar una cosecha de 6.5 x
10° de células mononucleares; se requirieron entre cinco y 14 procedimientos,
5|endo Ia medlana de ocho. Este autor determind, con respecto a la cosecha basal,
. Qvun mcremento de 25% en células CD34" y de siete veces en las UFC-GM. El injerto
" se obtuvo entre los dias diez y 37 (mediana, 16 dias). Estos pacientes recibieron

FEC-GM después del trasplante.

En contraste’ con los estudios anteriores, los cuales apoyan el beneficio de la
eritropoyetina en la movilizacion de células progenitoras a sangre periférica, en 1999
Waller y von Lintig (44-45) publicaron los resultados de un ensayo clinico controlado
en 30 pacientes con cancer de mama. Después de dosis altas de quimioterapia, se
formaron dos grupos: el primero recibid FEC-G a 5 pg/Kg/dia en combinacién con
EPO a 150 U/Kg/dia, ambos administrados por via subcutdanea SC; el segundo
grupo recibié solamente FEC-G a las mismas dosis y via de administracién. Las
citocinas se administraron a partir del dia siguiente que terminaron la quimioterapia
hasta el dia que se realizé el ultimo procedimiento de leucaféresis. En ambos
grupos la cuenta en sangre periférica de CMN se incrementd en el dia +12. Las
células CD34" comenzaron a elevarse en el dia +8 con un pico en el dia +10. Estos
autores determinaron, en el primer producto de leucaféresis, entre 3.1 y 19 CMN x

107/Kg, con mediana de 11.2 para el grupo experimental; en el grupo control la
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30.7 “con mediana de 11.8. La mediana de cuenta de

cuenta varid entre
célullas CD34* fueﬁde 9_céldlas x 10%/Kg, con valores extremos de 0.82y 14.71 en

a mediana para el segundo fue de 6.24, y la variacion

i

ras que la mediana de UFC-GM x10%Kg fue de 94 (minimo,

el prlmer grupo mientras

Centre 115y,
, 3o,méxlmo 808)," y de 84 (minimo, 0; maximo, 293) respectivamente. En ninguna
fdve "esta:_s‘ dompéfaéipdéé se observaron diferencias significativas. Lo mismo sucedio

'pafa la cuenta de células CD34" x 10°%/Kg transfundidas durante el trasplante: 2.8 vs.

5.8; y para la mediana en dias para lograr el injerto (10 dias en ambos grupos).

En pacientes con mieloma multiple, Krejci en el afio 2000 (46), reportd la
co'mpa‘racién de tres esquemas de movilizacion celular, administrados por via

subcuténea 1) CFA 5 g/m® SC mas FEC-G a § pglKg/dfa 2) CFA 5 g/m SC més

i FEC Ga 10 pg/Kg/dla sc ¥i 3) CFA 5 g 2.sC é"FEC Ga 5 ug/Kg/dla y.mas

; ’*EPO} 50 U/Kg‘vLos ,utores concluyen que el esquema que produce Ia mejor-

qge umentar la dosis de FEC-G a 10 pg/Kg/ dia o

: movnllzaclén ‘es
agregar EPO no mejora los resultados en forma significativa.

Recientemente, Miller (47) después de analizar la informacién y encontrar solamente
un ensayo clinico controlado sobre la eritropoyetina, concluye que el papel en el
trasplante de células progenitoras en la movilizacion de células progenitoras

hematopoyéticas de esta citocina no esta definido.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El autotrasplante de células progenitoras hematopoyéticas obtenidas de sangre
periférica ha demostrado ser de utilidad en pacientes portadores de leucemia. Uno
de los factores involucrados en el éxito del trasplante es el nimero de células a
transplantar; se han utilizado diversos esquemas para movilizarlas de médula ésea a
la sangre periférica, algunos incluyen al FEC-G con lo cual se ha observado una
respuesta adecuada. El FEC-G en combinacion con eritropoyetina parece tener un

v efecto smerguco pero por la falta de ensayos clinicos controlados, especialmente en

' nmos"‘no se conoce si esta combinacidon es mejor para el incremento del nimero de
1toras y para acortar el tiempo para obtener el injerto en pacientes

sometidos a trasplante autélogo. De esta manera nos preguntamos:

1(, Es mayor el incremento de células progenitoras hematopoyéticas en sangre

: 'kperiférica en pacientes pediatricos con leucemia, candidatos a trasplante autélogo

“con FEC-G en combinacién con eritropoyetina beta que con la sola administracion

' de FEC-G?

. g, Se podra disminuir el tiempo para la obtencion del! injerto en pacientes

‘pediétricos sometidos a trasplante autdlogo con la movilizacidon de células
'progenitoras a sangre periférica con FEC-G en combinacién de eritropoyetina

*- beta que con la sola administracién de FEC-G?




OBJETIVOS GENERALES

1. Determinar la eficacia del FEC-G en combinacion con EPO vs la administracion
exclusiva FEC-G para el incremento de célula$ _prqgenitoras hematopoyéticas de
sangre periférica en pacientes pediétricos’”cdh Ie:ﬁcemia, candidatos a trasplante

autélogo.

2. Comparar el tiempo para obtener injé&o":’;:ﬁ ﬁacientes pediatricos con leucemia
sometidos a trasplante autélogo despues ‘de la movilizacién de células
progenitoras hematopoyéticas con FEC_—G én combinacién con EPO o con FEC-G
exclusivamente. ‘

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1a. Comparar la cuenta de células CD34 en sangre periférica durante los dias de

- aplicacién de los factores de estimulacién de colonias.

1b. Comparar la cuenta de CMN y células CD34 obtenidas en la cosecha de cada

dia posterior a la aplicacion de los factores estimulantes de colonias.

2a. Comparar la cuenta de plaquetas y granulocitos en sangre periférica posterior al

trasplante autélogo, hasta obtener el injerto.

2b. Comparar el numero de transfusiones de paquete globular y concentrados

plaquetarios que requiera el paciente posterior al trasplante, hasta obtener el injerto.



"HIPOTES!S GENERAL

1. El FEC-G en combinacion con EPO produce un incremento mayor del 50% en
el nimero de células progenitoras hematopoyéticas en sangre periférica que la

sola administracién de FEC-G en pacientes pediatricos con leucemia, candidatos

a trasplante autologo.

1 2. La movilizacion de células progenitoras hematopoyéticas a sangre periférica con

FEC-G en combinacién con EPO produce una disminucién del 20% en el nimero

de dias para obtener injeto que el que produce e! FEC-G en pacientes

pediatricos con leucemia candidatos a trasplante autdlogo.
HIPOTESIS ESPECIFICAS
1a. El FEC-G en combinacion con EPO produce un incremento mayor del 50% en la
cuenta de céluias CD34™ en sangre periférica que la sola administracion del FEC-G
.en pacientes pediatricos con leucemia candidatos a trasplante autdlogo, durante la
aplicacion de los factores.
1b ElI FEC-G en combinacién con EPO produce un incremento mayor del 50% en

Bt el 'nL’lrhero de células CD34" y CMN en el producto de Ia coleccién a partir del primer

: dla de cosecha que la sola administracion del FEC-G en pacientes pediatricos con

leucemia candidatos a trasplante autdlogo.

2a. La movilizacion de células progenitoras hematopoyéticas a sangre periférica con
FEC-G en combinacion con EPO produce una cuenta de plaquetas mayor de
§0,000/mL y wuna cuenta de granulocitos mayor de 500 cel/mL en tres

determinaciones seguidas ( sin transfusion de concentrados plaquetarios) en menos



20

dias posterior al trasplante que la sola administracion de FEC-G en pacientes

pediatricos con leucemia candidatos a trasplante autélogo.

2b. La movilizacion de células progenitoras hematopoyéticas a sangre periférica
con FEC-G en combinacién con EPO produce un menor requerimiento transfusional
después del trasplante que la sola administracion de FEC-G en pacientes

pediatricos con leucemia sometidos a trasplante autélogo.
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'PACIENTES, MATERIALES Y METODOS

En el Servicio de Hematologia Pediatrica del Hospital General del Centro Médico
Nacional La Raza a partir de diciembre de 1998 y hasta octubre de 2001 se realizd
un ensayo clinico controlado, ciego simple. Previo al inicio del estudio, el protocolo
fue aprobado por el Comité local de Investigacion y Bioética. Todos los pacientes
iniciaron el procedimiento después que los padres firmaron una carta de

consentimiento informado.

Pacientes. Tomando en cuenta los procedimientos para lograr el trasplante, los
criterios de seleccion de los pacientes se dividieron en dos fases. Para la primera
fase se incluyeron pacientes menores de 17 anos de edad, portadores de leucemia
mieloblastica en primera remision, promielocitica en segunda remision y leucemia
linfoblastica en segunda remisidon. No se incluyeron pacientes con alteraciones
psiquiatricas, metabdlicas, cardiacas, hepaticas o renales. Mientras que los criterios
de exclusién considerados fueron: cuando el paciente o los padres rehusaran a
continuar en el estudio; la presencia de reacciones secundarias al factor estimulante
de colonias © a EPO o de alteraciones hemodinamicas o metabdlicas durante el

procedimiento de aféresis.

En la segunda fase (evaluacion del injerto), se incluyeron los pacientes
seleccionados en la primera fase del protocolo que continuaran en buenas
condiciones para recibir altas dosis de quimioterapia y que en la cosecha de células
obtenida mediante los dos procedimientos de aféresis se encontraran un minimo de

3 x 10%/Kg de CMN.
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No se incluyeron los pacientes que ﬁresentaron fiebre (temperatura axilar mayor de
38°C en mas de una ocasion en 24 horas, o bien, una sola determinacién > 39°C) no
relacionada con la aplicacion del FEC-G; o los pacientes en quienes se sospechaba
de alglin proceso infeccioso. Se excluyeron aquellos casos donde los padres o el
paciente se negaron a continuar en el estudio; o cuando ocurrié el fallecimiento
antes de la evaluacioén de injerto.

Intervencién. En el anexo 1 se describen las fases para la realizacion de! trasplante.
Se considero el dia 0 la fecha de realizacion del trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas. La fase pre-trasplante incluye la etapa de movilizacidn, cosecha
celular y acondicionamiento; en fa fase post-trasplante es el periodo en el que se

espera se presente el injerto.

La maniobra experimental se realizé durante la fase de movilizacion celular; en esta
fase los pacientes se dividieron en dos grupos de tratamiento: el grupo control que
recibié unicamente FEC-G, y el grupo experimental que recibié FEC-G mas EPO.

1. Pre-trasplante

1.1 Movilizacion celular

En ambos grupos de pacientes la maniobra inicié con la administracién de FEC-G a
dosis de 15 pg/Kg. La dosis se dividié en dos, para su aplicacién cada 12 horas por
via subcutanea. El FEC-G se administrd hasta alcanzar una cuenta de leucocitos
>10,000/mL en sangre periférica, esta cifra generalmente se alcanzd a los cuatro
dias de haber iniciado la administracion (anexo 1). En el grupo experimental se

administro ademas EPO por via subcutanea una vez al dia, la dosis fue de 300



Ul/Kg. La administracion de citocinas en ambos ‘grupos fue _hasté el dia' =5 del -
trasplante.
1.2 Cosecha celular

Las células progenitoras hematopoyéticas se obtuvieron de sangre periférica los
dias —6 y —5. Para este procedimiento se utilizé un separador celular Baxter 3000 S.
(31-32,36) Las células recolectadas se guardaron en refrigeracion a 4° C durante

seis dias en el Banco Central de Sangre de! Centro Médico Nacional la Raza.
1.3 Acondicionamiento

Todos los pacientes recibieron doce dosis de busulfan via oral; la dosis fue de 1
--mg/Kg/dosis administrado cada 6 horas durante tres dias. Este medicamento se

" inicié inmediatamente después del término de la aféresis desde el dia -5 hasta el dia

S —127.1EAr'1 los dias -3 y -2 se agregd ciclofosfamida, la dosis fue de 60 mg/kg/dia y se

- "aplico ‘via intravenosa. Se administré también uromitexan (mesna), calculandose a
.+ 120% de la dosis de ciclofosfamida; esta dosis se dividié en cuatro para

B administrarla por via IV a las 0, 3, 6 y 9 horas, tomando como hora cero el inicio de

' la ciclofosfamida (anexo 1).

Durante la quimioterapia se mantuvo al paciente con liquidos a 2500/m? mas
bicarbonato 30 mEq/L; se administr6 ademas ondansetrén cada 8 h, a dosis de 4
mg/m2 SC/ dosis. Ademas de ciprofloxacina a 20 mg/Kg/dia en dos dosis cada 12h;

nistatina 15 mL tres veces al dia por via oral y; aciclovir 750 mg/m? SC/dia por via IV.

3. Trasplante

Después de un dia de descanso sin quimioterapia, la cosecha celular obtenida en el
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dia -6 se administrd por via IV.en el dia 0;y la obtenida en el dia =5, en el dfa 1

(anexo 1).7 7

' Aleatdrtzéi:ié'n. Previo a nicib del estudio se planeé la asignacion de la intervencion

a este proceso se utilizd una tabla de nimeros aleatorios. Una

= vez |dent|f cados’ los dos grupos, se realizé la lista correspondiente. La tesista guardo

Ia liste . : ‘ ecéuencta de los tratamientos; cada vez que existia un nuevo paciente,
;ella era Ia unlca encargada de informar el tipo de tratamiento asignado. La decision

;de brlnda‘rr unp u otro tratamiento, siempre se basé en la lista realizada al principio
(figufa 1) k 5

: Cegamlento 'El estudio se considera ciego simple. El personal mvolucrado para la

: rrevaluaCIon de las variables de resultado fue independiente al grupo de trabajo y

"7f,‘descon00|a eI tlpo de tratamiento asignado. Las variables CD34%, cuenta de

oo f.’--:le cocttos hemoglobma y cuenta de plaquetas fue realizado por el personal de

e ’flaboratorlo. Las variables relacionadas con el aspecto clinico: efectos colaterales,

“ntimero_de transfusiones de paquete globular y concentrados plaguetarios fueron
L recoIeCtados por los médicos tratantes y el personal de enfermeria. Aunque todos
los pacientes desconocian la intervencion entre unc y otro grupo, no se dio una

maniobra ‘extra’, como efecto placebo, al grupo que no recibié EPO.
Variables de resultado. La informacion sobre el efecto del tratamiento se dividio
con base en las fases del trasplante.

1. Pre-trasplante

1.1 Movilizacién celular
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-Cuantificacion 'de iegcocitos y células CD34" en sangre periférica. A cada paciente
se le extrajerdn diaﬁamente 4 ml de sangre que se colocaron en dos tubos con
anticoagulante desde que se inicia la administracién de citocinas hasta el dia -5. La
medicién fue realizada por personal independiente al estudio, quienes desconocian
el grupo de tratamiento al que pertenecia cada muestra. Los leucocitos se
cuantificaron mediante un coulter automatizado. La cuenta total de leucocitos se

registré por mm?,

La cantidad de células 0034’ se cuantifico mediante citometria de flujo, posterior a

ser marcadas con un antacuerpo monoclonal especifico (48). El resultado de células

CD34 reglstrado fu k '\ev o de células x 10%/mm’.

1 2 Cosecha

Durante los’ que se llevd a cabo el procedimiento de aféresis, se realizod

; Ia medlcmn del numero ‘de células CD34" y CMN, asi como la determinacion de la

vnabmdad celular ‘los cuales se llevaron a cabo en cada bolfsa de células
: ; cosechadas Un tubo con un mililitro de la cosecha se envié al laboratorio etiquetado
: sm contener informacidén del grupo de tratamiento al que correspondia. La cantidad
de CMN se cuantificd de acuerdo a la técnica habitual mediante coulter
automatizado con cuenta posterior del porcentaje de linfocitos y monocitos mediante
microscopio de luz por el quimico del laboratorio de Hematologia Especial. La
cantidad de células en cada mililitro se divide entre el peso del paciente. De esta

forma las CMN se reportaron en nimero de célutas x 10%/Kg peso corporal.

Las células CD34" se cuantificaron en una muestra de un mililitro de la cosecha

obtenida por aféresis de la misma forma que se hizo en sangre periférica (48). De
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acuerdo con el volu en de la cosecha y el peso de pacuente se obtuvo el registro

dela cuenta total de ‘células CD34" x. 1o°/|<g

La qeterminacién de:la’viabilida celular‘. ia ’réaliié v'el quimico del laboratorio de

hematologia especial. Se reali .5 ml de solucién buffer fosfatada,

células vivas, las cuales se ldentl

nimero de células vivas se divide por ! total de células, reportandose en porcentaje

(49).

2. Post-trasplante

Diariamente, desde el trasplante hasta el egreso hospitalario se determind en sangre
periférica el nimero de neutrdfilos absolutos y de plaquetas. Esta cuenta se realizé
en dos mililitros de sangre periférica tomada del paciente y se procesd en el
laboratorio de hematologia especial por el quimico encargado, mediante coulter

~automatizado; para obtener el porcentaje de neutrdfilos se utilizé microscopia de luz.

La cuenta de plaquetas se obtuvo directamente del coulter. Se considerd injerto

cuando en dos determinaciones diarias seguidas se encontrd una cuenta de
neutréfilos absolutos > 500/mm®. Ademas, se registrd el dia en que el paciente
alcanzd cifras de plaquetas mayores de 50,000/mm? sin necesidad de transfusion.
Por altimo, cada ocasién que los pacientes requirieron transfusion de concentrados
plaquetarios o de paquetes globulares, fue registrada por el médico encargado del

area de trasplante en la hoja de recoleccion de informacion.
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Vigilancia. Al igual que los apédados anteriores, se df\)iﬁg d;ey aA'cklb._Jerdo, coh el
proceso del trasplante: o e
1. Pre-trasplante
1.1 Mouvilizacién celular
El tratamiento para la movilizacion celular fue administrado por personal de
enfermeria asignado a la unﬁdad d"e traéplante. En conjunto con el personal meédico

vigilaban la presencia ' de: fiebre; ‘dolor Gseo o articular, y reacciones de

hipersensibilidad. El FEC_:-G "s. sbendié cuando la cuenta de leucocitos en sangre

del paciente fue >‘((‘_),00‘0I' 0 cqahdo se presentd reaccidén anafilactica. En el
grupo que recibid EPO se 'en forma mas estrecha las cifras de tensién arterial,
se suspendid su adm!qqstraqién .en caso de tener cifras consideradas como

hipertension arterial (50). S
1.2 Cosecha celular

La cosecha celular se llevé a cabo cuando habia > 10,000 leucocitos/mm®. Esto
pudo ocurrir desde el cuarto dia de administracion de las citocinas. La cosecha
celular se realizé en la unidad de aféresis del Servicio de Hematopediatria del Centro
Meédico Nacional La Raza. Durante el procedimiento de leucaféresis se vigild la
presencia de alteraciones hemodinamicas y toxicidad por anticoagulante; en caso de
presentarse se redujo e! flujo de sangre hacia la maquina o se suspendio el
procedimiento hasta la estabilizacion. En caso de presentar fiebre no relacionada a la
aplicacion del FEC-G o cuando hubo sospecha clinica de proceso infeccioso se

suspendio el acondicionamiento.
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Acondicionamiento '

Al obtener una cosecha celular mediante los dos procedimientos de leucaféresis
més de 3.0 x 10%Kg CMN, se inici6 la administracién de la quimioterapia de
acondicionamiento pre-trasplante con busulfan y ciclofosfamida. Se vigilo la
administracion de liquidos, medicamentos, diuresis, presencia de fiebre, nausea y
mucositis. Se inicié tratamiento antimicrobiano en caso de fiebre con el esquema

habitual del paciente con neutropenia y fiebre (51).

2. Post-trasplante

Todos los pacientes permanecieron en cuarto de aislamiento convencional con aire
no filtrado hasta que alcanzaron cifras de neutrdfilos absolutos mayores a 500 x
mm®. En los pacientes que presentaron temperatura axilar mayor de 38°C en dos
ocasiones durante 24 h o una sola determinaciéon de 39°C se inici6 el esquema de
tratamiento habitual del paciente con neutropenia y fiebre (51). En caso de presentar
manifestaciones clinicas de sangrado o una cuenta de plaquetas < 20,000 se
trasfundia con plaquetas obtenidas de donador unico por aféresis. En caso de

presentar cifras < 8 g x dL se trasfundia con paquete globular desleucocitado.
Anadlisis estadistico

1. Tamano de muestra

Antes del inicio del estudio no habia estudios donde se compararan ambos

tratamientos. Debido a esta falta de informacidn, el calculo del tamafio de la muestra
se basé en los resultados de estudios anteriores con UFC-GM (37). La EPO y el

FEC-G tienen efecto en la movilizacion de células progenitoras hematopoyéticas de
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médula 6sea a sangre periférica, o cual se observa en el nimero de células CD34" o
UFC-GM. Con UFC-GM son necesarios hasta 14 dias para evaluar la movilizacion,
mientras que con células CD34", sélo algunas horas.
El calculo del tamaiio de muestra se obtuvo mediante la siguiente formula:
N porgrupo =2 Y(Za +25 Xo®/AY); donde,
Z, paraalfade 0.05=1645
Z; para beta de 0.20 = 0.84
A= - o= 1’6,555 ~7.813=8745
w1 = promedio en el grupo experimental
M2 = bfomedio en el grupo control
o = desviacion estandar = 5,077
Al despejar: 7
N por grupo = 2 (1.645 + 0.84 x 5 0772 /8,745)

= 7.3 pacientes por grupo.

2. Captura de la informacién

La informacion obtenida se recolecté en formatos disefiados expreso (anexos 2,3,4).

Se disefid una base de datos en Excel donde se capturd la informacion.
3. Analisis descriptivo
Para las variables cuantitativas se determind su distribucion mediante sesgo y

curtosis, éste analisis demostro que no habia distribucién normal. De ésta forma se

utilizé mediana como medida de tendencia central; la medida de dispersion utilizada
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fue intervalo de confianza para medianas al 95%. Las variables cualitativas se
presentaron como numero absoluto y/o porcentaje.

Los intervalos de confianza para medianas se calcularon mediante las siguientes

férmulas:
r=n/2— (196 x \rn- 12)

s=1+n/2+(1.96 x \n /2)

our } loé datos la distribucion no es normal mediante comparacién de
: '.‘promedlos para dos grupos independientes a través de U-Mann-Whitney y para

: f vanables cuahtattvas la prueba exacta de Fisher; un valor de p < 0.05 de una cola se

= consudero estadisticamente significativo. Se realizo curva de sobrevida a partir del
Ea trasplante por el método Kaplan y Meier y comparacién entre grupos con la prueba

e (dke‘Lc‘Jg Rank. Se utilizé paquete estadistico SPSS version 7.0.

- 5 Potencia

: '_SeAcalcQIé mediante la siguiente férmula:

2= A(NY o2 - Z,
Donde, Z3 = poder; Z, = para alfa de 0.05 = 1.645; d = magnitud de la diferencia
detectada; n = numero de individuos expuestos estudiados y o = desviacion

estandar en la poblacion.
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RESULTADOS

Caracteristicas generales de los pacientes

Durante el periodo de estudio se incluyeron catorce pacientes con leucemia aguda;
diez tenian leucemia mieloblastica y se encontraban en primera remision; y los cuatro
con leucemia linfoblastica estaban en segunda remision por recaida a médula dsea
(1), al sistema nervioso central (2) 6 a médula ésea y testiculo (1). Una de la
pacientes estaba considerada como leucemia mieloblastica secundaria, ya que a la
edad de tres meses recibié tratamiento para retinoblastoma, en el momento de la

inclusién al estudio tenia seis afios.

: ,arjaubies‘de resultado

i+ La informacion sobre resultados del efecto del tratamiento se dividié con base en las

- fases del trasplante:

" 1, Periodo pre-trasplante (figura 1)

Siete pacientes fueron asignados al grupo FEC-G (grupo control) y siete al grupo
FEC-EPO (grupo experimental). En el cuadro 1 se presentan las caracteristicas de los
dos grupos, se observa que no hubo diferencia estadistica en la edad, nimero de
_ tratamientos previos, tiempo del diagndstico al momento del trasplante, tiempo del
L’lltimo tratamiento de quimioterapia e inicio de movilizaciéon celular. Sin embargo, en
: el grupo contro! el tiempo a partir del diagnostico al momento del trasplante fue mas
corto que en el grupo experimental. Esto mismo se observd en el nimero de cursos

de quimioterapia previos al trasplante.
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1.1 Movilizacién celular

No hubo diferencia entre los grupos en la determinacion del nimero de leucocitos en

sangre periférica, En eI dla —6 en el grupo experimental tuvo una mediana de 36.4

células x 103/L (IC95°/" 4V 55) mientras que la mediana para el grupo control fue de

29.6 X 103/!. (IC95°‘V 17 -—_5}7)._ En el dia -5 el grupo experimental tuvo una mediana

de 29.2 células x 10%/ CQS% 7 — 64) mientras que la mediana para el grupo control
: 16 - 65).

"0034 e sangre periférica se llevdé a cabo en 10/14

:*5|m|lar entre -amb
ldetermlné una m élulas x:7;1'v03/mly_ (IC95% 0 — 130), mientras que la
mediana para el ‘grup .control ,fye'de 24.29 células x 10%mL (IC95% 1.4 — 68). Para
el dia -5, en el‘ gjrl pe ﬁ;entél se determindé una mediana de 17.5 células x
10%mL (ICQ$% 0.5 —-80) ‘ﬁfientras que la mediana para el grupo control fue de 6.6
células x 10%/mL (IC95% 0.34 — 89). Desde el punto estadistico, la comparacion de

medianas para el dia —6 fue de p = 0.91; y para el dia -5, p = 0.76.
1.2 Cosecha celular

En el grupo experimental, la mediana para el inicio de cosecha de células
progenitoras hematopoyéticas fue de cuatro dias (IC95% 4 — 4) después de que

comenzo la movilizacion; mientras que en el grupo control la mediana de inicio fue a
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los cinco dias (IC95% 4 - 12). La comparacién: de esto "_'\"/aloresknd mostro

significancia estadistica (p = 0.905).

Cuando se comparé la determinacion del numero o' CMN_ entre ambos grupos,

tampoco se encontraron diferencias (figura 4). La r para el grupo experimental

fue de 4.22 x 108/Kg (IC95% 3.2 — 11) ykpara '(;e‘l”grup ntrol de 8 2 x 10%/Kg (IC95%

5.42 - 8.88); el valor estadistico obtenido de es p 0 128.

Con relacnon a la determinacién del numero de célula 034 la mediana del grupo

experlmental fue de 1.2 x 10%/Kg (IC95% 0 40 4 9) i ntras ‘que la mediana para el

S grupo control fue de 2.07 células CD34" 10°/Kg (ICQSA 0 20 8 6), siendo el valor p =

o 0 71 (fgura 5)

’ "TLa comparacnon de las medianas de viabilidad de las células durante la cosecha fue
‘75|m|Iar entre ambos grupos (p = 0.53). En el grupo experimental fue del 97.5%
, 5 - 99) mientras que en el grupo control del 95% (IC95% 95 — 98). En el
}, ,’:rﬁ‘b‘(r‘iento_ del trasplante tampoco hubo diferencias en la viabilidad; después de seis
i ,d'_'ias'"dé'}efrigeracién. la viabilidad fue del 85.25% (IC95% 79 — 93) y de 80% (IC95%

.75 - 89), respectivamente (p =0.486).
5 2. Trasplante

Todos los pacientes que entraron a la etapa movilizacion se trasplantaron. La
paciente con leucemia mieloblastica secundaria, fallecid en el dia +5 post-trasplante y
no se considerd en el andlisis de las siguientes etapas. El motivo del fallecimiento fue
enfermedad hepatica veno-oclusiva y sepsis. Esta paciente correspondia al grupo

FEC-G + EPO.
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3. Post-trasplante

Todos los pacientes injertaron entre el dia 14 y 48, siendo la mediana de 19 dias. Al
comparar el tiempo para obtener el injerto entre los dos grupos se determiné que la
mediana para obtener el injerto en el grupo experimental fue de 19 dias (IC95% 14 —
48) mientras que para el grupo control de 23 (IC95% 17 — 27); esta diferencia no tuvo

significancia estadistica, p = 0.445.

No se encontrd diferencia estadistica en el tiempo para alcanzar una cuenta de
plaquetas mayor a 50 x10%L sin transfusion. La mediana para ambos grupos fue de
26.5 dias,»en tanto que los IC95% fueron de 14 — 63 dias para el grupo experimental
y de 18 - 52 péré el grupo control (p = 0‘73).

Los féquerimientos transfusionales fuéron simi!ares en ambos grupos. La mediana del

i nCmﬁero de ocasiones que se transfundieron concentrados plaquetarios en el grupo
experimental fue de 4.5 ocasiones (IC95% 2 - 8) mientras que fue de cuatro (IC95%
1 - 19) en el grupo control (p = 0.836). En cuanto a la transfusion de paquete
globular, en el grupo experimental, 2.5 ocasiones (IC95% 1 — 5) requirieron trasfusion;

en el grupo control, la mediana fue de 2 (IC95% 1 - 2), p = 0.18.

Complicaciones

Al igual que los apartados anteriores, se divide de acuerdo con el proceso del
trasplante:

1. Pre-trasplante

1.3 Movilizacién celular

En todos los pacientes incluidos hubo una adecuada tolerancia de las citocinas. En un
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paciente del grupo experimental la administracion de el FEC-G se suspendi6 durante
el dia ~7 cuando la cuenta de leucocitos en sangre fue >70,000/mm®. Ninguno de los

pacientes que recibieron EPO presentd hipertension arterial.
1.2 Cosecha celular

En general, la cosecha celular se llevé a cabo sin complicaciones. Una paciente del
grupo control presentd problemas de flujo de sangre hacia el separador celular, por lo
que después de procesar un volumen sanguineo se suspendid el primer
procedimiento de leucaféresis. El segundo procedimiento de leucaféresis se realizo
una vez que se colocé un nuevo catéter tipo Mahurkar, y se procesaron los tres

volumenes sanguineos programados, sin mayor dificultad.
1.3 Acondicionamiento

Durante esta fase, todos los pacientes presentaron nausea en grado variable, la cual

se controlé con antieméticos sin problemas en todos los casos.
2. Trasplante

La cosecha de células se administrd via intravenosa sin problemas en los pacientes

de ambos grupos.

3. Post-trasplante

Durante el periodo de neutropenia, 2/7 (28.5%) pacientes del grupo control
presentaron fiebre, uno de ellos tenia herpes labial como Unico proceso infeccioso
aparente y en el segundo no se identificé foco infeccioso. En el grupo experimental

517 (71.4%) pacientes presentaron fiebre, documentandose infeccion solamente en
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dos: uno’présén'té absceso perianal, y el otro ‘hérbes:labi‘a‘ll y bécten’emia por Serratia

licuefaciens.-".

' La rhediana'de’hospitalizacién a'partir del inicio de la movilizacién en ambos grupos

: 'v“fue de 33 dlas en tanto que: Ios 1 o? fueron de 30 — 40 para el grupo

bexpenmental y de 23 — 47 para el grupo control (p =1.0).

: Eve qc;én al egreso{hyosplta/,ano :

‘6s{»pacientes del grupo FEC-G se encontraban

‘sento recaida medular 335 dias después del

. :"trasplante EI periodo total. de vngxlancna. a partir del trasplante en este grupo tuvo una

E med|ana de 372 df_ 8‘— 1072) En el grupo FEC-G + EPO, 4/6 (67%)
pacientes se encontraban viVos y en remisién completa. Tres pacientes con leucemia
linfoblastica presentaron recaida, dos a médula dsea y uno al sistema nervioso
central; el tiempo de recaida después del tra§plante fue de 122, 393 y 102 dias
respectivamente. Los dos pacientes con recaida medular fallecieron un tiempo
después de la tercera recaida. En este grupo, el periodo de vigilancia a partir del
trasplante en el grupo experimental hasta la Gltima consulta tuvo una mediana de 365
dias (IC95% 105 — 5§75). A pesar que en la figura 6 se observa que el grupo controt

pareciera tener una mejor sobrevida actuarial, no se encontré diferencia estadistica

en la comparacion del tiempo de vigilancia entre los grupos (p = 0.15).
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DISCUSION

El uso de células progenitoras hematopoyéticas de sangre periférica en la actualidad
es un procedimiento comtin debido a la disponibilidad de separadores celulares y la
posibilidad de movilizar las células de médula 6sea a la sangre periférica; su
administracion permite injerto posterior a dosis altas de quimioterapia mieloablativa en
diversas situaciones clinicas (29-32,33)

De las razones que motivaron la realizacion del presente estudio fue que en
diferentes estudios in vitro se ha demostrado que el nimero de células progenitoras
hematopoyéticas se inbrementa mediante expansidn y maduracion selectiva,

utilizando diferentes ¢

itbéihés. entre ellas EPO (38-39), y que existe controversia de
los resultados en los estudios clinicos con EPO. Por ejemplo, Pettengell (40) y
Kessinger (43), reportan que el uso de EPO sola tiene efecto de estimulacion y
movilizacién sobre las células progenitoras hematopoyéticas. Pierelli (41) y Olivieri
(42) en dos estudios no a[eaton'zados reportan ventaja al agregar EPO al FEC-G
para la movilizacion de células progenitoras hematopoyéticas. En contraste a los
estudios anteriores Waller y von Lintig (44,45) y Krejci (46) mediante estudios
aleatorizados, no encuentran ventaja al adicionar EPO al FEC-G.

Debido a esta controversia, y en virtud de la falta de buenos disefios en los estudios
anteriores, se decidié la realizacion de un ensayo clinico controlado, para determinar
la utilidad de EPO para el trasplante autélogo en nifios con leucemia.

Hallazgos

Los resultados de este estudio no apoyan que la EPO ofrezca algin beneficio en el

trasplante autélogo en nifios con leucemia. Todas las variables de resultado,
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incluyendo ééidlés CD34" y CMN, tanto en sangre periférica como en la cosecha
mostraron resultados similares. Sin embargo, en el grupo experimental el nimero de
CMN fue menor que el grupo control, aunque sin significancia estadistica. Esto
mismo sucedié en la cuantificaciéon de células CD34* en la cosecha. Para ambas
variables, al comparar el valor de la mediana, hace una diferencia relativa de mas del
40% en favor del grupo control. Es posible, que la variabilidad de los resultados, en
conjunto con el numero de pacientes incluidos, haya influido para que desde el punto
de vista estadistico no se hubiera detectado diferencia para apoyar que el grupo que
recibié EPO presentd una respuesta inferior al grupo control. Este mismo efecto ya
habia sido observado en el estudio de Waller y col (45), estos autores determinaron
una diferencia del 20% favoreciendo también al grupo en que no se utilizé EPO, pero
tampoco obtuvieron significancia estadistica.

Desde otro punto de vista, el hecho que los estudios anteriores no cumplieron los
elementos de un ensayo clinico controlado suponen resultados que no son
confiables. Es ampliamente conocido el efecto que tienen los ensayos clinicos
abiertos, en estos estudios habitualmente se encuentran diferencias, sin que
realmente existan. Esta es una de las razones donde se apoya el concepto que los
ensayos clinicos controlados son el estandar para determinar la eficacia y efectividad
de alguna intervencién (52).

Confiabilidad de los hallazgos

El hecho de no haber rechazado la hipétesis de trabajo hacen necesario la discusion

sobre la veracidad de los resultados:
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Disefio del estudio

El presente ensayo clinico reunié todas las caracteristicas que identifican la calidad
de este tipo de estudios. En general, son tres elementos que se utilizan para la
evaluacion de los ensayos clinicos: aleatorizacién, cegamiento y el analisis de las
pérdidas (63). Como se comentd en material y métodos, el disefio del estudio fue
ciego simple ya que el personal que administré el tratamiento conocia el tipo de
medicamentos administrados. El efecto placebo en los sujetos en estudio se
controld, ya que los pacientes en ambos grupos recibieron tratamiento, aunque el
grupo experimental tuvo una intervencion extra, 1a aplicacién subcutanea de la EPO.
No obstante el personal involucrado en la determinacion de las variables de
resultado, mediciones duras al ser conteo celular, desconocia el grupo al que
pertenecia cada muestra. Todos los pacientes se incluyeron en forma aleatoria, sin
posibilidad de cambio en el tratamiento asignado y se analizaron para el objetivo
principat del estudio.

Para disminuir el nimero de posibles confusores, se seleccionaron sélo pacientes
pediatricos con leucemia aguda, que fueran candidatos a trasplante autdlogo; para
aumentar la factibilidad, se decidié incluir pacientes con leucemia mieloblastica y
linfoblastica, suponiendo que la aleatorizacién lograria homogeneizar la poblacién
estudiada. Efectivamente, al analizar las caracteristicas de los pacientes en el
momento de inclusién del estudio se observé que ambos grupos fueron similares al
momento del inicio del estudio. Pero, como se observa en el cuadro 1, en el grupo
control parece ser que los pacientes tenian menor tiempo de tratamiento y de ciclos

de quimioterapia, lo cual se asocia con el diagnostico de leucemia mieloblastica en
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primera‘ remision; "pérdgest‘a diferencia no tuvo significancia estadistica. Este hecho

- pudo -haber influido para que en los pacientes del grupo experimental la

cuantificacian de las CMN, y en especial de las células CD34" fueran mas bajas que
en el grupo control (22,54). Lo adecuado hubiera sido incluir solo pacientes con
leucemia mieldbla’stica en primera remision, que fueron los que mas se beneficiaron
con el trasplante en este estudio, de esta manera la muestra seria homogénea y se
controla el nimero de tratamientos de quimioterapia previos que actian como
posible confusor. Al analizar por separado a los pacientes con leucemia
mieloblastica de este estudio, encontramos una diferencia relativa entre grupos para
CMN del 35% a favor del grupo contro! (p= 0.61) y del 33% a favor del grupo
experimental para células CD34* (p = 1.0). Aunque todos los pacientes injertaron,
los del grupo experimental lo hicieron en menos dias, con una diferencia absoluta de
medianas de 6.5 dias (p = 0.548) con similar nimero de dias de internamiento a
partir del inicio de la movilizacién (35 dias, p = 0.762). Sin embargo para tener
conclusiones definitivas, es necesario aumentar el tamafio de la muestra, que de
acuerdo a un disefio bidireccional seria de 9 pacientes por grupo para la variable
células CD34" y 79 pacientes por grupo para el tiempo de internamiento a partir de

la movilizacién,

Vanable utilizada para el calculo de tamario de muestra

Las UFC-GM vy las células CD34" son las mediciones que se utilizan mas
frecuentemente para medir la capacidad de reconstitucién hematopoyética de las
células trasplantadas (29). Inicialmente, en los articulos relacionados con trasplante

s6lo reportaban UFC-GM; sin embargo, para su evaluacidon se requieren
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aproxlmadamente dos semanas para obtener un resultado (3,16,19,25,30-32,43). En
. cambio para la cuantificacion de CD34" el resultado se obtiene en pocas horas
(48 55 57) En la actualidad, se conoce que usar una u otra técnica es similar,
(27 40 41) siendo el tiempo para obtener un resuitado, la Gnica diferencia. Debido a
: que en los estudios anteriores se utilizé UFC-GM parta evaluar el efecto de EPO,
: ‘fuekron estos resultados los que se seleccionaron para calcular el tamano de muestra.
'El4célculo se realizé de acuerdo a un disefio unidireccional ya que al momento de
ihiciar el estudio, todos los reportes excepto un resumen, apoyaban el beneficio de la
EPO. En los ensayos clinicos previos se detecté una diferencia de mas del 50% en la
cosecha celular, la cual nos parecié también clinicamente importante, con este valor
se determiné que sélo era necesario la inclusidén de siete pacientes por grupo. Para
el calculo del tamafio de muestra se utilizé, ademas de la diferencia entre grupos, un
nivel alfa de 0.05 y un beta de 0.20. Con los datos anteriores pero de acuerdo a un

disefo bidireccional, se requiere aumentar la muestra a 9 pacientes por grupo.

Error tipo Il

El aceptar los resultados, conlleva a la probabilidad de cometer un error tipo il. Esto
es poco probable en funcion que antes del inicio del estudio se calculd el tamario de
muestra con los elementos antes mencionados. A pesar de esto, con los resultados
obtenidos en el estudio se realizé un nuevo calculo del poder del estudio, el
resultado fue del 60%. Considerando los hallazgos del estudio, este resultado del
poder esta orientado hacia una diferencia pero en favor del grupo control, mas que al
grupo experimental. Aceptando este resultado, también se estimé el nimero

necesario para determinar que el grupo control es mejor que el experimental; de esta
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forma, al aumentar el tamafic de muestra a mas de diez pacientes por grupo, se
podria comprobar que con el uso de EPO se disminuye la posibilidad de lograr
mejores cosechas celulares, en el entendido que se mantuviera la misma tendencia
de los resultados de la cuenta de células de CD34" obtenidos en este estudio. Sin
embargo es importante considerar el nimero de tratamientos previos como posible
confusor y para controlario, al aumentar el tamafio de la muestra, también se debe
homogeneizar mas, incluyendo solo pacientes pediatricos portadores de leucemia

mieloblastica en primera remision y excluyendo leucemias secundarias.

Obtencion del injerto

Aunque el enfoque del estudio fue hacia la determinacion de la efectividad de las
citocinas en la movilizacion de células de médula a dsea a sangre periférica. En este
estudio también se evalud el procedimiento completo del trasplante. Se observd que
en los pacientes de ambos grupos se obtuvo e! injerto, en forma independiente del
nimero de células CD34"; también, que entre los pacientes del grupo experimental,
en general, el injerto fue mas temprano. Esto lleva a reflexionar sobre la utilidad del
valor de la cuenta de CD34" para determinar la probabilidad que en un paciente se
obtenga el injerto. De acuerdo con estudios previos, la cuenta de células CD34" en la
cosecha predice la probabilidad de injerto (21,22,57); sin embargo, no se conoce la
cantidad minima de células CD34" necesaria para alcanzar injeto en pacientes
candidatos a trasplante autdlogo. Pérez-Simén sugirid una cifra de 0.75 x 103/kg, no
obstante, sus pacientes también injertaron con cifras menores (57). En este estudio
el 25% de los pacientes la cuenta de células CD34" fue inferior a 0.32 células x

10%kg, y aun asi se logré el injerto. Por otro lado, en este estudio el tiempo para
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“obtener el injerto fue mayor a lo reportado (3,12,19,25,27,31,32,43) probablemente

porque no se utilizaron factores de crecimiento en el periodo post-trasplante para
acelerar la recuperacion de granulocitos (3,12,25,31,43). Sin embargo, al comparar
los resultados de ambos grupos se observo que en el grupo experimental el injerto
se obtuvo mas tempranamente (con una mediana de diferencia de cuatro dias).
Haber logrado injerto en forma independiente al nimero de células CD34" se puede
explicar por la presencia de células progenitoras hematopoyética CD34", las cuales
tienen la capacidad de auto-renovarse y ser activadas a células CD34", que tienen la
capacidad de diferenciacion y proliferacion (58). Por esta razon, surge la hipétesis
sobre la conveniencia de identificar y cuantificar la poblacion de células progenitoras
hematopoyéticas CD34" para predecir mejor la obtencion del injerto, pero al mismo
tiempo nos cuestionamos si en nuestro medio es indispensable su determinacion
para realizar trasplantes de células progenitoras.

Al enfocarse el estudio mas alla de sélo la cuantificacién de las células CD34" se
logré identificar la incongruencia de los resultados con el estado de conocimiento
actual. Sin embargo, estos hallazgos tienen ciertas implicaciones. Por un lado, la
primera impresion es aseverar que la Eritropoyetina no produce los efectos
esperados en la cosecha de células CD34°, y concluir que no deberia utilizarse para
el trasplante autélogo, sin embargo esta conclusion debera definirse hasta completar
una muestra homogénea que incluya solo pacientes con leucemia mieloblastica.
Pero, desde el punto de vista de la obtencion del injerto, con esta citocina en
conjunto con el FEC-G se logré el injerto en forma mas temprana; con este resuitado
la conclusion del uso de EPO seria a la inversa. Para el clinico es importante lograr

el injerto, pero ademas, obtenerio en el menor tiempo posible para acortar el tiempo
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de neutropenia y disminuir el tiempo de hospitalizacién, por los riesgos asociados a

ambas situaciones. De esta forma, la utilizacion de EPO en combinaciéon con FEC-G

pareceria l[a mejor opcion; sin embargo, para comprobar esta hipotesis se requiere

de un estudio de costo-efectividad con un nimero mayor de sujetos para determinar

si es esta combinacién es mejor que el uso exclusivo de FEC-G.

Conclusiones

1.

Con los resultados obtenidos en el presente estudio, la combinacion de las
citocinas Eritropoyetina y FEC-G para la movilizacion de células de la médula
dsea a sangre periférica en nifios con leucemia aguda sometidos a trasplante
autdlogo, produce efectos similares que el uso unico de FEC-G.

Es posible que con el uso de la combinacion de ambas citocinas, la cosecha
de células CD34* sea menor que cuando se utiliza Gnicamente FEC-G.

Es posible que el nimero de tratamientos previos haya actuade como un
confusor.

Es conveniente continuar el estudio incluyendo solo pacientes con leucemia
mieloblastica en primera remision.

En ambos grupos se logré el injerto en forma independiente de Ila
cuantificacion de células CD34".

Aunque sin significancia estadistica, en el grupo que utilizo la combinacién
de las citocinas el injerto se logro de forma mas temprana. Por esta razén se
propone la realizacion de un estudio de costo-efectividad para determinar la

verdadera utilidad de la combinacion de Eritropoyetina y el FEC-G.
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Cuadro 1. Comparacién de las caracteristicas de los pacientes en el
momento de inicio del tratamiento.

Grupo Grupo P
Todos FEC-G FEC-G + EPOQ
No. de pacientes 14 7 7
Edad (afios) 7.5 (3-16) 9 (4-16) 5 (3-15) 0.710*
Género {masculino/femenino) 6/8 4/3 2/5 0.592*
Diagndstico v
LAM/LAL 10/4 6/1
Peso (kg) 29 (14. 5-48) .35(17.344)
Cursos de quimloterapla prevlos fehiy : . 12 (6~43) ' 5-24)

Tlempo de d:agnostlco al trasplante (dlas) 458 (

.Tiempo entre ultlmo curso de

L tratamnentoymovyhzamén (dfas)

*Prusba de Mann Whltney

**Prueba exacta de Fisher

LAM = leucemia aguda mlelobléstlca LAL leucemia aguda Imfobléstica

Los valores numéricos se expresan en mediana Ios valores entre paréntesis representan Intervalos
de confianza al 95% ; ;
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Figura 1. Diagrama de flujo para el objetivo principal del estudio.
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Figura 2. Comparacién del nimero de células CD34" en sangre
periférica en el dia -~ 6 del trasplante
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Figura 3. Comparacién del niimero de células CD34" en sangre
periférica en el dia - 5 del trasplante
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Figura 4. Comparacion del nimero de células mononucleares en la
cosecha
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Figura 5. Comparacion del niimero de células CD34" en la cosecha
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Figura 6. Sobrevida después del injerto
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Anexo 1.
Esquema de tratamiento de acuerdo a las fases del trasplante

Grupo FEC-G + EPO

CFA CFA R
X X X
BU BU BU
X X X
AF  AF
X X
FEC-G FEC-G FEC-G FEC-G FEC-G
X X X X o X
EPO EPO EPO EPO - EPO '
X X X X ex o wen -
Dia -9 -8 7 s 5 4 3 2 A 0
GRUPO FEC-G
CFA CFA R
XX X
BU ~ BU  BU
A TESIS CON
FEC-G FEC-G FEC-G FEC-G FEC-G . - FALLA DE ORIGEN
X X X X X
Da -9 -8 7 6 5. -4 2 1

0
ESTA TESTS MO 842

A DFE LA B
-EPQO= ERITROPOYETINA BETA: 300 U.l. por dia via subcutanea.
*/FEC-G: 15 ug. por Kg por dia dividido en dos dosis cada 12 h durante 5 dias via subcuténea.

“ACETAMINOFEN: 10 mg por Kg via oral 20 minutos previos a la administracion de FEC-G.

BU= BUSULFAN: 1 mg por Kg cada 6 h por 3 dias (doce dosis) via oral.

CFA= CICLOFOSFAMIDA: 60 mg por Kg por dia por dos dias V.l.V. en 100 mL de sol. glucosada al

5% para pasar en una hora.

UROMITEXAN: (MESNA) se calcula 120% de la dosis de ciclofosfamida y se divide en 4 para
administrarla V.l.V. a las 0, 3, 6, y 9 h tomando como hora 0 el inicio de la CFA.

ONDANSETRON: 4 mg por m? por dosis cada 8 h.

R = REINFUSION: reinfusion de las células progenitoras, en el dia 0 se administraré la cosecha
obtenida en el dia -6 y en el dia 1 la cosecha obtenida en el dia -5.
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ANEXQ 2
HOJA DE RECOLECCION DE DATOS INICIAL

1. Nombre 2 Afiliacion,

3. Sexo 1. Femenino 2. Masculino

4, edad afios 5, Fecha Nac. 6. Fecha Dx.

dia/mes/aiio dia/mes/aiio
7. Esquemas de Qt previos 8. Ultimo tratamiento,
nimero dia/mes/aiio
9. Tipo de medicamentos administrados
Durante trat. previo 10. Ultimo esquema

9.1. Arabinosido de citocina - 1.no . 3. 2.si — 1.no 2.st [
9.2. Vincristina tno O3 o] 10 O3 2.8 O
9.3. Daunomcina 1.no ‘: - 1.no B3 ngisi o0
9.4. Epirrubicina 1.no 1o B 1.no B0 csi 0
9. 5. Idarrubicina 100 3 o 1no 4 o I
9. 6. Etoposido 1. no‘ l:! : :l k ] I:!
9. 7. Prednisona 1.no 3. = e P
9. 8. Ciclofosfamida (R = [ =
9. 9. Asparaginasa 1.no = =5 g
9.10. Mercaptopurina 1no 4 o) = ‘™
9.11. Metrotexate e O 2T 3 alst g
9.12. Ifosfamida o I 28 3 A0 OO 28—
9.13. Mitoxantrona tno O3 28 O3 1ne &3 2 3

10. Diagnéstico 1. LMA 1a. remisién 2. LLA 2a. remisién 3. LPA 2a. remisién

11.Hoja de consentimiento informado 1.no [ 2.siC3 Fecha

: dia/mes/afio
12. Ultima Médula dsea 11. Remision completa .o 1lno] 2si

dia/mes/aio
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dia

FECHA

HTO

HB

LEY

NEU

BAND

LINF

MON

EOS

BAS

RET

PLAQ

CD34”

D/MIARO

total

Total

Total

Total

Total

Total

Total

%

X110

10%ml

1
-

(R AR R (ORGEFN AR N E )
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ANEXO 4
ESTUDIOS REALIZADOS EN EL PACIENTE

Fecha il TPT [ TP Fib Prot. Tot [ Alb [Glob|Catcio]

dia_|dia/mes/aiio seg seg % mg g/dL__ |g/dLig/dL img/dL
-Gpre
-6post
-Spre
-Spost

ESTUDIOS REALIZADOS EN LA COSECHA CELULAR

- |CANCEROLOGIA

LA RAZA
Fecha CMN viab |CMN CcD34':

dia [dia/meslafio 10° % (10° 108

_6 N

S .

4 it iy iy

3 i i i

2 i i i

i N N i

=
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