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RESUMEN

Introduccién. El tratamiento de la leucemia aguda ha evolucionado en las ultimas 3 décadas, permitiendo mayores
tasas de remisién completa y sobrevida libre de recaida, se han identificado varios factores de riesgo para la recaida
leucémica, uno de estos es la presencia de Enfermedad Minima Residual (EMR) al finalizar la quimioterapia de
induccion a la remision. Existen 3 métodos para la medicion de EMR , la citometria de flujo es una herramienta de
diagnostico accesible en muchos laboratorios. Existe escasa publicacién sobre la EMR en nuestro pais.

Objetivo. Conocer la incidencia y magnitud de la Enfermedad Minima Residual determinada por citometria de flujo
en pacientes con leucemia aguda de novo tratados con quimioterapia intensiva, asi como su relacién con la
sobrevida libre de recaida.

Material y Métodos. Estudio observacional, longitudinal, prospectivo, comparativo. Se incluyeron pacientes mayores
de 14 afios y menores de 65 con leucemia aguda de novo, ingresados en el servicio de Hematologia del Centro
Médico Nacional 20 de Noviembre del ISSSTE, que recibieron quimioterapia intensiva de acuerdo a los protocolos
vigentes en el servicio de hematologia. Se realizaron graficas de inmunofenotipos por citometria de flujo en
muestras de médula 6sea al diagnoéstico y al término de la quimioterapia de induccion a la remision, seleccionando la
poblacién celular de mayor definicion para cuantificar la Enfermedad Minima Residual (EMR), clasificandose como
EMR positiva al tener mas del 1% de la poblacién celular leucémica estudiada y EMR negativa al tener menos del
1%. Se dio seguimiento a los pacientes hasta documentar recaida leucémica, muerte, 0 mantenimiento de la
remision completa al término del estudio. Se correlacionaron caracteristicas clinicopatolégicas de los pacientes con
la EMR.

Resultados. 66 pacientes con leucemia aguda de novo que recibieron quimioterapia intensiva obtuvieron remision
completa de la enfermedad, 45 de ellos fueron evaluables para EMR. Al término del estudio 29 continuaron en
remision completa de la enfermedad, 9 registraron recaida leucémica y hubo 7 fallecidos. Pacientes con EMR
negativa fueron 21 y con EMR positiva 24. Hubo 6 recaidas leucémicas y 2 defunciones en el grupo de EMR
negativa, y 3 recaidas y 5 defunciones en el de EMR positiva. Las causas de defuncién fueron infecciones o
hemorragias en ambos grupos. La incidencia de recaida leucémica fue mayor en el grupo con EMR negativa siendo
esta de 31.6% y en el grupo expuesto (EMR positiva) de 15.8%, con un riesgo relativo de 0.5 (95% IC 0.152 a
1.639). En cuanto al seguimiento, al medir la sobrevida libre de recaida leucémica (SLR), en el grupo con EMR
positiva la media de SLR fue de 11 meses y en el grupo con EMR negativa la media de SLR fue de 8 meses (p <
0.168). Al analizar la presencia de EMR y la sobrevida libre de evento (SLE, recaida o defuncion) tuvimos que: en el
grupo EMR negativa la media de SLE fue de 16 meses, para el grupo de EMR positiva la media fue de 22 meses (p
< 0.381).

Conclusiones. No hubo asociacién entre la presencia de Enfermedad Minima Residual positiva, medida por
inmunofenotipo, al final de la quimioterapia intensiva (induccién a la remisién) y la incidencia de recaidas leucémicas.
No hubo impacto entre la presencia de Enfermedad Minima Residual positiva y la sobrevida libre de recaida
leucémica.

Palabras claves: enfermedad minima residual, leucemia aguda de novo, citometria de flujo, inmunofenotipo,
sobrevida libre de recaida.




ABSTRACT

Introduction. The treatment of Acute Leukemia has evolve in the last three decades, allowing higher complete
response y relapsed free survival of the patients, there are several risks factors to develop relapsed disease, one of
those are the Minimal Residual Disease (MRD) at the end of de induction remission chemotherapy. Three methods
are used to detect MRD, flow cytometry is an accessible diagnostic tool in many laboratories. There are few
information of MRD in our contry.

Objetive. To know the incidence and amount of MRD measured with flow cytometry in acute leukemia patients
treated with intensive chemotherapy, and the relationship with the relapsed free survival.

Patients and methods. This is an observational, longitudinal, prospective and comparative study. There were
included patients from 14 to 65 years old, who were treated in the Hematology service of the Centro Médico Nacional
20 de Noviembre of ISSSTE, with intensive chemotherapy according with service’s protocols. Graphs of
immunophenotype of samples of bone marrow were drawn, at the diagnosis of disease and at the end of the
remission induction treatment, by selecting the leukemia-associated cluster of the graphs, we defined positive MRD if
there was more than 1% of the leukemia cells, and negative MRD if there was lower than 1%. Pursuit to the patients
occurred until documenting leucemic relapse, death or maintenance of the complete remission at the end of the
study. Clinics and pathological characteristics of the patients were correlated with de MRD.

Results. 66 patients with acute leukemia who received intensive chemotherapy achieve complete remission, 45 of
them were evaluables to measure MRD. At the end of the study 29 continues in complete remission, 9 relapsed and
7 died. There were 21 patients with negative MRD and 24 with positive MRD. There were 6 relapsed patients and 2
deaths in the negative MRD group, and 3 relapsed patients and 5 deaths in the positive MRD group. Causes of
deaths were infections and hemorrhage in both groups. The incidence of leukemic relapse was higher in the negative
MRD, counting 31.6% in this group and 15.8% in the exposed (positive MRD) group, HR 0.5 (95% CI 0.152 — 1.639).
About follow up, when measuring the relapsed free survival (RFS) in the positive MRD group, the median RFS was
of 11 months and in the negative MRD group the median RFS was of 8 months (p<0,168). When analyzing the
presence of MRD and event free survival (EFS, relapse or death) we had a median EFS of 16 months in the negative
MRD group and a median EFS of 22 months in the positive MRD (p<0.381).

Conclusions. There was no association between the presence of positive minimal residual disease (MRD),
measured by flow cytometry, at the end of intensive chemotherapy (remission induction) and the incidence of
leukemic relapses. There was no impact of positive MRD over relapsed free survival.

Key words: minimal residual disease, acute leukemia, flow cytometry, immunophenotipe, relapsed free survival.
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1. ANTECEDENTES.

En el tratamiento de la Leucemia Aguda (LA) se considera la remision completa si al final de la quimioterapia de
induccion, la cantidad de blastos en médula 6sea es menor al 5% del total (determinado morfolégicamente por
microscopia 6ptica). Sin embargo, es posible que aln con este criterio, existan células leucémicas residuales con
potencial para generar una recaida’.

En las Ultimas 3 décadas se han desarrollado métodos para determinar el la cantidad de células leucémicas
residuales en pacientes considerados en remision morfoldgica, esto es la medicién de una enfermedad minima
residual (EMR). Actualmente destacan tres: la citometria de flujo, RT-PCR para el gen de inmunoglobulinas o
receptor de células Ty RT-PCR para transcritos de fusion 1.2 Cada uno tiene ventajas y desventajas, sin embargo el
método mas asequible en la mayoria de laboratorios es la citometria de flujo, permitiendo la deteccion de una célula
leucémica en 1,000 a 10,000 células normales'. Los marcadores inmunolégicos que proporcionan el mayor
porcentaje de deteccién (cuantitativo) de EMR en las leucemias agudas, son, para LLA-B los siguientes: CD19,
CD34, CD10, y TdT, ofreciendo de un 30 a 50%, los marcadores para LLA-T son TdT y CD3 proporcionando de un
90 a 95% y para LMA son CD33, CD34, CD117 y CD13 con un 20 a 40% de deteccion®. En leucemias agudas la
citometria de flujo permite la deteccion de células con fenotipo anormal en el 98% de las linfoblasticas y en 93% de
las mieloblasticas®, con una sensibilidad que va desde 1 en 1,000 hasta 1 en 10,000 (1x10° a 1x10™) en los
citdmetros de flujo de 4 colores y hasta 1 en 100,000 (lxlO'S) en los citdbmetros de 8y 10 colores®.

Diversos trabajos de andlisis de EMR con citometria de flujo ponen de manifiesto que el riesgo de recidiva en los
pacientes con EMR mayor o igual a 1 x 107 (1 célula por cada 100) al finalizar la quimioterapia de induccién es
superior al 60% en el curso de los tres afios siguientes, frente a menos del 15% en los que no se detecta EMR*.

Significado prondstico de la EMR medida por Citometria de Flujo en Leucemia Linfobldstica Aguda: En LLA,
muchos estudios han demostrado la importancia pronéstica de la EMR detectada por citometria de flujo en nifos®.
De 1,016 pacientes estudiados con citometria de flujo para EMR, 28.6% tuvieron EMR al final de la induccion, y de
éstos, casi todos los pacientes con el transcrito BCR-ABL tuvieron altos niveles de EMR al concluir la induccién a la
remision, solo el 8.4% de pacientes con TEL-AML1 tuvieron EMR mayor a 0.01%". En otro estudio, los pacientes con
EMR de 1% o més al final de la quimioterapia de induccion a la remision o aquellos con EMR de 0.1% durante la
quimioterapia de continuacién tienen un riesgo alto de recaida®. Otra investigacién mostré que la determinacién de
EMR obtenida al dia 29 fue el indicador prondstico méas fuerte para recaidas, superior a otros parametros
prondsticos en nifios con LLA (EMR predijo recaidas tempranas y tardias), de 1,219 pacientes se detectaron 58
pacientes (4.8%) con EMR mayor de 0.01% y de estos, aquellos con EMR positiva tuvieron una sobrevida libre de
evento de 43% (+- 7) alos 5 afios, comparados con 83% (+-1) en aquellos con EMR negativa (p < 0.0001)7.

Significado prondstico de la EMR medida por Citometria de Flujo en Leucemia Mieloide Aguda: Estudios
recientes de adultos con LMA demostraron la utilidad clinica de monitorizar la EMR®, de 100 pacientes con LMA en
remision completa posterior a quimioterapia intensiva, de induccién y post consolidacion, se encontrd que quienes
negativizan EMR al final de la consolidacién tienen mayor tasa de recaida que los que negativizan post quimioterapia
de induccion®®. En nifios con LAM, un estudio reveld que de 252 nifos, la presencia de EMR en 41 de ellos, se
relaciond con una elevacion de 4.8 veces el riesgo de recaida’. En otro estudio (St. Jude Children’s Research
Hospital) mediante citometria de flujo se encontré que de 46 pacientes con LAM de novo, posterior a la quimioterapia
de induccidn a la remisién la sobrevida a 2 afios fue de 33% con una EMR de 0.1% o mayor, en comparacion de
72% de quienes tuvieron niveles menores o indetectables de EMR'. Un estudio mas de EMR en 2006, sobre LAM
en 150 nifios reveld que la deteccion de ésta se asocio significativamente con una disminucion de sobrevida libre de
evento a los 3 afios (con un incremento de mas de dos veces el riesgo de recaida)“.

De todos los trabajos anteriormente citados, existe controversia en cuanto al punto de corte para tomar una
enfermedad minima residual como positiva, variando en 0.01, 0.1 y 1% de células leucémicas, asi también como el
tiempo al cual es conveniente medir los efectos de quimioterapia intensiva, existiendo trabajos que toman la EMR al
final de la induccién, otros al final de la intensificacion o consolidacion y hasta quienes proponen una EMR “tardia”
(late minimal residual disease)7. En este trabajo, tomamos como punto de corte para clasificar como positiva una
determinacién de EMR como 1% del basal de citometria de flujo cuantitativa.




En el trabajo de tesis realizado sobre la EMR realizado en este Centro Médico Nacional en el 2008 (Ortiz M.)12 se
observé que varios marcadores inmunoldgicos de EMR se asocian a recaidas de LLA (CD34, HLA-DR, CD22) y
LMA (CD13 y CD33). En el estudio del Hospital General de Occidente de Guadalajara®™ se evalué la EMR en médula
6sea por citometria de flujo en 24 pacientes pediatricos con LLA, grupo A con 0% de EMR, grupo B menor a 1%,
grupo C mayor a 1%. Para el grupo A hubo recaida en 1 de 8 pacientes (12.5%) al mes 12 (mediana de seguimiento
9 meses -2 a 45-). En el grupo B recay6 1 de 8 pacientes (12.5%) al mes 2 (mediana de seguimiento 7 meses -1 a
32-). En el grupo C recay6 1 de 8 pacientes (12.5%) en el mes 3 (mediana de seguimiento 21 meses)."” En otro
estudio, Arguelles y cols™, analizaron la presencia de EMR en 93 pacientes con leucemia aguda durante 9 afios. La
positividad de EMR se establecié en 2% por citometria de flujo. La tasa de recaidas para estos grupos fue de 17%
para LLA con EMR positiva y de 8% en LMA con EMR positiva, contrastando con una tasa de recaida de 0% para
pacientes con ausencia de EMR. La sobrevida global fue de 69, 83 y 98% respectivamente a los 7 afios.
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2. OBJETIVOS.
Objetivo general:

Conocer la presencia y la magnitud de la Enfermedad Minima Residual mediante la Citometria de Flujo en pacientes
con Leucemia Aguda de Novo que han recibido quimioterapia intensiva y su correlaciéon con el tiempo de sobrevida
libre de recaida de la enfermedad.

Objetivos especificos:

Determinar la frecuencia de Enfermedad Minima Residual por Citometria de Flujo en la poblacion de estudio.

Conocer si existe relacion entre la presencia de Enfermedad Minima Residual y factores de mal prondstico para la
recaida leucémica.

Conocer el tiempo promedio de recaida de acuerdo a la cantidad de Enfermedad Minima Residual posterior a la
quimioterapia de induccion.




3. PACIENTES, MATERIAL Y METODOS.
Descripcion del estudio:

El estudio se realiz6 en el periodo comprendido del 01 noviembre 2007 al 30 de noviembre de 2010 con
pacientes ingresados al servicio de Hematologia del CMN 20 de Noviembre del ISSSTE, con diagnostico de
Leucemia Aguda de Novo que recibieron esquemas de quimioterapia vigentes en el servicio conocidos como LALG,
LAL10, LANOL y LAP (detallados en cuanto a farmacos, dosis y calendario de aplicacion en los apéndices).

Los criterios de inclusion fueron: pacientes mayores de 14 afios de edad y menores de 65 afios, de sexo
masculino o femenino con diagnéstico de Leucemia Aguda de novo, candidatos a recibir quimioterapia intensiva de
acuerdo a los protocolos vigentes en el servicio de Hematologia. Los criterios de exclusién fueron los pacientes que
hubiesen recibido tratamiento previo a su llegada al servicio y con leucemias agudas secundarias. Los criterios de
eliminacién fueron: pacientes que no lograran remision completa posterior a la quimioterapia de induccion o
fallecidos durante esta misma, asi también los pacientes que habiendo logrado remision completa morfodgica al final
de la quimioterapia de induccién, no se les hubiera realizado estudio de citometria de flujo al dia 28 de la
quimioterapia.

Se realiz6 estudio de inmunofenotipo en muestra de médula ésea al momento de diagndstico de la enfermedad,
con un volumen de 5 ml con jeringa heparinizada. Se proces6 en el citdmetro de flujo FACscallibur de 4 colores
(procesandose en la practica 3 colores, identificados por las siglas PE —phycoerithryn-, FICT —isothiocyanato
fluorescein- y perCP —peridinin chlorophyll-) con mdultiples marcadores de anticuerpos con sus correspondientes
fluorocromos, se analizaron los datos con el programa Cell Quest ® Flow Cytometer para conocer las caracteristicas
de inmunofenotipo de las poblaciones celulares. Se realizé nuevamente determinacién de inmunofenotipo con
muestra de médula ésea tomada al dia 28 de QT. La forma de hacer seguimiento de las poblaciones celulares
leucémicas fue con la comparacién de las gréficas del inmunofenotipo de diagnéstico y las gréaficas del
inmunofenotipo al dia 28 de la QT, seleccionando la ventana y la combinacién de fluorocromos que mejor delimitaran
la poblacion celular leucémica en ambos reportes, y con ello verificar la cantidad de células medidas en total y en
porcentaje.

Se recolectaron datos clinicos y de laboratorio de cada caso y se dio seguimiento de los pacientes hasta la
determinacion de tres eventos de importancia: la recaida leucémica, mantenimiento de la remision completa al
término del seguimiento o la defuncién posterior a la obtencion de la remision completa. Se consideraron (de
acuerdo a propuestas en la literatura mundial) tres niveles de Enfermedad Minima Residual, menor a 1%, de 1 a 5%
y mas del 6%, cuantificando los eventos celulares asociados a la poblacién leucémica (mediante los marcadores
inmunolégicos o CDs) detectados al diagnostico de leucemia aguda. Se determind la frecuencia de EMR en la
poblacién estudiada, y su asociacién a otras variables, como las caracteristicas clinicas y laboratoriales de las
leucemias agudas, asi como su asociacion a eventos de recaida, remisién completa y defuncién.

Aun con los avances en el disefio de esquemas de quimioterapia para el tratamiento de leucemias agudas, un
gran porcentaje de pacientes recae a pesar de haberse logrado la remision completa de la enfermedad, por lo que el
objetivo de la presente investigacion fue conocer la frecuencia de la EMR en nuestro universo de pacientes y su
asociacion a la recaida leucémica asi como su impacto en la sobrevida libre de recaida. Se realizo un estudio
prospectivo, observacional, longitudinal y comparativo.

Andlisis estadistico:

Todas las variables de estudio fueron analizadas a través del programa de andlisis estadistico PASW (SPSS)
version 18 (Polar Engineering and Consulting, july 2009). Para el analisis descriptivo utilizamos medidas absolutas,
relativas, de tendencia central y de dispersion. Para el andlisis de diferencias, utilizamos ANOVA y Chi®. Para el
andlisis de sobrevida libre de recaida leucémica utilizamos Kaplan-Meier. Las diferencias fueron consideradas
estadisticamente significativas con un valor menor de p<0.05.




Definicion de eventos y variables:

Remisién completa: ausencia de datos clinicos y hematoldgicos atribuibles a la enfermedad, sin evidencia de
infiltracién a otros 6rganos y menos de 5% de blastos en médula ésea, con hematopoyesis morfolégicamente
normal.

Falla a la induccion: méas del 5% de blastos en médula 6sea al concluir la quimioterapia de induccion a la remision.
Recaida mieloide: presencia de mas de 5% de blastos en médula dsea, una vez obtenida la remision completa de la
enfermedad.

Recaida a SNC: presencia de blastos en el LCR en estudio histopatolégico, después de haber obtenido remision
completa de la enfermedad.

Recaida extramieloide: infiltracion a otros 6rganos, distintos al SNC.

Muerte en induccion: defunciéon luego de haber iniciado la quimioterapia de induccion y antes de poder evaluar
respuesta al dia 28.

Muerte posremision: defuncion luego de haberse alcanzado la remision completa.

Sobrevida libre de recaida: tiempo entre la remisién completa y la recaida leucémica.

Enfermedad Minima Residual positiva: coexpresion de 1% (o mas) de marcadores de inmunofenotipo que definieron
la poblacién leucémica al diagndstico.

Enfermedad Minima Residual negativa: coexpresién de menos del 1% de los marcadores de inmunofenotipo que
definieron la poblacion leucémica al diagnostico.

Cariotipo: estudio citogenético de muestra de médula 6sea 6 de sangre periférica para determinar alteraciones
cromosomales en células leucémicas.

PCR: estudio de transcritos genéticos mediante la tecnologia de reaccién en cadena de la polimerasa (tiempo real).

]



4. RESULTADOS.

Ingresaron 83 pacientes con diagnoéstico de Leucemia Aguda de Novo al servicio de Hematologia Adultos de este
CMN en el periodo comprendido de noviembre 2007 a noviembre 2010, la media de edad fue 38 afios. De estos, 32
pacientes fueron mujeres (38.6%) y 51 hombres (61.4%). De los 83 pacientes que ingresaron al estudio, 66 lograron
remision completa, 9 hicieron falla al tratamiento y 8 tuvieron muerte durante el tratamiento de induccién a la
remision (se eliminaron 17 pacientes por estas dos ultimas causas). De los 66 que hicieron remision completa al
finalizar la quimioterapia de induccion, 21 pacientes méas fueron eliminados por no contar con estudio de
inmunofenotipo apropiado al dia 28 de quimioterapia, por lo que el grupo evaluable para el andlisis de enfermedad
minima residual (EMR) fue de 45 pacientes, constituyendo el 54% de la poblacion inicial.

Pacientes evaluables para EMR:

De los pacientes evaluables para EMR (19 mujeres y 26 hombres), 29 continuaron en remision completa de la
enfermedad al cierre del estudio, 9 registraron recaida leucémica y hubo 7 fallecidos. Especificamente por sexo, en
cuanto a remision, recaida o defuncidn, no se observo diferencia significativa entre hombres y mujeres (p < 0.3).

Por tipo de leucemia, fueron 27 pacientes en Leucemia Aguda Linfoblastica o LAL (18 mantuvieron remision, 7
recaidos y 2 defunciones), 13 en Leucemia Aguda Mieloide o LAM (8 en remision, 2 recaidos y 3 defunciones) y 5
pacientes en Leucemia Aguda Bifenotipica (con 3 en remision y 2 defunciones, no hubo recaidos). De los subtipos
de leucemia registrados: para la MO hubo un paciente, M2 tres, M3 cuatro, M4 cuatro, M5 uno, pro B cuatro, B
comun seis, pre B once, B madura cuatro, estirpe T dos y bifenotipicas (por clasificacion de EGIL) cinco.

Respecto a las caracteristicas clinicas al diagnéstico de leucemia, se obtuvo la siguiente informacion: media de
hepatomegalia 0.89 cm, esplenomegalia 0.56 cm, sin infiltracién leucémica 35 pacientes, infiltracién a ganglios 4, a
mediastino 2, a SNC 2 y a retina 2. La distribucién respecto a la quimioterapia recibida fue: LAL6 seis pacientes
(13.3%), LAL10 veintid6s (48.9%), LANOL trece (28.9%), LAP cuatro (8.9%).

Para fines comparativos, las siguientes caracteristicas clinicas se definieron agrupando a los pacientes de
acuerdo al evento final del estudio, teniendo tres grupos: remision completa 29 pacientes, recaida leucémica 9 y
defuncion 7. De los pacientes que mantuvieron la remision completa al finalizar el seguimiento (noviembre 2010), la
media de leucocitos fue de 25,000 x mm°, el hematocrito en 24%, plaguetas en 80,000 x mm?, blastos en sangre
periférica (BSP) 44% y en médula 6sea (BMO) 77%. De los pacientes que sufrieron recaida leucémica se tuvo que:
la media de los leucocitos al diagnéstico fue144,000 x mm?, el hematocrito 27%, plaguetas 87,000 x mm?®, BSP 33%
y BMO 77%. En los pacientes que tuvieron defuncién los datos fueron: media de leucocitos al diagndstico 9,000 x
mm?, hematocrito 22%, plaguetas 107,000 x mm?, BSP 32% y BMO 47%. Al comparar estos tres grupos (remision,
recaida y defuncién) mediante tablas de contingencia, se obtuvieron valores de p siguientes: para leucocitos p <
0.02, hematocrito p < 0.1, plaguetas p < 0.8, blastos SP p < 0.4 y blastos MO p < 0.007.

En cuanto a los estudios de extension, del cariotipo tuvimos que: 46XX dos pacientes, t(1;16) (g21:9q24) uno, t
(15;17) uno, sin material para estudio fueron 28, no reportados fueron 13. Del PCR tuvimos que: inv 16 (p13:q22)
CBFB (16g22) MYH11 (16p13) hubo uno, panel inhibido uno, negativo a traslocaciones fueron 7, no reportados 36.

Con relacion a la medicion de la Enfermedad Minima Residual por inmunofenotipo, se ubicaron los pacientes en
tres grupos consecutivos: EMR menor al 1%, de 1 a 5% y de 6% o mas. Siendo 45 en total. En el primer grupo hubo
21 pacientes (46%), en el segundo fueron 13 pacientes (28.8%) y en el tercero hubo 11 pacientes (24.4%). Se
comparo la cantidad de leucocitos iniciales con la EMR, obteniéndose los siguientes datos: en el grupo EMR <1% la
media de leucocitos al diagnostico fue 50,413 x mm?, para el grupo de EMR 1-5% la media de leucocitos fue 50,046
x mm® y del grupo con EMR >6% fue de 35,418 x mm®. Al buscar la relacién entre leucocitos iniciales y EMR, se
compard con una tabla de contingencias (Xi2) estas dos variables, con una correlacion de 1.52, obteniéndose un
valor de p < 0.9. Asi también se comparé la edad versus la EMR, obteniéndose que en el grupo de EMR <1% la
media de edad fue de 37 afios, en el grupo EMR 1-5% la media fue de 38 afios y para EMR >6% la media fue 45
afos, la correlacion fue de 1.39, el valor p < 0.4. Respecto a el sexo versus EMR tuvimos los siguientes datos: en
EMR <1% hubo 7 mujeres y 14 hombres, para EMR 1-5% hubo 6 mujeres y 7 hombres y para EMR >6% hubo 6
mujeres y 5 hombres, la comparacién de estos grupos arrojo un valor de p < 0.2.
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También se correlacioné la incidencia de EMR segun el tipo de leucemia, encontrandose los siguientes datos: en
el grupo EMR <1% hubo 13 LAL, 6 LAM y 2 bifenotipicas, en el grupo EMR 1-5% hubo 8 LAL, 4 LAM y 1 bifenotipica
y en el grupo de EMR >6% hubo 6 LAL, 3 LAM y 2 bifenotipicas, con una correlacion de 1.62 (p<0.5).

Al correlacionar los factores clinicos prondsticos iniciales con la EMR, no se encontr6 diferencia significativa entre
los grupos, obsérvese la siguiente tabla:

Tabla 1. Diferencias entre factores paraclinicos hematolégicos y niveles de Enfermedad Minima Residual.

Factores prondsticos EMR <1% EMR 1-5% EMR >6% Valor de “p”
Media de hematocrito 24 % 27 % 22 % <0.079
Media de plaquetas 78,809 x mm3 122,153 x mm3 56,818 x mm3 <0.228
Media de blastos SP 43.24 % 39.08 % 35.27 % <0.76
Media de blastos MO 75.38 % 72.23% 67.27 % <0.67

SP = sangre periférica. MO = médula 6sea.

En la valoracion de la estirpe leucémica versus EMR no hubo diferencia significativa en los grupos (p < 0.1).
Se comparé el nimero de blastos al dia 28 con los grupos de EMR, obtuviéndose lo siguiente: tanto para el grupo de
EMR >1% y EMR de 1 a 5%, la media de blastos al dia 28 fue 1.6, para el grupo de mas de 6% de EMR fue de 0.7
(p <0.12). No hubo utilidad en la informacién de los blastos al dia 14 ya que de los 45 pacientes solo se reportaron 8
pacientes con esta medicién y de 37 se desconoce su cifra.

En cuanto a la comparacion de la EMR y la variable “evento” (con especial interés en la incidencia de recaida
leucémica) se obtuvo la siguiente informacion:

Tabla 2. Diferencias entre niveles de Enfermedad Minima Residual y eventos (remision, recaida, defuncion).

Grupo Remision Recaida Defuncién
EMR < 1% 13 6 2
EMR 1-5% 9 2 2
EMR >6% 7 1 3
Valor de p 0.56 0.50 0.80

Se determind la asociacion de la EMR con la recaida leucémica mediante una tabla de contingencia de 2 x 2,
tomandose como EMR positiva de 1% o mayor (7 pacientes con defuncién posterior a la remision completa se
consideraron no evaluables):

Tabla 3. Asociacion de niveles Enfermedad Minima Residual y la recaida leucémica:

EVENTO (RECAIDA LEUCEMICA)
S NO TOTAL
EMR POSITIVA (> 1%) 3 16 19
EXPOSICION EMR NEGATIVA (< 1%) 6 13 19
TOTAL 9 29 38 (n)
Incidencia en el grupo de expuestos = 0.158. Sensibilidad: 0.158
Incidencia en el grupo de no expuestos = 0.316. Especificidad: 0.684
Riesgo relativo = 0.5 VPP: 0.333

X?=1.31. p <0.252. VPN: 0.448
IC 95% = 0.152 a 1.639. .
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La incidencia de recaida leucémica fue mayor en el grupo con EMR negativa (menor al 1%) siendo esta de 31.6%
y en el grupo expuesto de 15.8%, con un riesgo relativo de 0.5 (95% IC 0.152 a 1.639).

En cuanto al seguimiento, al medir la sobrevida libre de recaida leucémica (SLR), en el grupo con EMR >1%
(EMR positiva) la media de SLR fue de 11 meses y en el grupo con EMR <1% (EMR negativa) la media de SLR fue

de 8 meses. Con un valor de p < 0.168.
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Figura 1. Sobrevida libre de recaida en pacientes con Leucemia Aguda de Novo.

Al analizar la presencia de EMR y la sobrevida libre de evento (SLE, recaida o defuncién) tuvimos que: en el
grupo EMR <1% (EMR negativa) la media de SLE fue de 16 meses, para el grupo de EMR >1% (EMR positiva) la

media fue de 22 meses. La comparacion de los grupos obtuvo una p < 0.381.
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Figura 2. Sobrevida libre de evento en pacientes con LA de Novo.
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5. DISCUSION.

De acuerdo con la literatura mundial, los métodos para la deteccién de Enfermedad Minima Residual, varian en
cuanto a sensibilidad, siendo la citometria de flujo la tecnologia mas disponible en laboratorios especializados.
Segun la cantidad de fluorocromos utilizados y el nimero de “eventos” analizados, puede aumentarse la sensibilidad
de éste método diagnostico de 1x10™ hasta 1x107° células, es decir una célula en 100,000, usando los citémetros de
flujp mas modernos de 12 colores (fluorocromos)ls. Esta factibilidad de la citometria de flujo la hace un método
accesible para la evaluacion y monitoreo de la respuesta al tratamiento en varias hemopatias, dentro de las cuales
destacan las leucemias y los linfomas. Sin embargo, esta técnica diagndstica requiere el conocimiento de la
expresion normal y patolégica de marcadores fenotipicos en las células sanguineas y habilidad en el manejo de
muestras celulares. Estos dos Ultimos requerimientos hacen del inmunofenotipo un método poco “estandarizable”.

El nimero de eventos “adquiridos” en el sistema de fluidos del citometro de flujo va desde 1 hasta poco mas de
100,000 en los mas recientes'®. Es importante en la valoracién de la EMR la adquisicién de un nimero de eventos
similiar (idealmente igual) a los adquiridos en el inmunofenotipo diagndstico y asi mismo la localizacién de una
ventana o “gate” en la misma zona donde se encontraron las células leucémicas al diagndstico. Variar estas
caracteristicas, como puede intuirse, se refleja en disminucion de la exactitud al estudiar poblaciones celulares
residuales. Este tipo de precauciones se encuentra referida en escasas publicaciones sobre el estudio de EMR en
leucemias agudas y de hecho, muy poca literatura describe la técnica “paso a paso” para el profesional involucrado
en la medicién de células leucémicas residuales ** "%,

El concepto de EMR parece no estar suficientemente delimitado, proponiéndose en la revision europea de los
métodos para EMR la terminologia y significado para “complete MRD response, MRD persistence y MRD
reappearance” 15 Actualmente contintia usandose para muchas hemopatias malignas indistintamente, sin embargo
en el estudio de leucemias agudas éste hace referencia a la medicién de poblaciones celulares (asociadas a
leucemia) especificas en un periodo de tiempo especifico, es decir seguimiento de una poblacién celular a intervalos
de tiempo definidos en la postquimioterapia. En el presente trabajo se intenté con maximo esfuerzo, seguir los
lineamientos técnicos en cuanto a eventos adquiridos, ventanas de seleccién y combinacién de fluorocromos de

mayor sensibilidad en la deteccion de células leucémicas.

De los hallazgos en nuestro estudio, resalta la asociacion entre la cantidad de leucocitos al diagnéstico y la
recaida. El grupo que mantuvo la remisién completa de la enfermedad al finalizar el seguimiento, tuvo una media de
25,000 leucaocitos, mientras que el grupo que presento recaida leucémica tuvo una media de 144,000 leucocitos. Asi
también el grupo que presentd defuncion posterior a la obtencion de la remision completa, tuvo la cantidad de
leucocitos méas baja al diagnéstico, siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p<0.02). La cantidad de
leucocitos al diagnéstico, es un factor prondstico ya conocido y validado por mudltiples estudios en la literatura
mundial de las dltimas décadas.

Al analizar la relacion de factores paraclinicos hematoldgicos con la EMR, se observé que sélo el hematocrito
parece estar relacionado con ésta (p<0.079), teniendo los demas parametros de laboratorio diferencias que no son
estadisticamente significativas.

Otro hallazgo que destaca en este estudio, es la asociacion entre los blastos en médula 6sea al diagnéstico y la
incidencia de defuncion postquimioterapia. Habiendo una media de 77% de blastos medulares en los grupos que
presentaron remision y recaida y 47% en el grupo que presentd defuncién (asociada a infeccion y hemorragia), esta
diferencia tuvo también significancia estadistica( p<0.007). Puede interpretarse que a menor carga tumoral, la
quimioterapia intensiva puede asociarse a mayor incidencia en complicaciones infecciosas y/o hemorragicas.

Para la evaluaciéon del objetivo primario de este estudio, de acuerdo a nuestros hallazgos, con el nimero de
pacientes evaluados y los puntos de corte descritos para EMR, la presencia de Enfermedad Minima Residual
positiva medida por inmunofenotipo, al final de la quimioterapia de induccién a la remisiéon, no _se asocié a un
incremento en la incidencia de recaidas leucémica siendo el punto de corte para comparar grupos de pacientes con
EMR vy sin ella, de un uno porciento (1%). Al analizar la tabla 3, observamos que la incidencia de recaidas
leucémicas es mayor en el grupo no expuesto al factor de riesgo (con EMR <1%), y el riesgo relativo para desarrollar
recaida leucémica teniendo EMR >1% es de 0.5, esto de ninguna manera quiere decir que tener células leucémicas
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al final de la QT de induccion a la remision “protege” para una eventual recaida, ya que la diferencia entre ambos
grupos no es estadisticamente significativa. Ademas al observar el intervalo de confianza resulta que transcurre la
unidad, por lo que el tener una EMR positiva no protege ni predispone para el evento de desenlace.

Asi también observamos en las curvas de sobrevida libre de recaida y las curvas de sobrevida libre de evento
que el grupo con el factor de riesgo estudiado (EMR >1%) tuvo mayor SLR y SLE. Nuevamente este resultado
parece estar en contra de toda logica, ya que segun las curvas, quien tiene mayor cantidad de células leucémicas al
finalizar la quimioterapia de induccién, tendra menor probabilidad de recaida o defuncién. Sin embargo la diferencia
de estos dos grupos no es estadisticamente significativa y puede atribuirse al azar, por lo que el nivel de EMR no
hizo diferencia en la sobrevida (SLR y SLE).

Estos resultados contrastan con la literatura publicada de mdltiples centros oncohematolégicos a nivel mundial 48

1920 en |os que se ha corroborado el valor de la medicién de EMR por citometria de flujo como factor pronéstico de
recaida leucémica. La explicacién a este resultado recae en varios factores:

1. El ndmero analizado de pacientes en este estudio es relativamente pequefio, existiendo publicaciones con
series de mas de 100 pacientes hasta 1,219.

2. La cantidad de fluorocromos utilizados es baja, siendo de 4 para el citometro de este CMN (FACs Scalibur
de Cell Quest), existiendo solo dos publicaciones ** ?° sobre medicién de EMR con esta cantidad de
fluorocromos, la mayoria de trabajos hablan de 6 o0 més colores, con una sensibilidad de 0.01%. Este factor
estéa relacionado al concepto de “inmunofenotipo asociado a leucemia” que en otras palabras quiere decir, a
mayor combinaciéon de fluorocromos que definen una poblacién leucémica, mayor sensibilidad y
especificidad tendra su seguimiento.

3. Laviabilidad de muestras tomadas al dia 28 de la quimioterapia, ya que no siendo un parametro medido en
nuestro estudio puede tener influencia al procesarse muestras con cierto grado de apoptosis y
desintegracion celular, que no reflejen la cantidad real de blastos postquimioterapia, reportdndose un nivel
de blastos menor y por consiguiente EMR negativa. En poca literatura se especifica que el procesamiento
de la muestra para EMR debe transcurrir en las primeras 24 horas de haberse tomado.

4. La “rutina” metodolégica utilizada en el sistema de computo. Varias publicaciones de medicion de EMR por
citometria de flujo > ** '8, apuntan a que es mejor utilizar ventanas curvas (redondas) que poligonales para
poblaciones celulares agrupadas en un clister y, en caso de poblaciones celulares no estrechamente
agrupadas, es mejor utilizar ventanas poligonales que cuadradas, esto con el fin de reproducir
“exactamente” el campo usado al momento de diagndéstico, abarcando una misma area de las gréaficas
iniciales (gating). Es de notar que precisamente por este Ultimo factor, una gran cantidad de pacientes con
leucemia aguda de novo que ingresaron para el estudio, tuvo que ser eliminado, al tener gréficas de
inmunofenotipos de EMR no concordantes con las de diagnéstico, perdiéndose asi valiosa informacion
sobre la incidencia de EMR y su valor pronéstico en la recaida leucémica. Un criterio similar se usé
respecto al nimero de eventos reportados en las graficas de EMR, siendo que con menos de 5,000 eventos
los pacientes fueron catalogados como no evaluables.

5. El nivel de sensibilidad elegido en este estudio para la clasificacion de EMR como positiva fue de 1%, ya
que este punto de corte es el mas aceptado de acuerdo a las publicaciones, sin embargo algunos trabajos
de investigacion ubican la EMR menor a 0.1% asociada a mayor sobrevida libre de recaida leucémica. En
nuestro caso, la realizacion de ventanas en los graficos de inmunofenotipo no cumplia con la exactitud
necesaria para llevar la deteccién de EMR a ese nivel (menor a 0.1%).

El trabajo previamente realizado en el CMN 20 Noviembre del ISSSTE (Ortiz, M)12 sobre enfermedad minima
residual en leucemias agudas medida por inmunofenotipo, se encontrd una relaciéon entre la EMR y la sobrevida libre
de recaida, destacando varios marcadores asociados a recaidas de LLA (CD34, HLA-DR, CD22) y de LMA (CD13y
CD33), sin embargo de ese estudio se pueden distinguir varios aspectos. Se realiz6 un seguimiento minucioso de
marcadores de CD (cluster differentiation) en forma individual, no bajo el concepto de inmunofenotipo asociado a
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leucemia, que segln nuestra bibliografia, requiere de una combinacion de marcadores al identificar células
leucémicas, lo que aumenta la probabilidad de su deteccién al seguimiento postquimioterapia * *.

Una limitante mas de nuestro estudio, es que otros factores prondsticos ya conocidos por su asociacion con la
sobrevida libre de recaida y global, como lo son las aberraciones genéticas detectadas por cariotipo y la expresion
de oncogenes medibles por PCR, no pudieron ser evaluados por la escasa informacién que se pudo colectar
respecto de ellos. Factores que explican esto son: la viabilidad de las muestras de médula 6sea o de sangre
periférica, siendo la mayoria de reportes de citogenética “sin material para estudio” o en el caso de PCR “muestra
inhibida”. No se tiene informacion sobre el tiempo transcurrido entre la toma y el andlisis. Otro factor fue la escasés
de muestra al dia 28 de quimioterapia, es decir adquisicion de material suficiente para inmunofentoipo de
seguimiento de EMR, pero insuficiente para otros estudios de extension.

En el presente estudio, se pudo conocer la incidencia de la EMR medida por citometria de flujo en los pacientes
de leucemia aguda de novo que recibieron quimioterapia intensiva y la relacion que esta guarda con los eventos de
recaida leucémica, no hubo asociaciéon entre los niveles de EMR vy la incidencia de recaidas leucémicas. Al
comparar los grupos de EMR positiva y negativa con el desarrollo de recaida leucémica las variables mostraron una
X2 de 1.31 (valor inferior al 3.84 esperado para una distribucién con grado de libertad 1) que traduce independencia
de las dos variables, EMR y recaida leucémica son independientes una de otra (p< 0.252). No hubo relacion de la
EMR con otros factores prondsticos ya conocidos de leucemia aguda (edad, leucocitos iniciales, plaquetas, etc), sin
embargo si hubo relacién estadisticamente significativa de la cantidad de leucocitos iniciales con la recaida
leucémica, fenémeno fisiopatolégico ya bien conocido. Tampoco se encontrd relacion entre el subtipo de leucemia
diagnosticado y la cantidad de EMR al final de la quimioterapia de induccién a la remision.

En cuanto a la sobrevida libre de recaida (SLR), como se puede ver en las curvas de Kaplan-Meier, el grupo que
tiene EMR negativa tiene un periodo de SLR menor al compararlo con EMR positiva, cuando lo esperado es que al
tener mas células leucémicas residuales al final del tratamiento intensivo de induccion, se presenten mas recaidas
leucémicas o que éstas se presenten en una etapa mas temprana. Sin embargo la comparacion de estos grupos
obtuvo una p < 0.38, por lo que no se considera significativo, pudiendo haber otros factores relacionados a la recaida
leucémica que tengan mayor influencia para ésta.

Idealmente, el profesional involucrado en la realizacién de la citometria de flujo al diagnéstico de la leucemia y la
cuantificacién de células residuales al finalizar la quimioterapia de induccién debe seguir estrictos lineamientos
técnicos. Al diagnéstico, seleccionar la ventana (0 gate) que mejor defina la poblacion leucémica segun las
caracteristicas morfoldgicas observadas al microscopio 6ptico, aplicar la combinacién de marcadores inmunoldgicos
gue ayuden a delimitar la poblacion a estudiar (marcadores de inmadurez y los que identifican estirpe celular). Al
seguimiento (medicion de EMR), utilizar la misma ventana (con idéntica forma y area) en la gréfica y seleccionar del
inmunofenotipo de diagnostico, la combinacién de fluorocromos que mejor delimité la poblacion leucémica a
estudiar. Aplicar estos dos lineamientos técnicos permite reproducir con gran exactitud la medicién de EMR y la
busqueda de hasta 0.01% de eventos encontrados al diagnéstico. El tiempo transcurrido desde la toma de muestra
hasta su procesamiento, no deberia exceder de 24 horas.
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5. CONCLUSIONES.

Por lo anterior, se concluye que con el nimero de pacientes analizados (45) y la metodologia diagnostica por
citometria de flujo utilizada, asi como el punto de corte para considerar Enfermedad Minima Residual positiva por
inmunofenotipo (mayor a 1%):

¢ No hubo asociacién entre la presencia de Enfermedad Minima Residual positiva, medida por
inmunofenotipo, al final de la quimioterapia intensiva (induccion a la remisién) y la incidencia de recaidas
leucémicas.

« No hubo impacto entre la presencia de Enfermedad Minima Residual positiva y la sobrevida libre de recaida
leucémica.
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ISSSTE

Nombre de paciente: Expediente: .

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Por medio de la presente autorizo ser incleidel Protocolo de Investigacion de Detecciéinfermedad Minima Residual
por Citometria de Flujo en pacientes con Leucengada de Novo, el cual sera realizado en Servicidataatologia del Centro
Medico Nacional “20 de Noviembre” del ISSSTE. Parer los resultados completos es necesarioliaaei@n del aspirado de
médula ésea al ingreso al Servicio, al final deptanera quimioterapia que se llama Induccion a dmision. Estos
procedimientos se realizan en forma rutinaria cgrade de la evaluacién de la enfermedad. Paranta tde muestras del
aspirado de médula 6sea se aplicard anestesiddapat permitira el control del dolor en el sidie extraccion. No existe algin
riesgo de otras complicaciones ya que la tomaadeaeen los huesos de la cresta iliaca o esternon.

La aceptacion de participar en este estuslicoa la finalidad de conocer detalladamente &ueidon de mi enfermedad y
esto permita al grupo de hematélogos conocer eblgoslesenlace y a futuro poder establecer difesersquemas de
quimioterapia y modificar la evolucion de la enfedad.

Ademas acepto la toma de muestras de sangférigsa para conocer los resultados de laboratwdigales y cotejarlos con los
resultados obtenidos en la citometria de flujo.

Estoy enterado que en el momento que dese® patrarme del estudio y continuar con mi tratmto ya establecido por mi
equipo tratante.

NOMBRE Y FIRMA DEL PACIENTE O TUTOR

TESTIGO POR PARTE DEL PACIENTE

TESTIGO POR PARTE DEL HOSPITAL

NOMBRE Y FIRMA DEL INVESTIGADOR
México D.F a de 2010

Investigador Responsable.- Dr. Nolasco CancinoIC&sareo cesarnolc&@yahoo.com.mServicio de Hematologia.
Centro Medico Nacional 20 de Noviembre Tel 520086k 14246
Investigador adjunto.- Dra Alvarado Ibarra MartBarvicio de Hematologia. Tel52005003 ext 14246
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PROTOCOLOS DE QUIMIOTERAPIA VIGENTES EN EL SERVICIO DE HEMATOLOGIA DEL
CENTRO MEDICO NACIONAL 20 DE NOVIEMBRE ISSSTE (2008 A 2010).

TRATAMIENTO DE LA LEUCEMIA AGUDA LINFOBLASTICA EN MENORES DE 35 ANOS (LAL6-2010).

Dia -4: dexametasona 10 mg/ m2/ dia, IV en bolo, durante 4 dias (-4, -3, -2 y -1). Tomar médula ésea al dia 0.

Induccion a la remision (1.0):

Dia 0:

. Ara-C 20, 30, 50 o 70 mg intratecal, para edades de <1, 2, 2 a 3, >3 afios respectivamente.

. Daunorrubicina 120 mg/ m2 IV pasar a goteo continuo en el curso de 48 horas, diluida en una cantidad apropiada de solucién
salina isotonica.

Dia 2:

. Ciclofosfamida 1,200 mg/ m2 IV en bolo.

. Vincristina 1.5 mg/ m2 IV en bolo, repetir los dias 9, 16 y 23 del ciclo.

. Prednisona 60 mg/ m2 VO diario hasta el dia 23, luego disminuir progresivamente en el curso de 9 dias.

Dia 4:

. Asparaginasa 4,000 U/ m2/ dia mi, continuar lunes, miercoles y viernes hasta concluir la consolidacion.

Dia 9:

. Filgrastim 5 mcg/ kg/ dia SC, continuar hasta que la cifra de neutréfilos sea mayor de 500 x mm3 en dos cuentas
consecutivas.

Dia 8:

. Si hay infiltracién inicial al SNC: metotrexate 12.5 mg y dexametasona 5 mg Intratecales, repetir los dias 15y 22.

Dia 15:

. Si NO hay infiltracion inicial al SNC: metotrexate y dexametasona en las mismas dosis que el dia 8, solo los dias 15 y 22.

Tomar médula ésea los dias 14 y 28. Anotar la cantidad de blastos obtenida en cada determinacién. El criterio de
remision completa se aplicara en la toma del dia 28, si no hay remisién sale de este programa, si hay remisién pasar
intensificacion (2.0).

Intensificacién (2.0): Iniciar con neutréfilos mayores a 500 x mm3 y plaquetas mayores a 100,000 x mm3, colocar

catetéter reservorio.

Dia 1:

. Ara-C 1.5 gr/ m2 IV diluido en cantidad conveniente de solucién salina, pasar en 3 horas, cada 12 horas (en total 8 dosis).

Dia +7:

. Filgrastim 5 mcg/ kg/ dia SC a partir del dia 7 postquimioterapia, hasta que los neutréfilos superen 500 x mm3 en dos cuentas
consecutivas.

Terminada la intensificacion, los pacientes con Riesgo Alto seran considerados para transplante alogénico.

Consolidacion (3.0):

Dia 18 (3.1): Con neutréfilos mayores a 500 x mma3 y sin infeccion.

. Vincristina 1.5 mg/ m2 IV un dia previo al paso de metotrexate.

. Bicarbonato de sodio 0.5 mEg/ kg pasar en 15 a 30 minutos inmediatamente antes del metotrexate.

. Metotrexate 1.0 gr/ m2 diluido en solucion salina (al menos 1.0 gr de MTX en 1,000 cc de solucion glucosada) y pasar a goteo
continuo en 4 a 6 horas.

. Acido folinico 50 mg/ m2 IV cada 6 horas, comenzando 24 horas después de terminado el metotrexate (dosis 1 a 6).

Dia 25 (3.2):

. Vincristina 1.5 mg/ m2 IV en bolo.

. Prednisona 180 mg/ m2/ dia VO por 7 dias.

Tomar médula 6sea, si permanece en remision, pasar a mantenimiento. A partir de este dia, las médulas éseas se
tomaran cada 3 meses. El programa continuara en tanto persista la remision.

Mantenimiento temprano (4.0): Iniciar con neutréfilos mayores a 1,000 x mm3 y plaquetas mayores a 100,000 x

mm3 usar FEC-G en caso de que la pancitopenia impida el cumplimiento del programa.

Dia 1 (4.1):

. Metotrexate 12.5 mg + citarabina 50 mg + dexametasona via IT, repetir los dia 8, 15y 22.

. Radioterapia Craneal 1.8 Gy/ dia x 10 dias, solo en pacientes con leucocitos mayores a 50,000 x mm3, infiltracion al SNC,
componente linfomatoso inicial o inmunofenotipo T.

. Prednisona 15 mg/ m2/ dia VO por 12 dias, solo si reciben radioterapia.

. 6 mercaptopurina 300 mg/ m2/ dia VO por cuatro dias consecutivos.




Dia 5 (4.2):

. Ciclofosfamida 600 mg/ m2 IV en bolo.

. L-asparaginasa 4,000 U/ m2 IM, continuar con una aplicacién a la semana hasta completar 9 dosis.

Dia 12 (4.3):

. Vincristina 1.5 mg/ m2 1V, repetir los dias 19 y 26 (asi como los dias 74 y 81 del ciclo).

Dia 19 (4.4):

. Prednisona 180 mg/ m2/ dia VO, administrada por 7 dias.

Dia 26 (4.5):

. Metotrexate 650 mg/ m2 IV diluido en 500 cc de solucién salina isot6nica, adicionada con bicarbonato de sodio 80 mEqg/ m2 en
infusion de 4 horas (dia 1).

. Acido folinico 50 mg/ m2 VO o IM cada 6 horas por seis dosis. La primera dosis sera 24 horas después de terminada la
aplicacion de metotrexate.

Dia 40 (4.6):

. Daunorrubicina 40 mg/ m2 (6 mitoxantrona 8 mg/ m2) 1V en infusion continua de 4 horas, diluida en una cantidad apropiada de
solucion salina.

Dia 42 (4.7):

e Ara-C 100 mg/ m2/ dia IM cada 12 horas por 3 dias consecutivos.

. 6-mercaptopurina 50 mg/ m2 cada 12 horas VO, durante 3 dias consecutivos (en total 6 dosis).

Mantenimiento subsecuente (5.0): Iniciar con neutrféfilos mayores a 1,000 x mm3 y plaguetas mayores a 100,000

x mmg3, usar FEC-G en caso de que la pancitopenia impida el cumplimiento del programa.

Dia 0 (5.1):

. Metotrexate, dosis intratecal igual a la induccién, una dosis.

Dia0, 1,2y 3 (5.2):

. 6-mercaptopurina 300 mg/ m2/ dia VO.

Dia 4 (5.3):

. Ciclofosfamida 1,200 mg/ m2 IV en bolo.

Dia 11, 18 y 25 (5.4):

. Vincristina 1.5 mg/ m2 V.

Dia 18 (5.5):

. Prednisona 180 mg/ m2/ dia VO por 7 dias.

Dia 25 (5.6):

. Metotrexate 650 mg/ m2/ IV diluido en 500 cc de solucién salina isoténica, adicionada con bicarbonato de sodio 80 mEqg/ m2
en infusién de 4 horas (dial).

. Acido folinico 50 mg/ m2 VO o IM cada 6 horas (6 dosis), la primera dosis sera 24 horas después de terminada la aplicacion
de metotrexate.

Dia 40 (5.7):

. Daunorrubicina 40 mg/ m2 (o mitoxantrone 8 mg/ m2) 1V en infusion de 4 horas, diluida en una cantidad apropiada de solucién
salina, hasta completar la dosis acumulativa de 550 mg/ m2, cuando esto suceda, emplear ciclofosfamida a dosis igual que en
4.3.

Dia 42 (5.8):

e Ara-C 100 mg/ m2/ dia IM cada 12 horas por 3 dias consecutivos.

. 6-mercaptopurina 50 mg/ m2 VO cada 12 horas x 6 dosis.

Repetir, las veces que sea necesario, el mantenimiento subsecuente hasta completar dos afios en remisién
completa continua, a partir del fin de la consolidacion.

Si después de la induccién y/o consolidacién, la neutropenia impide pasar a la fase siguiente, dar:

. 6-mercaptopurina (5.1) 75 mg/ m2/ dia VO (semana 1 a 3).

. Metotrexate (5.2) 25 mg/ m2/ por semana VO (semana 1 a 3).

. Vincristina (5.3) 1.5 mg/ m2/ dia (semana 4).

. Prednisona (5.4) 40 mg/ m2/ dia VO por 7 dias (semana 4).

En cuanto sea posible pasar a la fase proxima. Para calendario de médulas 6seas y LCR posterior a suspension
electiva: se haran mensuales los 1os seis meses, cada 2 meses los seis siguientes, cada 3 meses el segundo afio
con LCR cada 6 meses, cada 4 meses el tiempo restante (con LCR por indicacion). Los pacientes seran referidos a
su unidad hospitalaria al completar 3 afios en remision completa continua después de suspension electiva.
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TRATAMIENTO DE LA LEUCEMIA AGUDA LINFOBLASTICA EN MAYORES DE 35 ANOS (LAL10-2010).

Induccion a la remision (1.0):

. Dexametasona 15 mg/ m2 IV dias -4, -3, -2-, -1.

. Metotrexate 12.5 mg + dexametasona 4 mg via intratecal el dia 0. Tomar citologia de LCR antes de aplicar.

. Daunorrubicina 120 mg/ m2 IV para infusion de 48 horas (dias Oy 1).

. Ciclofosfamida 750 mg/ m2 IV en bolo (dia 2).

. FEC-G 300 mcg via SC o IM (desde el dia 9 hasta que los neutréfilos alcancen 1,500 x mm3).

. Vincristina 2 mg IV en bolo (dias 1, 8, 15 y 22).

. L-asparaginasa 6,000 u/ m2 IM (dias 8, 15, 21 y 28).

. Prednisona 100 mg/ m2/ dia VO (semana 1y 3).

. Tomar médula 6sea los dias 14 y 28. El resultado de médula 6sea del dia 14 consignarlo para analisis posterior. En la médula
6sea del dia 28 si hay mas de 5% de blastos, sale de este programa. Si hay menos de 5% de blastos con celularidad normal,
pasar a la intensificacion, si la celularidad es subnormal, repetir el estudio el dia 38 y aplicar el criterio anterior, si persiste
hipocelular sale de este programa.

Intensificacion (2.0): Iniciar con neutrdfilos totales superiores a 1,000 x mm3, colocar reservorio.

. Ara-C 2.0 gr/ m2/ dosis 1V, diluir en 250 cc de solucién salina en infusién de 4 horas, cada 12 horas por 8 dosis (dias 1 a 4).
. FEC-G 300 mcg via SC a partir del dia +7 postquimioterapia, hasta obtener neutréfilos de 1,500 x mm3.

*  Terminada la intensificacion, seran considerados para transplante alogénico.

Consolidacion (3.0): Aleatorizar para ramas LALA (2, 4, 7, 9, 10, 11, 13, 15, 17, 19) y LALA-FLU (1, 3, 5, 6, 8, 12,
14, 16, 18, 20). Los ciclos seran cada 2 semanas después de concluidos, o cuando los neutréfilos superen la cifra
1,000 x mm3 y las plaquetas la de 100,000 x mm3. Usar FEC-G con el propdsito de no retrasar las aplicaciones de
quimioterapia. Las médulas 6seas de control se realizaran cada 3 meses o por sospecha de recaida.

Dia 1 (3.1): Ambas ramas:

. Vincristina 2 mg/ dia IV.

. Metotrexate 1.0 gr/ m2 1V diluido en 1,000 cc de solucién salina, adicionada con bicarbonato de sodio 80 mEg/ m2 pasar a
goteo continuo en 4 a 6 horas, continuar con 1,000 cc de solucién salina adicionada con bicarbonato de sodio 80 mEg/ m2
cada 8 horas por dos ocasiones mas. Cuantificar metotrexate sérico a las 24, 48 y 72 horas después de iniciado.

. Acido folinico 50 mg/ m2/ dosis, IV o IM cada 6 horas. La primera dosis sera a las 24 horas después de terminada la
aplicacion de metotrexate (dosis 1 a 6).

. Metotrexate y dexametasona una aplicacion IT a las 2 horas de haber iniciado el metotrexate 1V, en cantidades semejantes a
las usadas en la induccién, tomar muestra para citologia de LCR.

. (3.1.1) solo la rama de LALA-FLU: fludarabina 50 mg/ m2 VO el dia 7 después de aplicado el metotrexate.

3.2: Ambas ramas:

. Ciclofosfamida 750 mg/ m2/ dia IV (dia 1).

. Vincristina 2 mg/ dia IV (dia 1).

. Daunorrubicina 50 mg/ m2 (o mitoxantrona 8 mg/ m2) IV diluida en 250 cc de solucion salina para pasar en 4 horas (dia 1).
. Prednisona 100 mg/ m2/ dia VO (dias 1 a 5).

. L-asparaginasa 6,000 u/ m2 IM (dia 5).

. (3.2.1) solo rama LALA-FLU: fludarabina 50 mg/ m2 VO el dia 7 después de aplicado el antraciclico.

3.3: Ambas ramas:

e VP-16 (etoposido) 150 mg/ m2/ dia IV diluido en 150 ml de solucién salina en infusién de 1 hora (dias 1, 2 y 3).
e Ara-C 300 mg/ m2/ dia IV en bolo al terminar cada aplicacion de VP-16.

. L-asparaginasa 6,000 u/ m2/ dia IM (dia 4).

. FEC-G 300 mcg via SC a partir del dia +7 postquimioterapia hasta obtener neutréfilos de 1,500 x mm3.

. (3.3.1) solo rama LALA-FLU: fludarabina 50 mg/ m2 VO el dia 7 después de la tltima dosis de Ara-C.

Los ciclos seran aplicados con la siguiente secuencia (tres de cada uno de los ciclos): 3.1, 3,2, 3.3, y luego 3.1, 3.2y
3.3yluego 3.1, 3.2y 3.3. En el caso de LALA-FLU se intercalaran 3.1.1, 3.2.1 y 3.3.1. Al concluir el tltimo, pasar a:

Profilaxis (4.0) al Sistema Nervioso Central

. Metotrexate 12.5 mg + Ara-C 50 mg + dexametasona 5 mg, cinco aplicaciones dos veces por semana, tomar muestra para
citologia de LCR en la 1ay Ultima aplicacion.

. Vincristina 2 mg/ dia IV (dias 1 y 8).

. Prednisona 60 mg/ m2/ dia VO (dias 1 a 14).

. Después de dos semanas, pasar a:

Mantenimiento (5.0):
. 6-mercaptopurina 100 mg/ m2/ dia VO (semanas 1 a 4).
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. Metotrexate 12.5 mg/ m2/ dia VO solo martes y jueves (semanas 1 a 4).
. Pasar lo antes posible a 6.0 (neutrofilos mayores de 1,000 x mm3 y plaquetas de 100,000 x mm3).

Reinduccién (6.0):

. Metotrexate, Ara-C e hidrocortisona intratecal (dia 1), tomar muestra para citologia de LCR.

. Ara-C 100 mg/ m2 cada 12 horas IM (dias 1 a 4).

. Ciclofosfamida 600 mg/ m2 IV (dia 1).

. FEC-G 300 mcg via SC a partir del dia +7 postquimioterapia hasta obtener neutréfilos de 1,500 x mm3.

Después de 2 semanas, o con leucocitos superiores a 1,000 x mm3 y plaquetas de 100,000 x mm3, repetir el punto

5.0 y luego continuar con el punto 3.1 que sera:

. Vincristina 2 mg/ dia IV (dia 1).

. Metotrexate 650 mg/ m2 IV diluido en 1,000 cc de solucion salina isotdnica, adicionada con bicarbonato de sodio 80 mEg/ m2
a goteo continuo por 24 horas (dia 1).

. Acido folinico 50 mg/ m2 IV cada 6 horas (6 dosis), la primera dosis ser& 24 horas después de terminada la aplicacion de
metotrexate.

. Metotrexate y dexametasona, una aplicacion intratecal, dos horas después de iniciado el metotrexate IV, en cantidades
semejantes a las usadas en la induccién, tomar muestras para citologia de LCR.

Seguir con 3.2 y 3.3 (ambos sin asparaginasa). Repetir la secuencia en el orden: 5.0, 6.0, 5.0, 3.1, 3.2, 3.3, 5.0... y
mantenerla hasta completar 30 meses en remisiéon completa continua, cuando se suspendera el tratamiento. En el
caso de la rama LALA-FLU, se aplicara 3.1.1, 3.2.1 y 3.3.1 de la misma forma que la consolidacién. Cada ciclo debe
iniciarse cuando se tengan leucocitos y plaquetas en los limites minimos sefialados, si esto no ocurre, usar FEC-G
300 mcg al dia al concluir el ciclo y mantenerlo hasta que los neutréfilos alcancen el limite antes sefialado. Para
calendario de médula 6sea y LCR post suspension electiva: mensuales los 1o0s seis meses, cada 2 meses los seis
meses siguientes, cada 3 meses el segundo afio (con un LCR cada 6 meses) y cada 4 meses el tiempo restante
(LCR por indicacion). Los pacientes seran referidos a su unidad hospitalaria de procedencia al completar tres afios
en remision completa continua después de suspension electiva. El paciente quedard fuera de protocolo si se
encuentra en recaida, en cualquier sitio y en cualquier momento de su observacion.
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TRATAMIENTO DE LA LEUCEMIA AGUDA NO LINFOBLASTICA (LANOL-9-2008).

Induccion a la remision (1.0):

Dia 0:

. Citarabina 100 mg/ m2 diluidos a 20 mg/ ml de solucion fisioldgica en infusion IV de 24 horas (dias 1 a 7).

. Idarrubicina 12 mg/ m2 diluidos a 1 mg/ ml de solucion fisiologica para pasar en bolo IV (15 minutos) por 3 dias (dias 1 a 3),
puede usarse daunorrubicina a 45 mg/ m2 (dias 1 a 3).

. FEC-G 300 mcg via SC al dia a partir del dia +7 postquimioterapia, hasta que los neutréfilos alcancen 1,500 x mm3.

Evaluar la respuesta en los dias +7, +21 y +28. Ajustarse al manejo de los grupos 1 y 2. Cuando haya buena
celularidad (1 a 2) en cualquiera de los estudios y no mas de 5% de blastos, pasar a posremision.

Grupo 1: blastos al dia +7 iguales o aumentados, considerar un tratamiento de rescate al recuperar.

Grupo 2: blastos al dia +7 con remisién (menor a 5% de blastos), pasar a grupo 3. Menos de 5% de blastos pero
mas de 10% al recuperar, pasar a segunda induccion a la remisién. En todos los casos, buscar remisién al dia +21 y
dia +28, si la hay, pasara al grupo 3, si no hay remision, sale de este protocolo.

Grupo 3: dar dos posremisiones (segin LANOL-9-2008).

Segunda induccion a la remision (1.2):

. Citarabina 1,500 mg/ m2 diluido en 500 cc de solucién glucosada al 5% IV en infusién de 4 horas cada 12 horas (dias 1 a 3).
. Idarrubicina 12 mg/ m2 IV en bolo (15 minutos) dias 1y 2, puede usarse daunorrubicina 45 mg/ m2 dias 1y 2.

. FEC-G 300 mcg via SC a partir del dia +7 postquimioterapia hasta que los neutréfilos sean de 1,500 x mma3.

Primera postremision (2.1):

. Citarabina 1,500 mg/ m2 diluidos en 500 cc de solucion glucosada al 5% IV en infusion de 4 horas cada 12 horas (dias 1 a 4).
. Etoposido 250 mg/ m2 diluidos en 500 cc de solucién glucosada al 5% en infusién de 4 horas (dias 1y 2).

. FEC-G 300 mcg via SC a partir del dia +7 postquimioterapia hasta que los neutréfilos sean de 1,500 x mm3.

Evaluar respuesta en los dias 21 y 28, si hay buena celularidad (1 a 2) en cualquiera de los estudios y no mas de 5%
de blastos, pasar al segundo ciclo de postremision. Si hay buena celularidad (1 a 2) y més de 5% de blastos queda
fuera de este protocolo.

Segunda postremisién (2.2):

. Citarabina 1,500 mg/ m2 diluidos en 500 cc de solucién glucosada al 5% IV en infusién de 4 horas cada 12 horas (dias 1 a 4).
. Idarrubicina 12 mg/ m2 IV en bolo (15 min) dias 1 y 2. Puede usarse daunorrubicina 45 mg/ m2 dias 1 y 2.

. FEC-G 300 mcg via SC a partir del dia +7 postquimioterapia hasta que los neutréfilos sean de 1,500 x mma3.

Evaluar respuesta en los dias 21 y 28, si hay buena celularidad (1 a 2) en cualquiera de los estudios y no mas de 5%
de blastos, pasar a observacion. Si hay buena celularidad (1 a 2) y mas de 5% de blastos queda fuera de este
protocolo. Después de la posremision los pacientes pasan a observacion, salvo que se realize transplante alogénico
0 autdlogo de células progenitoras hematopoyéticas. Durante la observacion, en ausencia de transplante, las
revisiones seran mensualmente (primer afio), bimensuales (segundo y tercer afio) y trimestrales. En los primeros
tres afios las médulas 6seas seran cada 3 meses, después cada 6 meses. La observacion se mantendra hasta cinco
afos luego de remisién completa continua sin quimioterapia.

En pacientes que esperan auto o alotransplante de mecula dsea (iniciar dos meses después de 2.2):

Mantenimiento (3.1):

. Citarabina 1,500 mg/ m2 diluidos en 500 cc de solucion glucosada al 5% IV en infusion de 4 horas cada 12 horas (dias 1y 2).
. Etopdsido 250 mg/ m2 diluidos en 500 cc de solucién glucosada al 5% IV en infusién de 4 horas dias 1y 2.

. FEC-G 300 mcg via SC a partir del dia +7 postquimioterapia, hasta que los neutréfilos alcancen 1,500 x mm3.

Mantenimiento (3.2):

. Citarabina 1,500 mg/ m2 diluidos en 500 cc de solucién glucosada al 5% IV en infusién de 4 horas cada 12 horas (dias 1 y 2).
. Idarrubicina 12 mg/ m2 IV en bolo (15 min) dias 1 y 2. Puede usarse daunorrubicina 45 mg/ m2 dias 1 y 2.

. FEC-G 300 mcg via SC a partir del dia +7 postquimioterapia, hasta que los neutréfilos alcancen 1,500 x mma3.

Los ciclos de mantenimiento se alternaran cada dos meses hasta que suceda el transplante.




TRATAMIENTO DE LA LEUCEMIA AGUDA PROMIELOCITICA (LAP-3-2008).

Induccion a la remision (1.0):

. ATRA 45 mg/ m2/ dia VO dividido en dos tomas con alimentos, hasta la remisiéon completa, desde el dia 1 y hasta minimo 30 y
méximo 90 dias.

. Daunorrubicina 60 mg/ m2/ dia (o idarrubicina 15 mg/ m2/ dia) IV en infusién de 60 min (dias 2, 4, 6y 8).

Si hay evidencia de sindrome de ATRA (incremento de cifra de neutrdfilos mayor a 5,000 x mm3, aumento de peso,
fiebre inexplicable, disnea) administrar dexametasona 10 mg IV cada 12 horas por 3 dias, tomar radiografia de térax
de control. Si persisten las alteraciones suspender ATRA y esperar la mielosupresion. Si sucede antes de iniciar el
antraciclico, adelantar su administracion, conjuntamente con la dexametasona. Tomar médula 6sea el dia 30. Si hay
celularidad normal y menos de 5% de blastos, pasar a la fase siguiente. Si no hay remision sale de este programa y
contarlo como fracaso (falla).

Postremision (2.1):
. Daunorrubicina 35 mg/ m2 (o idarrubicina 7 mg/ m2) IV a goteo continuo dias 1, 2, 3y 4.

Postremisién (2.2): aplicar a las cuatro semanas después del 2.1:
. Daunorrubicina 35 mg/ m2 (o idarrubicina 7 mg/ m2) 1V a goteo continuo dias 1, 2, 3y 4.

Mantenimiento (3.0):

. 6-mercaptopurina 50 mg/ m2/ dia, dividido en dos tomas VO diario, durante 24 meses.

. Metotrexate 15 mg/ m2 VO por semana (en una o dos tomas por semana) por 24 meses.
. ATRA 45 mg/ m2/ dia VO (dias 1 a 25) cada 3 meses.

Seguimiento: Evaluacion mensual con biometrias hematicas, enzimas hepaticas y quimica sanguinea. La toxicidad
hematoldgica y hepatica no debera exceder del grado 2 de la OMS. Ajustar dosis y tiempo de administracién. El
objetivo es mantener dosis completas el mejor tiempo sin exceder la toxicidad sefialada. Solicitar cariotipo y médula
6sea cada 3 meses. Si hay recaida el paciente queda fuera de este programa, contarlo como fracaso (recaida).
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