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1 RESUMEN ESTRUCTURADO

ESTUDIO 1 CITOMETRIA DE FLUJO COMO HERRAMIENTA DIAGNOSTICA EN LOS PACIENTES CON LEUCEMIA
LINFOIDE AGUDA

Introduccién: La citometria de flujo es una herramienta diagndstica aplicada en la mayoria de las enfermedades
hematoldgicas, su utilidad se basa en un analisis cuantitativo tanto de estructuras celulares, compartimientos o la
funcionalidad celular (3). En leucemias se utilizan diversos anticuerpos monoclonales unidos a fluorocromos que en un
corto tiempo pueden dar informacion sobre la coexpresion de diversos antigenos en las membranas celulares (4,5). Para el
diagnostico de las leucemias se necesita un panel que permita distinguir la estirpe mieloide y linfoide (MPO, CD3, CD79a)
para posteriormente adicionar marcadores que permitan conocer el estadio de maduracion (6,7). Para el diagnéstico de
LAL-B se requiere de la coexpresion de al menos 2 de los antigenos mas tempranos de linea B (CD19, CD22 y CD79a) y se
clasifican de acuerdo al estadio madurativo de las células neoplasicas en 4 subgrupos diferentes: a) LAL pro B o BI, b) LAL
comun o BII, ¢) LAL pre B o Blll, d) LAL madura o BIV (tabla 1) (8,9). La variedad B comin es el fenotipo més frecuente

tanto en nifios como en adultos representando cerca del 70% de los casos (10,11)

Material y Métodos: Se trata de un estudio retrospectivo, observacional, descriptivo, transversal y analitico. El objetivo
primario fue establecer la frecuencia de expresion de los marcadores de superficie de los blastos linfoides en sus diferentes
etapas de diferenciacion en el momento del diagnostico de los pacientes con leucemia linfoblastica aguda de novo. Se
utilizé el software estadistico SPSS version 20.0. El analisis inicial fue la descripcion de medias de los diferentes
marcadores, la diferencia de medias se realizd mediante la prueba T-student considerandose significativo un valor de p <
0.05 (95%IC). Posteriormente la diferencia de las medias de expresion entre los grupos se realizé por una ANOVA de una

via.

Resultados: El subtipo FAB mas frecuente fue la variedad L2 (81.3%, n= 169). Dentro de la estratificacion por edad, la
variedad L2 fue la mas frecuente dentro de todos los grupos de edad. Tanto para la variante B como T la principal variedad
morfoldgica fue el subtipo L2 (82.1% para B y 17.9% para la variedad T). En cuanto al Inmunofenotipo la variante mas
frecuente es la variedad B comin (CALLA+) con un 80.8% (n= 168). Se identificd que la variante B comin se mantuvo
constante  desde la edad pediatrica hasta la edad de adulto mayor (0-10: 72.7%, 11-20: 82.2%, 21-30: 81%, 30-60:
81.6%, > 60 afios: 77.8%). La media de expresion del marcador de superficie CD22 fue de alrededor de un 62.8% (rango 0
- 99.8%), La frecuencia de positividad de este marcador fue de 89.9% (n=176). La media de expresion del marcador de
superficie CD19 fue de alrededor de un 76.1% (rango 0 — 99.9%), La frecuencia de positividad excluyendo a las leucemias
T fue de fue de 91.3% (n=179).

Conclusion: La expresion de los marcadores de superficie de las células leucémicas en la actualidad no solo es una
herramienta diagndstica, el conocimiento de la frecuencia de expresion de gran importancia en la actualidad ya que existen

nuevas estrategias terapéuticas cuyo fundamento es la expresion de los diferentes marcadores de superficie.



ESTUDIO 2. ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL COMO HERRAMIENTA PRONOSTICA EN LOS PACIENTES
ADULTOS CON LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

Introduccidn: El tratamiento moderno de la Leucemia Linfoblastica Aguda incluye la combinacién de diferentes secuencias
de drogas citotoxicas las cuales en conjunto con esteroides, inmunoterapia o blancos moleculares han mejorado el
prondstico en especial en pacientes pediatricos (1,2). En los adultos el prondstico aun continlia siendo desfavorable, debido
a esto los esquemas se basan en terapias de alta intensidad como Hyper-CVAD o esquemas basados en regimenes
pediatricos en el caso de los adolescentes (3,4). La edad mayor a 35 afios continlla como uno de los principales factores
de riesgo de recaida, identificado tanto en grandes estudios cooperativos como el MRC/UKALLECOG E2993 como en
series méas pequefas (5-7). Otro de los factores que han contribuido con la mejoria del pronéstico es la deteccion de la
enfermedad minima residual (EMR) realizada en su mayoria por citometria de flujo (17,18). EI momento de deteccién es
variable tanto para los nifios como adultos pero la mayoria de los autores coincide que su positividad al final de la induccion

como previo al trasplante de progenitores hematopoyéticos (19-20).

Material y Métodos: Se trata de un estudio retrospectivo observacional en pacientes portadores de Leucemia Linfoblastica
Aguda de novo atendidos en el Hospital General de México los cuales integraron remision completa (<5%) posterior a las
primeras 4 semanas de tratamiento durante el periodo del 2007 al 2016. El objetivo primario fue establecer la relacion que
existe entre la enfermedad minima residual positiva y el porcentaje de recaida durante el seguimiento de los pacientes con
leucemia linfoblastica aguda de reciente diagnostico en el servicio de Hematologia del Hospital General de México. Se
plantea como hip6tesis que si un paciente durante su seguimiento presenta expresion de clonas leucémicas mayor de
0.01%, entonces presentard recaida a médula 6sea, sistema nervioso central o algdn otro sitio extramedular de manera mas
temprana en comparacion con aquellos que presenten enfermedad minima residual considerada como negativa. Se utilizd
el software estadistico SPSS version 20.0. La diferencia de medias entre edad y cuenta de leucocitos se estimd mediante la
prueba T student. Para la prueba de contraste de hipotesis se utilizd el test Ji-Cuadrado considerandose significativo a un
valor de p < 0.05 (95% IC). El analisis de supervivencia se realizd mediante el test Kaplan-Meyer, para la comparacion de
grupos en cuanto la supervivencia global y la supervivencia libre de enfermedad se utilizé el test log-rank2. Para la
estimacion del riesgo de recaida para los dos grupos de tratamiento como la utilidad de la EMR se utilizd el célculo del
Odds Ratio.

Resultados: Se registré una diferencia significativa en cuanto a la supervivencia entre los dos protocolos (p= 0.046,95%
IC). Se registrd también una diferencia entre la supervivencia libre de enfermedad entre los dos grupos (p=0.015,95% IC). El
tipo de tratamiento impacto directamente con el prondstico siendo favorable para el protocolo HGMLAL13/MEGATRON
(p=0.004,95% IC). La edad >35 afios se asocid con la recaida temprana (p=0.008, 95% IC) pero la positividad de la EMR de

la semana 36 nos confiere 4.6 veces mayor riesgo de recaida que las presentadas en la semana 12 o 24.

Conclusién: La LLA del adulto continua siendo un reto terapéutico el cual requiere una monitorizacion estrecha por lo que

la deteccion de la EMR se ha vuelto una herramienta fundamental para el prondstico.
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RELEVANCIA DE LA CITOMETRIA DE FLUJO COMO HERRAMIENTA DIAGNOSTICA'Y
PRONOSTICA EN PACIENTES ADULTOS CON LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA

2.0 INTRODUCCION
2.1 Antecedentes.

La Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) es una neoplasia la cual acorde a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) se
encuentra englobada dentro de las neoplasias de precursores linfoides (1). Su diagnéstico de forma general se basa en
los hallazgos morfolégicos en conjunto con los marcadores detectados por citometria de flujo. El prondstico de los
pacientes ha mejorado drasticamente gracias a los avances en el entendimiento de la biologia molecular y la deteccion
de diversos blancos moleculares principalmente inhibidores de kinasa de tirosina, los cuales han modificado la
supervivencia libre de enfermedad (2). El tratamiento de la Leucemia Llinfoblastica Aguda consiste actualmente en la
combinacidn de mdltiples agentes de quimioterapia, inmunoterapia, inhibidores de kinasa de tirosina y en caso de contar

con un donador HLA-compatible ser sometidos a un trasplante de progenitores hematopoyéticos (3,4).
2.2 Epidemiologia.

La incidencia acumulada ajustada a la edad en los Estados Unidos es de 1 por cada 100,000 personas con picos entre 10s
2 a5afos y un segundo pico por encima de los 50 afios (5). En un estudio reciente publicado por Dores y colaboradores
basandose en los registros desde el 2001-2007 en los Estados Unidos estimaron una incidencia de LLA en poblacién
hispana era mayor que en la poblacién no latina (IR=10.2) (6). En México, acorde al registro mundial de Cancer (Globocan,
2008) la incidencia acumulada de leucemia es de 6.3 casos por 100,000 personas, con una tasa de mortalidad de
4.8/100,000 personas (7). Acorde al Registro Histopatologico de Neoplasias Malignas, en el 2002 se registraron 1720
casos de LLA encontrandose por encima de la Leucemia Mieloide Aguda con 944 nuevos casos, siendo la LLA méas
frecuente a diferencia de en otras regiones del mundo (8). En el Hospital General de México, un centro de referencia para
la atencion de Leucemias Agudas establecido en el Distrito Federal se evaluaron la frecuencia de leucemias agudas en

dos periodos de tiempo con 16 afios de diferencia, siendo la LLA la variante mas frecuente (62% versus 38%) (9).
2.3 Pronostico general y Estrategias de tratamiento.

La mortalidad asociada a leucemia ha disminuido. Esto es debido al uso de diversas combinaciones de quimioterapia,
la adicion de nuevos agentes (inmunoterapia, inhibidores de cinasa de tirosina) o la modificacion quimica de
medicamentos ya existentes (pegilacion) (10). La mortalidad por leucemia ha disminuido en la mayor parte de Latino-
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América especialmente en poblacion pediétrica y en menor medida en adolescentes (11). A pesar de los avances del
tratamiento el prondstico en poblacion adulta continua siendo desfavorable. El porcentaje de remisiones completas en
adultos es entre un 85-90% con una supervivencia a 5 afios por debajo del 50% en la mayor parte de los protocolos
de tratamiento. Alrededor del 75% de los pacientes presentan marcadores de mal prondstico y cuentan con una
supervivencia libre de enfermedad de solo un 25% (12). En nuestro pais Arteaga y colaboradores en el Instituto Nacional
de Ciencias Médicas y de la Nutricién Salvador Zubiran presentaron los resultados de una cohorte de pacientes (n=40)
entre 2003 -2007. El porcentaje de remisiones completas fue de 78% para los pacientes tratados con el protocolo
institucional 0195 y 85% para aquellos tratados con el protocolo Hyper-CVAD. La mediana de la supervivencia libre de
enfermedad fue de 11.6 meses y una supervivencia global de 15 meses (13). En el Hospital General de Mexico Ramos y
colaboradores presentaron los resultados de 2 cochortes de estudio entre el 2007-09, el porcentaje de Remisiones
completas fue del 61y 51% respectivamente con una supervivencia global y supervivencia libre de evento de 32y 30%
(14). La estrategia general de tratamiento consiste en una etapa de induccion a la remisién, una etapa de post-induccion,
una etapa de intensificacion o consolidacién en la que se incluye la profilaxis a Sistema Nervioso Central y una etapa de
prolongada de mantenimiento (15). Los farmacos utilizados de forma mas frecuente en la etapa de induccion a la
remision incluyen esteroides (prednisona, prednisolona, dexametasona), vincristina, antraciclinas (en su mayoria
daunorrubicina) y L-asparaginasa en especial en pacientes pediatricos y adolescentes. Farmacos como la ciclofosfamida,
citarabina y mercaptopurina se utilizan generalmente en la etapa de post-induccion. La etapa de post-induccidn consiste
principalmente en la rotacién de bloques de farmacos, ciclos de dosis altas de quimioterapia e inclusive el trasplante de
progenitores hematopoyéticos (16). Posterior al tratamiento estdndar de 2 a 3 afios se realiza la suspension electiva de
tratamiento. Aquellos que permanecen en remision completa por encima de los 4 a 5 afios se consideran curados (17).
Algunos grupos multidisciplinarios han establecido estrategias semejantes a protocolos de poblacion pediatrica como el
protocolo italiano GIMEMA ALL0288 el cual incorpora un esquema de pre-tratamiento con esteroides en conjunto a un

régimen de induccion de 4 farmacos. A pesar de dicha estrategia el porcentaje de recaidas fue del 60% (18)
2.4 Prondstico posterior a una recaida.

Cerca de un 25% de los pacientes seran refractarios al primer esquema de tratamiento y el resto contaran con una
supervivencia libre de enfermedad por debajo del 40% (19-22). Alrededor del 50% de los pacientes presentaran una
recaida dentro de los primeros 5 afios de tratamiento encontrandose relacionado directamente con anormalidades
citogenéticas de mal prondstico o por el tipo de riesgo (23,24). Fielding y colaboradores reportaron en 2007 la
experiencia de un estudio prospectivo en pacientes con recaida a médula 6sea del protocolo MRCUKALL12/ECOG 2993, la
supervivencia global posterior a la recaida fue 7% a 5 afios (95% IC = 4 - 9%), siendo la edad al momento de la recaida
al igual que la uracion de la primera remision completa los principales factores para una buena respuesta para el
tratamiento de rescate (25). Semejante a esto Oriol y colaboradores del grupo PETHEMA en su ensayo prospectivo,
longitudinal evaluaron la supervivencia de 263 adultos posterior a la primera recaida medular. La supervivencia global
registrada posterior a la recaida fue de 4.5 meses (95% IC, 4 -5 meses) con una supervivencia global a 5 afios de 10%

(95%IC, 8-12%). Coincidiendo con Fielding los principales factores de buen prondstico posterior a la recaida fueron la edad
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menor de 30 afios y una mayor duracion de la primera remision completa (26). En nuestro pais existen pocos registros
de los resultados de los diferentes protocolos de recaida. En el Hospital General de México, en un estudio retrospectivo
evaluamos los resulatdos de los diferentes protocolos de recaida (IDA-FLAG, Hyper-CVAD, protocolo institucional 2,3,5)
registrandose un total de 15% de Segundas Remisiones Completas (2RC)y una supervivencia promedio de 113 dias
(27).

3 APLICACION DE CITOMETRIA DE FLUJO EN LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA
3.1 Introduccién

La citometria de flujo (CMF) permite realizar analisis multiparamétricos del componente celular en suspension de una
manera individual a través de sus caracteristicas fisicas y quimicas asi como también permite identificar la expresion de
proteinas celulares (28). La citometria de flujo emplea anticuerpos monoclonales unidos a fluorocromos y de ésta manera
permite analizar un elevado nimero de particulas en suspension en un corto periodo de tiempo asi como también ofrece
informacion simultanea de varios parametros celulares, identifica paralelamente antigenos de superficie y citoplasmaticos y
emplea multiples marcajes para detectar la coexpresion de antigenos aberrantes sobre el blasto. (29,30) En la CM vamos a
observar una distribucion celular segin el tamafio y complejidad interna; estas caracteristicas dependen del grado y de la
magnitud de la dispersion de luz del laser al interactuar con los componentes celulares, que se obtiene a través del andisis
de la muestra que contiene solamente sangre total, la cual funciona como un control negativo (31). Cuando la luz difractada
incide en el mismo eje de la luz incidente, se evalla el tamafio celular a través del forward scatter (FSC). Por otro lado,
cuando la luz difractada y reflejada es detectada a 90° de la direccion del laser, se evalla la complejidad interna celular a
través del side scatter (SC) (31,32) En la figura 1 se muestra un diagrama de puntos (dot plot) donde se ubican los linfocitos,

monocitos y granulocitos, segun su tamafio y complejidad (33).

Fig.1. Disposicidn de linfocitos, monocitos y
granulocitos segln tamafio y complejidad interna.



Para el estudio del inmunofenotipo en leucemias agudas se debe de incluir un panel de anticuerpos dirigidos contra los
principales antigenos de diferenciacion celular, expresados en la membrana, el citoplasma y el nlcleo de los precursores
hematopoyéticos. La CMF permite discriminar entre células blésticas y el componente celular normal presentes de manera
concomitante en la muestra y excluir este ultimo del analisis fenotipico; de ésta forma se erradican los fenémenos de
contaminacion y clasificacion celular errénea (34). A través del marcador CD45 se puede evidenciar una expresion
heterogénea de este antigeno sobre las diferentes poblaciones celulares y diferenciar de manera eficaz a los diferentes

linajes celulares existentes en una matriz compleja (35).

El antigeno pan leucocitario CD45 es una proteina expresada de manera constitutiva en todas las células hematopoyéticas,
que incrementa su densidad de expresion en los estadios finales de la hematopoyesis, en los diferentes linajes celulares
leucocitarios y permanece de manera estable en las células maduras; sin embargo, las células eritroides y las plaquetas
pierden la expresion de ésta proteina a lo largo de su diferenciacion. EI CD45 pertenece a una familia compleja de
glicoproteinas de alto peso molecular y esta compuesto por cinco isoformas, posee actividad tirosin fosfatasa y realiza una
funcién importante en la regulacion de la diferenciacion celular (35, 36). La determinacion del grado de expresion del
antigeno CD45 es de particular importancia ya que permite:

1. Discriminar entre las células blasticas inmaduras normales y maduras
2. Definir el linaje celular
3. Inferir el estadio de maduracion

En la figura 2 se muestra como con el uso de CD45 marcado/SC se disponen de manera diferente las distintas poblaciones

celulares: blastos y linfocitos maduros reactivos en la médula 6sea (33)
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3.2 Diagndstico por Inmunofenotipo

Para el diagnostico inmunoldgico de las leucemias agudas por CMF se deben emplear diferentes paneles de anticuerpos:
obligatorios, recomendados y opcionales (36, 37, 38). Los paneles obligatorios son aquellos que permiten determinar los
criterios de identificacion, cuantificacion y clasificacion de la enfermedad; los recomendados incluyen marcadores que no
son esenciales para el diagnostico pero que son importantes para la sub clasificacion de las leucemias agudas y los
opcionales contienen aquellos anticuerpos necesarios para el diagnéstico de la enfermedad minima residual (EMR), la
deteccion de subtipos raros de leucemias y determinados marcadores antigénicos que puedan sugerir anormalidades
citogenéticas y moleculares, implicados en el pronostico de la enfermedad (36).

Para la caracterizacion inmunofenotipica de las leucemias agudas, los grupos de expertos en CMF para el diagndstico de
enfermedades hematoldgicas, sugieren el empleo de un panel de anticuerpos monoclonales dirigidos contra los antigenos
intracitoplasmaticos como son: mieloperoxidasa (MPO), CD3 y CD79a, el cual permitira determinar el linaje celular
leucémico: mieloide, T y B respectivamente. Basados en la informacidén que se obtenga a partir de éste panel, se le
adicionard el resto de los marcadores especificos de linaje y los relacionados con el estadio de maduracién celular (CD34,
CD45, CD117) (36,39).

Todas las células expresan marcadores que revelan su estirpe linfoide, ya sea B o T dependiendo de estadio de maduracion
en el cual se encuentren. En casos de las leucemias agudas linfoblasticas de estirpe T, la expresion de marcadores
caracteristicos de los precursores de células T son generalmente suficientes para identificar las células leucémicas. En
blastos de estirpe T la enfermedad minima residual puede monitorizar, en la mayoria de los casos, buscando la expresion
de dioxinucleotidiltransferasa terminal (TdT) o, menos comun, la expresion de CD34 en combinacion con otros antigenos de
células T tales como CD3 y/o CD5; estos inmunofenotipos no se expresan en sangre periférica, en médula dsea ni en todos
los pacientes con LAL de estirpe T o en individuos sanos (40). Para una mejor discriminacion entre blastos y células
normales se pueden buscar otros marcadores de células T que no se expresen en leucemias como es CD19 y CD33 o bien

hacer busqueda del antigeno CD99 el cual se expresa cominmente en precursores linfoides T normales (40)

Las células B derivan de un progenitor linfoide comun el cual se diferencia en la médula 6sea. Existen tres estados de
maduracion de CD19 los cuales se expresan en los precursores de células B (BCP) los cuales se conocen como
hematogonias tipo 1, tipo 2 y tipo 3 (pre-B-I, pre-B-Il y células B inmaduras/transicionales) (41, 42). Los precursores de
células B difieren en su fenotipo dependiendo de su estado de maduracién, la mas inmadura con las células pro-B las
cuales son CD19-, CD10-, CD34+, TdT+y CD22+ (43)

En la figura 3 se muestra una grafica de puntos en la cual observamos la expresion de los marcadores de superficie

dependiendo del estado de maduracion de la célula B (44).
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FIG. 3. Inmunofenotipo segun estadio de maduracion

La clasificacién inmunoldgica de la leucemia linfoblastica aguda esta basada en las caracteristicas inmunofenotipicas de los
blastos y se reconocen 4 subtipos. Los antigenos principales que se usan para el diagndstico son:
dioxinucleotidiltransferasa terminal (TdT), CD79a citoplasmatico, CD19 de superficie y CD22, mientras que los antigenos
CD10, CD20 y la inmunoglobulina M citoplasmatica/superficie (IgM Sm/Cy)nos dara la diferencia entre los cuatro subtipos
de BCP: pro-B, comUn, pre-B y pre-B transicional (45, 46)

Aungue sigue existiendo controversia acerca de los fenotipos de los -B CD19-/CD34+, en la actualidad se acepta que éstos
podrian expresar como marcador mas temprano la enzima nuclear desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT). En una
etapa inmediatamente posterior, el precursor B coexpresaria CD22 y CD10 de membrana e incrementaria de forma
progresiva su reactividad para CD79a en el ambito citoplasmatico y de ésta manera adquiriria un fenotipo
CD22+/CD10+/CyCD79a+/CD34+/TdT+ y CD19 negativo. A éste nivel puede observarse una expresion débil para los
marcadores CD13 y CD33, asociados habitualmente a la linea mieloide; no obstante se trata de estadios maduros
escasamente representados en la médula 6sea normal por lo que la adquisicion posterior de CD19 confiere el signo
fenotipico inequivoco de diferenciacion a célula B; esto se debe a que la positividad para CD19 se mantiene estable, junto a

la de CyCD79a, durante la maduracion a linfocito B. Por todo ello, asociado al hecho de que la mayoria de las LAL del
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adulto son CD19+, para la definicion de linea B, habitualmente en las LAL se requiere de la coexpresion de CD19 y

CyCD79a en las células leucémicas.

Los blastos difieren fenotipicamente de las hematogonias normales, esto significa que el inmunofenotipo de los blastos es
aberrante y no corresponde completamente a ningin estadio de maduracion de las hematogonias normales. Los BCP,
especialmente en altas proporciones, pueden causar confusion en el diagnéstico ya que es dificil distinguirlas de los blastos
en estadios muy tempranos y en la cuantificacion de enfermedad minima residual durante el transcurso del tratamiento (49).
Se ha reportado que en ciertas condiciones el nimero y porcentaje de BCP en médula 6sea es elevado y constituye entre el
5% y 50% de todas las células en médula 6sea. Esto puede suceder, sobretodo, después de trasplante de células
hematopoyéticas, después de quimioterapia, en hemorragia aguda significativa asi como también cuando hay presencia de
otras enfermedades como patologia autoinmunes o infeccion por VIH (49-51). Los blastos leucémicos no estan Gnicamente
privados de la maduracién normal si no que también muestran diferentes patrones de expresion antigénica cuando son
comparados con su contraparte; esto se manifiesta en la sobre expresion, subexpresion o expresion asincrénica de
antigenos particulares. Los antigenos que estan presentes tanto en blastos como en BCP normales son: CD10, TdT, CD34,
CD45, CD38, CD20 y CD22. Sin embargo la expresion de CD34 pero con TdT negativo (marcadores de inmadurez) se
expresan Unicamente en células H1 (pre-B-1) en la médula dsea normal (44). La expresion de éstos y de otros antigenos
presentes en las BCP, van cambiando gradualmente durante la maduracion de las células B. En diferentes estudios se ha
demostrado que la expresion de TdT es sostenida en los blastos de células leucémicas (a diferencia de la baja regulacion
durante la maduracién de los precursores de las células B normales) la cual es positiva en el 97.6% de los casos que
presentan CD10- y CD10+, sin embargo esta expresion es significativamente baja en las células H1 (44). Estos resultados
fueron confirmados en el estudio de citometria de flujo de Seegmiller et al (49) y en estudios de microscopia por
inmunofluorescencia (52). Porcentajes similares de blastos con CD34 positivos fueron reportados en esos estudios asi
como la expresion de CD45, CD10, CD38, CD20 y CD22. Sin embargo se encontré una ligera diferencia en el porcentaje de
casos que presentaban blastos positivos para CD22 los cuales fueron reportados en el 78.8% de los casos de los pacientes

con LAL comun y pre-B (CD10 positivos) y en un 71.4% de los pacientes con LAL pro-B (CD10 negativo) (44)

Se reconoce que, desde los precursores B CD19+ mas inmaduros, la diferenciacion a linfocito B esta asociada a cambios
bruscos o graduales en la expresion de diferentes antigenos de membrana e intracelulares que en su conjunto permiten la

identificacion de 3 etapas bien definidas (53):

1. Expresion de antigenos panB como CD19, CD22 y CyCD79a, junto con marcadores de inmadurez como CD34,
TdT y CD10 asi como expresion elevada de CD38, en ausencia de reactividad para Ag asociados a células B
maduras como son Cylg y CD20 (54, 55, 56)

2. En su maduracién posterior, éstas células pierden la expresion de CD34 y TdT asi como también disminuyen su
reactividad para CD10, a la vez que muestran una expresion heterogénea y progresivamente mayor de CD45 y

CD20; en ésta etapa los precursores B producen cadenas pesadas mu que se acumulan en el citoplasma hasta
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gque se sintetizan las cadenas ligeras y se producen moléculas IgM completas que se expresan en la superficie de
los linfocitos B funcionalmente inmaduros (57).

3. Posteriormente los precursores B dejan de expresar CD10 y disminuyen progresivamente la expresion de CD38
asi como también incrementan los valores de positividad para CD45 hasta alcanzar una expresion similar a la de
los linfocitos maduros; de forma transitoria pueden expresar CD5 (55, 56). De forma paralela, el precursor T timico
(CD34+, CD7+y CyCD3+) presenta un proceso de maduracion caracterizado por la adquisicion de expresion para
otros marcadores panT como CD2 y CD5, seguido de coexpresion de CD4, CD8 y CD1a (58, 59); en las ultimas
etapas de la maduracion timica, el precursor T adquiere reactividad para CD3 en su membrana junto a expresion
de CD4 o CD8 (56, 57, 58).

En la figura 4 se representa la secuencia de expresion antigénica que se observa durante la maduracion de precursores B

de médula dsea normal a un linfocito B maduro.

Intensidad de expresion Ag (MFI)

Estadio madurativo

FIG. 4. Secuencia de expresion antigénica en la maduracién de
precursores B

3.3 Clasificacion inmunofenotipica de Leucemia Linfoblastica Aguda en el adulto

Actualmente la LAL del adulto se clasifica de acuerdo a la linea de blastos leucémicos en LAL-B y LAL-T, segun expresen
marcadores asociados de forma estrecha a la diferenciacion B y T; la expresion de estos fenotipos precede incluso al
reordenamiento de los genes de las inmunoglobulinas y del receptro de la célula T (TCR), lo que contribuye a conferir a los
estudios inmunofentotipicos una mayor utilidad en la subclasificacion de linea de las LAL respecto a los andlisis

moleculares.
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3.3.1 Clasificacién inmunofenotipica de la LAL-B

Para el diagnostico de LAL-B se requiere de la coexpresion de al menos 2 de los antigenos méas tempranos de linea B
(CD19, CD22 y CyCD79a) y se clasifican de acuerdo al estadio madurativo de las células neoplasicas en 4 subgrupos
diferentes: a) LAL pro B o Bl, b) LAL comun o BII, c) LAL pre B o BllI, d) LAL madura o BIV (tabla 1) (53, 60)

TABLA 1

Clasificacion inmunofenotipica de las leucemias agudas
linfoblasticas (LLA) de precursores B (LLA-B) y T (LLA-T)
segun el grupo EGIL (European Group for the
Immunological Classification of Acute Leukemias)

Linea Subtipo Caracteristicas fenotipicas
LLA-B Pro B (BI) CD19+, CyCD79a+ y/o
CD22+; CD10-, Cylgp-, slgM-
Comun (BII) CD10+, Cylgp-, slgM-
Pre B (BIII) Cylgp+, slgM-
B (BIV) slgM+
LLA-T Pro T (TI) CD7+, CyCD3+
Pre T (TII) CD7+, CyCD3+; CD2+ y/o CD5+
y/o CD8+
T cortical (TIIN) CD7+, CyCD3+, CDla+
T medular (TIV) CD3+yCDla-; CD7+

La LAL Pro B se caracteriza por expresar Ag de linea B en ausencia de reactividad para CD10 e Ig; en la mayoria de los
casos se observa coexpresion del marcador de inmadurez CD34. En conjunto la LAL pro B representa alrededor de un 10%
de las LAL-B del adulto (53, 61). La naturaleza aberrante de este fenotipo pro-B podria contribuir a explicar la mayor
frecuencia de leucemias con alteraciones 11923 (gen MLL) observada entre este subgrupo de LAL pro-B y su peor
prondstico (53, 62, 63)

La LAL-B comun es el grupo fenotipico de LAL mas frecuente, tanto en nifios como en adultos, donde representa alrededor
de un 70% de los casos (53, 64). A diferencia de lo que ocurre en los nifios, en el adulto, este fenotipo se asocia a mal
prondstico debido a que en éste subgrupo se incluyen, junto a la LAL hiperdiploides, aquéllas con t (9;22), siendo rara la
t(12;21) (53, 65). Fenotipicamente los blastos de éste subgrupo de LAL-B se caracterizan por esxpresar antigenos pan B
junto a CD10, en ausencia de Cylg y slg. Ademas la mayoria de los casos son CD24+, CD34+y TdT+ (66).

La LAL pre B se define por la presencia de cadenas pesadas mu de las Ig a nivel citoplasmatico en ausencia de Ig en la
superficie de los blastos, independiente de la expresion de CD10 (53); en este sentido la mayoria de los casos de LAL pre B
muestra fenotipo CD10+, HLADR* y CD34- asociado a expresion variable de otros marcadores como CD20 y TdT (53, 67).
En alrededor de una cuarta parte de los adultos clasificados en este subgrupo se detecta la presencia de t(1;19) y en menor

medida de t(8;14) (q11.2;32) con reordenamiento del locus IGH en ausencia de alteraciones en el gen ¢-MYC (53).

La LAL-B madura representa el subgrupo menos frecuente (<5%) y en adultos se asocia a una tasa proliferativa elevada y
mal pronostico (53, 68); ademas estos pacientes presentan reordenamientos del gen c-MYC en los que el cromosoma 8
estd implicado en distintas translocaciones que afectan a los genes de las inmunoglobulina como seria la t(8;14) (q24.1,32)
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(53). Desde el punto de vista fenotipico las células leucémicas muestran expresion de IgM en la superficie o cadenas
ligeras kappa o lambda en el citoplasma celular; suelen expresar CD19, CD20, CD22 y CD24 junto a expresion débil de
BCL-2 en ausencia o no de CD10 (53, 69)

3.3.2 Clasificacion inmunofenotipica de LAL-T

Las LAL-T se definen por presentar expresion de superficie o citoplasmética de CD3 junto a otros marcadores pan-T como
CD7 y en menor medida CD2 y CD5; aunque ninguno de éstos 3 Ultimos marcadores es suficiente para asignar las células
blasticas a la linea T, la demostracion de su expresion junto a CD3 resulta imprescindible para éste fin, siendo la gran
mayoria de las LAL-T CD7+ (53, 70).La coexpresion de Ag asociados a linea mieloide, como CD13 y CD33, y en menor
medida CD15 y CD65, es un hallazgo relativamente frecuente entre las LAL-T del adulto; éste tipo de leucemias con
frecuencia marcan baja reactividad para CD34 y HLADR, y ambos marcadores se han relacionado con pronéstico adverso
en los adultos (53, 71)

De acuerdo con el patron de diferenciacion timica las LAL-T se subclasifican en 4 subgrupos: a) LAL pro T, b) LAL pre T, ¢)
LAL-T o cortical y d) LAL-T madura (Tabla 1) (53)

En la LAL pro T las células muestran coexpresion de CyCD3 y CD7 de elevada intensidad en ausencia de otros marcadores
T de membrana como CD3, CD2, CD5, CD4 y CD8, asociados a expresion variable de CD34, CD38, CD29, CD96, CD16,
CD57 y HLADR; con frecuencia se detecta coexpresion de TdT y CD6. Algunos autores han asociado este fenotipo a un
peor pronostico (53)

La LAL pre T se caracteriza por presentar, junto a expresion de TdT, CyCD3 y CD7, habitualmente en ausencia de CD3 de
superficie, otros Ag de células T como serian CD5 y CD8 (53).

La LAL-T cortical se define por la expresion del Ag CD1a junto a positividad citoplasmatica y/o de membrana para CD3;
ademas es caracteristica la expresion de los maracdores pan T (CD7, CD2 y CD5) junto con expresion de CD4, CD8 y TdT.
Hallazgos recientes indican que éste subtipo de leucemia T podria asociarse a un mejor pronéstico debido a su mayor
suceptibilidad a la apoptosis inducida por el tratamiento. Desde el punto de vista citogenético, el fenotipo cortical se ha
asociado con alteraciones del gen HOX11L2, como la t(5;14) (935;932) (53, 72)

La LAL-T madura se caracteriza por la expresion de CD3 de membrana junto al receptor T para Ag (TCR) de tipo aB, o
menos frecuente a TCRgamma/delta, y expresion débil o negativa de TdT. En éstos pacientes la enfermedad se presenta

en la forma de linfoma linfoblastico més que como una variante leucémica pura (72)
3.4 Utilidad Pronostica del Inmunofenotipo

Dentro de la LAL-B los fenotipos pro-B y B comin se han asociado a un peor prondstico debido fundamentaimente a la
inclusion dentro de este subgrupo de pacientes de una importante proporcion de casos con alteraciones citogenéticas en
11923 y 1(9;22) respectivamente (53, 72). Tanto la expresion de marcadores mieloides (CD13 y CD33) como de CD34 se

han asociado a una respuesta peor a tratamiento estandar; no obstante hay bibliografias contradictorias a ésta aseveracion
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en las cuales se menciona que la expresion de Ag mieloides nos llevan a un prondstico favorable; éstos resultados
aparentemente contradictorios podrian deberse al hecho de que las LAL con alteraciones 1123, 19p13 y 1(9;22),
relacionadas con un prondstico particularmente adverso, muestran a su vez expresion de marcadores mieloides. De forma
similar, el prondstico desfavorable asociado a la expresion de CD34 pierde su significado cuando se consideran por
separado los distintos subgrupos genéticos de LAL-B al asociarse la expresion de CD34 con t(9;22) (53, 71, 72)

La positividad para MDR1, CD10 y CD2 se relaciona con una mayor probabilidad de alcanzar remision completa a las 4
semanas y un pronostico favorable. El estudio GMALL del grupo alemén en el que el subtipo inmunolégico de LAL-T
constituye el factor prondstico més relevante a la hora de predecir la supervivencia libre de enfermedad (SLE) de estos
pacientes, en los que la LAL-T cortical mostraba un prondstico favorable respecto a las LAL-T temprana y madura (53, 72,
73)

3.5 Enfermedad Minima Residual

De los diferentes métodos ensayados para investigar la persistencia de EMR, el inmunofenotipo multiparamétrico por
citometria de flujo es una de las estrategias mas eficaces por su rapidez y sencillez (53, 74)

Para monitorizar la enfermedad minima residual en leucemias agudas linfoblasticas de estirpe B buscar los antigenos
presentes en células B inmaduras no es suficiente debido a que los progenitores de células B se encuentran normalmente
en médula dsea, como ya se habia comentado anteriormente; por lo que es necesario determinar la expresion de
marcadores aberrantes o asociados a leucemia los cuales se pueden identificar en el 95% de los casos de LAL de estirpe
B; el descubrimiento de dichos marcadores se hizo al comparar el inmunofenotipo de blastos de estirpe linfoide B con el
inmunofenotipo de los progenitores linfoides normales (74). Un enfoque alternativo es utilizar matrices de expresion génica
para la deteccidn de diferencias en todo el genoma entre las células normales y los blastos y después validar los resultados
utilizando anticuerpos especificos. Esta estrategia identific a CD58 como un marcador (til en el estudio de enfermedad
minima residual en leucemias agudas linfoblasticas de estirpe B. por otro lado es importante mencionar que la interpretacion
de enfermedad minima residual se puede ver afectada en el tratamiento de induccion a la remision, sobre todo durante la 2°
y 3° semana de tratamiento, cuando los progenitores normales de células B estan ausentes debido a su extrema
sensibilidad a la quimioterapia; por lo tanto se tiene la hipétesis de que la expresion de CD19 en células que también
expresan CD10 y/o CD34 en el dia +19 de induccion a la remision son sugestivos de enfermedad minima residual positiva
(75, 76)

Una estrategia alternativa para la investigacion de EMR por métodos inmunofenotipicos en la LAL-B se centra en la
investigacion de los patrones madurativos de las células B de la MO tras el tratamiento con quimioterapia. Entre otros
parametros se ha indicado que un incremento en la proporcion de células B CD19+/CD34+ y/o CD19+/CD20- del total de
células CD19+ en médula dsea se asocia con una mayor probabilidad de persistencia de EMR y recaida en LAL-B. Esto se
debe a que en muestras de MO normal y/o de adultos con LAL-T en remision completa morfologica y fenotipica, la

proporcion de células B inmaduras (CD34+ y CD20-) no supera el 14% en las células B totales y que un incremento por
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encima de estas cifras en la MO e pacientes con LAL-B se relaciona con una mayor probabilidad de recaida
significativamente mayor (75). No obstante, debe recalcarse que éste tipo de estrategia solo puede aplicarse en MO
regeneradas tras la administracion de quimioterapia, ya que en la fase de regeneracién de la linea B pueden observarse
incrementos significativos de las formas méas inmaduras (CD19+/CD10+/CD34+) sin que esto se traduzca en persistencia de

EMR (75)

TABLA 3

Leucemias linfoblasticas agudas (LLA) del adulto: resumen de los resultados mas relevantes de las series publicadas
en las que se investiga la posible utilidad clinica de los estudios de enfermedad residual minima

Publicacién Casos Objetivo Tipo de Punto de estudio y Conclusién

muestra punto de corte
Campana et all%® 3 LLA-B, 12 LLA-T Predecir recaida MO Positivo/negativo Factor pronéstico
(Blood 1990)* (nifios y adultos)
Griesinger et al® JOLLA (52 LLA-B y 18 LLA-T) Predecir recaida MO Dia 14 final de induccion (LAIP+) Factor pronostico
(B J Haematol, 1993) (nifios y adultos) y cualguier punto (=1% LAIP+)

¥ secuencial

Ciudad et al''? 53 (37 LLA-B y 16 LLA-T) Predecir recaida MO Secuencia Factor prondstico
(J Clin Oncol, 1998) (24 nifios, 29 adultos)
Malec et al'® 30 {28 nifios y 2 adultos) Predecir recaida MO Final de induccidn {103-10%) Factor prondstico
(Leukemia, 2001)*
Sanchez et al'V’ 40 {nifios y adultos) Predecir recaida tras | MO Dias 30, 60, 90 y cada 2-3 meses Factor prondstico
(B J Haematol, 2002)* trasplante alogénico
Vidriales et alt! 102 (73 LLA-B y 29 LLA-T) Predecir recaida MO Dia 14 y final de induccidn (10-3-104 | Factor prondstico
(Blood, 2003) (adultos) Dia 19 (107)
Krampera et al'* 53 LLA-T (adultos) Predecir recaida MO Primer afio de tratamiento Factor prondstico
(B J Haematol, 2003)
Krampera et al'£l 14 LLA-B (adultos) Predecir recaida MO Varios puntos (107-10%) Factor prondstico
(Haematologics
Liu et al's 98 LLA prec. B Predecir recaida MO Final de induccidn y a las Factor prondstico
(Zhonghua Xue Ye Xue (nifios y adultos) 12 sermanas (10-)
Za Zhi 2006)

s B: LLA-T: LLA de células precusoras T; MO: médula dsea.
¢ adultos.

A diferencia de lo que ocurre en los nifios, en la actualidad el nimero de series de pacientes con LAL del adulto, en los que
se ha analizado la posible utilidad clinica de los estudios de EMR mediante técnicas inmunofenotipicas, es limitado (tabla 3).
En gran parte de éstos trabajos de incluyen series mixtas con una proporcién importante de poblacion infantil, mientras que
en otros trabajos se incluyen Unicamente resultados preliminares en un ndmero reducido de casos o tras el empleo de

estrategias terapedticas concretas, como el trasplante de células progenitoras hematopoyéticas (76)

En estudios realizados por el departamento de Medicina y Centro de Investigacion del Cancer en la Universidad de
Salamanca se ha demostrado que tanto el incremento en los valores de ERM entre 2 estudios consecutivos, como el
hallazgo de ERM > 0.1% se asociaban con mayor frecuencia a recidivas de la enfermedad a una SLE significativamente
més breve; se han confirmado estos resultados de forma prospectiva en la serie mas amplia de adultos referida hasta la
fecha en la misma bibliografia y se ha constatado que la evaluacion inmunofenotipica de ERM durante el tratamiento de
induccion (dias +14 a +35) permite la definicion de diferentes categorias de riesgo en la LAL del adulto. El punto de corte
mas informativo al dia +35 se situd en valores de EMR de 0.05% siendo éste parametro el factor pronostico individual mas
relevante a la hora de predecir recaidas seguido de la edad y de la cifra leucocitaria al momento del diagnéstico. En éste

mismo estudio se demostrd que los pacientes que presentaban valores de EMR en MO inferiores a 0.03% al dia +14 del
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tratamiento de induccion tenian un pronostico favorable con una incidencia de recidivas significativamente inferior a los

demas individuos (76).

Estudios recientes indican que la determinacién de EMR por inmunofenotipo en diferentes puntos de seguimiento, durante
el primer afio de tratamiento, es un importante factor prondstico a la hora de predecir recaidas eventuales en los pacientes.
En éste sentido, en la actualidad se considera que el mejor momento para investigar persistencia de EMR es al inicio del
tratamiento tras la primera fase de induccién a la remision. Ademas, en los pacientes que seran sometidos a trasplante de
célular progenitoras hematopoyéticas de tipo alogénico es pertinente, a la hora de predecir una eventual recaida, la
constatacion de la remision inmunoldgica de forma previa al trasplante. No debe de olvidarse que el hecho de realizar
cuantificacion de EMR en diferentes momentos del tratamiento nos ayuda a identificar pacientes con mayor riesgo de
recaida (76).
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4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La leucemia Linfoblastica Aguda es una neoplasia linfoproliferativa caracterizada por proliferacion descontrolada de
precursores linfoides B o T, cuyo tratamiento requiere dosis secuenciales de quimioterapia, inmunoterapia, anticuerpos
monoclonales y trasplante de progenitores hematopoyéticos (1). En adultos, a pesar de que las tasas de remisiones
completas son en general por encima del 85%, la supervivencia global aun continua siendo alrededor del 30-40% (2). La
citometria de flujo es una herramienta que brinda una gran cantidad de informacién no solo al diagnéstico sino que en la
actualidad permite realizar un seguimiento de la mayoria de las enfermedades hemato-oncoldgicas (3). Desde hace méas de
15 afios la citometria de flujo ha permitido clasificar las diferentes neoplasias hematoldgicas, logrando inicialmente
diferenciar entre una neoplasia mieloide de una linfoide mediante marcadores basicos hasta contar en la actualidad con
paneles extensos que permiten la identificacion de los diferentes estados de madurez (4). En 2008, la Organizacion
Mundial de la Salud actualizd su clasificacion resaltando el papel de los diferentes métodos diagnosticos como la
inmunohistoquimica, citogenética, la citometria de flujo y la biologia molecular con la finalidad de identificar nuevas
entidades (5). El fundamento de la citometria de flujo es poder identificar aquellas poblaciones clonales dentro de un nicho
hematopoyético normal, debido a esto se han disefiado diversos paneles para identificacion de aquellos leucocitos
normales, reactivos o malignos. Uno de los paneles més utilizados es el EuroFlow (6). La estrategia inicial se basa en la
identificacion de una poblacion especifica inmadura (acute leukemia orientation tube: ALOT) y posteriormente la
identificacion de poblaciones especificas mediante paneles complementarios. Los marcadores CD45, CD34 y CD19 se
utilizan inicialmente y posteriormente se combinan tanto con paneles de células B como de células T (7). En LLA la
variante mas frecuente es la LLA-estirpe B. Recientemente Naeem y colaboradores reportaron la expresion de los
diferentes marcadores en 50 casos de LLA. Tanto el CD10 como el CD7 fueron los marcadores mas sensibles para la
estirpe By T respectivamente (8). Gracias a los avances en el tratamiento de la LLA la identificacion de marcadores como
CD20 y CD19 se han vuelto prioritarios para buscar nuevas opciones terapéuticas (9). El objetivo principal de este estudio
es la identificacion de los diferentes patrones expresion de las células leucémicas en pacientes portadores de Leucemia

Linfoblastica de novo atendidos en el Hospital General de México.
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5  JUSTIFICACION

La citometria de flujo ha encontrado amplia utilidad en &reas como la oncologia, hematologia, inmunologia y biologia
celular. Es una técnica que permite realizar un analisis celular multiparamétrico de forma répida, sensible, especifica y es
capaz de proporcionar informacién cuantitativa sobre cada célula en particular. La determinacion del inmunofenotipo de las
células leucémicas permite identificar, en primera estancia, la linea celular afectada (mieloide o linfoide), estirpe To By
constituye, junto con las alteraciones citogenéticas, los principales criterios predictores de respuesta a tratamiento. La
citometria de flujo es una herramienta diagnéstica aplicada en la mayoria de las enfermedades hematol6gicas, su utilidad
se basa en un analisis cuantitativo tanto de estructuras celulares, compartimientos o la funcionalidad celular. En
leucemias se utilizan diversos anticuerpos monoclonales unidos a fluorocromos que en un corto tiempo pueden dar
informacion sobre la coexpresion de diversos antigenos en las membranas celulares. El inmunofenotipo representa una
herramienta (til al momento del diagnostico debido a que nos permite la deteccion de antigenos presentes en las distintas
etapas de maduracion del blasto linfoide (pro-B, B comin, pre-B y B madura), de ésta manera podemos conocer cuéles son
los marcadores antigénicos mas frecuentes y asi utilizar terapias blanco contra dichos antigenos (Rituximab, Blinatumomab,
Muromonab). La evaluacién de la EMR ofrece la posibilidad de identificar tempranamente a los pacientes en riesgo de suftrir
recaidas y se considera un factor de riesgo independiente asociado a baja sobrevida libre de enfermedad. Las técnicas de
deteccién de EMR se caracterizan por tener alta especificidad, alta sensibilidad (identifica una célula anormal por cada 10
000 células normales) y tiene aplicabilidad para la mayoria de los pacientes en estudio asi como también se considera una
prueba sencilla y de ella obtenemos resultados de manera réapida para la aplicacion clinica y tratamiento del paciente. La
deteccion de la EMR es de alto valor pronéstico en enfermedades hematoldgicas malignas como la leucemia linfoblastica
aguda debido a que se correlaciona de manera significativa con la evolucion del paciente y se considera un indicador directo
de la respuesta al tratamiento y en consecuencia un factor de predictor de recaida, la informacién que provee contribuye a
la identificacién de grupos en riesgo de sufrir recaida lo cual permite que el médico tome decisiones sobre la terape(tica a

sequir.
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6 HIPOTESIS

Actualmente el inmunofenotipo no sélo se ha incorporado como una importante herramienta diagndstica si no que también
se ha incorporado como herramienta pronostica debido a que la deteccion de pequefias clonas de células leucémicas
durante el tratamiento impacta con el seguimiento del paciente. Debido a que el primer analisis es de tipo descriptivo no

cuenta con hip6tesis por lo que ésta se realiza para el estudio nimero 2:

e Si un paciente durante su seguimiento presenta expresion de clonas leucémicas mayor de 0.01%, entonces
presentara recaida a médula dsea, sistema nervioso central o algun otro sitio extramedular de manera mas

temprana en comparacion con aquellos que presenten enfermedad minima residual considerada como negativa.
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7 METODOLOGIA
7.1 Material y Métodos

Disefio del estudio. Se realizd un estudio retrospectivo observacional basandose en los registros de inmunofenotipos de
pacientes portadores de Leucemia Linfoblastica de Novo desde marzo del 2010 hasta mayo del 2015

7.2 Metodologia para la determinacion del Inmunofenotipo y Enfermedad Minima Residual
7.2.1 Fundamento

La citometria de flujo es un analisis multiparamétrico que nos permite el analisis de grandes cantidades de células marcadas
por un fluorocromo cuando se hacen pasar individuaimente por un fluido isoténico a través de una columna ante la
incidencia de un rayo laser, lo cual origina una dispersion de luz y emision de fluorescencia, misma que son recolectadas y

transformadas en valores digitales.
7.2.2 Muestra Primaria

0 Médula 6sea: 3 ml
0 Sangre periférica: 3 ml
0 Las muestras deben de mantenerse a una temperatura de 18 a 22 °C, no refrigerar, se puede mantener la muestra

hasta por 12 horas a temperatura ambiente
Muestras que no se pueden procesar;

Volumen inferior al indicado

Muestras coaguladas

Muestras viscosas

Muestras con tiempo de toma mayor a 24 horas
Muestras hemodiluidas

Muestras con formacion de fibrina

© O O 0O O o o©

Muestras no identificadas o sin solicitud
7.2.3 Contenedor y aditivos

o0 Jeringa de plastico de 5 ml con 0.5ml de heparina

O Tubo color lavanda de 3 ml con EDTA
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7.2.4 Instrumentos

Citdmetro de flujo con equipo de computo e impresora
Preparador de muestras

Agitador vortex

Pipeta automética de 100 a 10 000 m|

Pipeta automéatica de 10 a 100 ml

O O O O O o©

Pipeta automética de 5 a 50 ml
7.2.5 Reactivos

Anticuerpos monoclonales marcados con fluorocromos
Controles de isotipo

Cyto-comp

Flow-check

Flow-set

Inmunoprep

Intraprep

Solucion salina isotonica

Solucién de PBS

© O 0O 0O O 0O o o o

7.2.6 Procedimiento

o Para antigenos de superficie:
1. Hacer recuento total de leucocitos, lo minimo que se requiere para su analisis son 2 000 leucocitos,
ademas de un porcentaje de blastos por arriba de 20%
Identificar los tubos de acuerdo al panel establecido
Colocar el volumen del marcador utilizado en cada tubo
Adicionar a cada tubo 100 microlitros de la muestra bien homogenizada
Agitar en vortex aproximadamente 10 segundos
Dejar reposar por 15 minutos en cdmara obscura

Pasar cada tubo por el preparador de muestras programado (ciclo de 35 segundos)

© N o g bk~ w D

Las muestras estan listas para ser analizadas por el Citdmetro de flujo

o Para antigenos intracelulares:
1. Seguir los pasos 1 al 5 para marcar antigenos de superficie
2. Adicionar 100 microlitros de reactivo 1 Intrapep (formaldheido) a cada tubo

3. Agitar en vortex por 10 segundos
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Dejar reposar por 15 minutos en camara obscura

Lavar con 4 ml de pbs o solucién salina a 2000 rpm por 5 minutos
Decantar sobrenadante y re suspender el boton

Adicionar por las paredes del tubo el reactivo 2 Intrapep (saponina)
Mezclar suavemente

Dejar reposar por 5 minutos en camara obscuro

. Adicionar los anticuerpos intracelulares, el volumen de acuerdo a la etiqueta
11.
12.
13.
14.
15.

Mezclar en vortex por 10 segundos

Dejar reposar por 15 minutos en camara obscura

Lavar con 4 ml de pbs o solucién salina a 2000 rpm por 5 minutos

Decantar sobrenadante y adicionar 500 microlitros de solucion salina conteniendo 0.5% de formaldehido
Las muestras estan listas para ser analizadas en el Citdmetro de flujo
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8 ESTUDIO NO. 1 CITOMETRIA DE FLUJO COMO HERRAMIENTA DIAGNOSTICA EN LOS PACIENTES CON
LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA

8.1 Objetivos

1.

Establecer la frecuencia de expresion de los marcadores de superficie de los blastos linfoides en sus diferentes
etapas de diferenciacion en el momento del diagnostico de los pacientes con leucemia linfoblastica aguda de novo
en el Servicio de Hematologia del Hospital General de México en un periodo de tiempo comprendido de marzo del
2010 a mayo del 2015.

8.2 Disefo del estudio

Estudio retrospectivo, observacional, descriptivo, transversal y analitico

8.3 Criterios de Inclusion

1.
2.
3.

Pacientes con diagnostico reciente de Leucemia Linfoblastica Aguda de novo
Pacientes diagnosticados mediante los criterios de la FAB (French-American-British)

Pacientes que cuenten con inmunofenotipo al momento del diagnéstico (médula 6sea o sangre periférica)

8.4 Criterios de Exclusion

1.
2.

Pacientes con Leucemia Aguda Mieloide o Bifenotipica

Pacientes con Leucemia Linfoblastica Aguda de recaida

8.5 Criterios de Eliminacion

1. Pacientes quienes no cuenten con registro clinico completo
2. Pacientes quienes hayan abandonado tratamiento
8.6 Variables
Variable Dependiente
Nombre de la variable Tipo de variable Medicion
Etapa de diferenciacion de blastos | Cualitativa ordinal Pro B, B Comun, Pre B, B Madura
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linfoides ProTyPreT

Operacionalizacion de la variable: Se define como la clasificacion de las leucemias linfoblasticas agudas segun el

inmunofenotipo (marcadores nucleares y citoplasmaticos)

Nombre de la variable Tipo de variable Medicion
Presencia de CD19 Cualitativa dicotémica 1)Si 2)No
Nombre de la variable Tipo de variable Medicion
Presencia de CD20 Cualitativa dicotémica 1)Si 2)No
Nombre de la variable Tipo de variable Medicion
Presencia de CD22 Cualitativa dicotémica 1)Si 2)No

Variable Independiente

Nombre de la variable Tipo de variable Medicion

Edad 11 -20afos 21 - 30 afios

31-60afios mayores de 60 afios

Cualitativa ordinal 0 - 10 afos

Operacionalizacion de la variable: Se define como la edad cumplida en afios

Nombre de la variable Tipo de variable Medicion

Género Cualitativa dicotémica Masculino ~ Femenino

Operacionalizacion de la variable: Se define como el fenotipo asociado a caracteres sexuales primarios y secundarios

Nombre de la variable Tipo de variable Medicion

Material de estudio Cualitativa dicotomica Sangre periférica  Médula 6sea

Operacionalizacion de la variable: Se define como el lugar de obtencidn de la muestra que se estudia

8.7 Anadlisis Estadistico

Se utiliz6 el paquete estadistico SPSS version 20.0, (IBM Chicago IL), posteriormente se realiz6 estadistica descriptiva
para establecer frecuencias y medias de expresion de los diferentes marcadores por inmunofluoresencia. Posteriormente
se estratificaron los pacientes basandose en la media de edad y subgrupos, en cada uno se analizo frecuencias, medias
y medianas. En la parte final del primer andlisis se realizé un andlisis factorial para identificar subgrupos de expresion de
los diferentes clusters.

El andlisis No. 2 el cual se basé en el seguimiento de pacientes utilizamos la prueba de

contraste de hipotesis mediante el estadistico chi-cuadrado considerdndose una p significativa menor o igual a 0.05%
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(95% IC), el contraste se realizé sobre la frecuencia de recaidas. Para el andlisis de supervivencia se realiz6 una curva de

Kaplan Meier y la significancia mediante un test log rank (p = 0.05, 95% IC).

8.8 Consideraciones Eticas

Se trata de un estudio que se compone de dos fases, primero un estudio retrospectivo, observacional y descriptivo seguido
de una cohorte retrospectiva observacional en el cual se tomaron en cuenta pacientes con diagndstico de leucemia
linfoblastica aguda quienes fueron sometidos a tratamiento con quimioterapia de alta intensidad, dicho tratamiento se realizé
bajo el consentimiento de cada paciente. Este protocolo se realizé de acuerdo a las normas establecidas por el Tratado de
Helsinki y de Ginebra. Asi como también sera evaluado por el Comité de Etica del Hospital General de México. El protocolo
de investigacion se sometera a la aprobacion del area de investigacion para el tramite del mismo. Debido a que se trata de

un estudio basandose en los registros clinicos activos no requiere de consentimiento informado.
8.9 Resultados

8.9.1 Caracteristicas generales de los pacientes

Se estudiaron 208 casos con diagndstico de Leucemia Linfoblastica Aguda de novo en base de los criterios morfoldgicos de
la asociacion Franco-Américo-Britanica (FAB) y confirmado mediante citometria de flujo. Las muestras fueron colectadas
tanto de médula dsea como de sangre periférica en aquellos casos los cuales la presencia de blastos fuera mayor del
20%.

Del total de las muestras, el 51.4% (n= 107) correspondieron al género masculino y un 48.6% (n=101) al género
femenino. La media de edad fue de 32 afios (rango de 2 a 88 afios), siendo ligeramente mayor para el género femenino (36
afios [rango 4 -88]) en comparacion con el género masculino (29 afios [rango 2-70]). Al realizar la diferencia de la media de
edad entre los géneros, si se demostré una diferencia estadisticamente significativa (p= 0.005, 95% IC).

Al estratificar los pacientes acorde a la edad, la mayor frecuencia de pacientes de identificé en el grupo entre 30-60 afios
(36.5%), seguido del grupo entre 21-30 afios (27.9%), 11-20 afios (21.6%) y en menor frecuencia los mayores de 60
afios (8.7%) y menores de 10 afios (5.3%).

Excluyendo a los casos menores de 18 afios, se reportaron en el grupo de > de 30 afios un total de 94 casos (45.2%) y
en el grupo de 18 -30 afios un total de 86 casos (41.3%)

8.9.2 Caracteristicas de las muestras
Alrededor de dos tercios de las muestras analizadas fueron de médula dsea (67.8%, n= 141) y un tercio correspondieron a

sangre periférico (32.2%, n=67). El motivo de la decision de la toma ya sea sangre periférica o de médula dsea dependio
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principalmente del médico especialista, siendo los principales motivos; muestreo dificil o presencia de més de un 20% de
Blastos en sangre periférica.

Cuenta de leucocitos al diagnéstico y diferencial de Blastos.

La media de Leucocitos al momento de la toma de muestra ya sea de sangre periférica 0 médula 6sea fue 47.8 x 103/mcl
(rango de 0.1 — 900 x 103/mcl). La media de leucocitos fue de 61 x 103/mcl (0.1-900 x 103/mcl) para aquellas muestras que
se analizaron de sangre periféricay de 41.47 x 103/mcl (0.1-423x 103/mcl) para aquellas muestras analizaron de médula
Osea, sin mostrarse diferencias significativas entre cada uno de ellos (p=0.998, 95% IC).

Blastos en Sangre Periférica- De las 67 muestras de sangre periférica, la media de blastos identificada en el frotis fue de
14% (0 — 98%), semejante a lo identificado en la sangre periférica de las muestras de médula 6sea cuyo porcentaje de
blastos fue de 15.9% (rango 0 -98%), sin tampoco identificarse diferencias significativas entre estos valores (p=0.320, 95%
IC).

Blastos en Médula ¢sea: La media de blastos de las muestras de médula dsea entre los dos grupos no mostraron
diferencias significativas: el conteo medio fue de 79.4% (rango 24-100%) para las muestras de sangre periféricay de
79.2% (21-100%) para las muestras analizadas de sangre obtenida de médula 6sea (p=0.986, 95% IC).

8.9.3 Clasificacion de la FAB (referencia de la FAB).

El diagnéstico de Leucemia Aguda Linfoblastica se realiz6 a través del barrido de médula obtenida por puncién o a través
de la impronta de hueso en el caso de las médulas dseas de dificil toma, independientemente si la muestra de
Inmunofenotipo fue analizada a través de médula 6sea o sangre periférica. El subtipo FAB mas frecuente fue la variedad
L2 (81.3%, n=169), seguido de la variante L3 o Burkit tlike (5.3%, n=11)y L1 (2.4%, n=5). Del total de la muestra 23 solo
contaron con el diagndstico de LLA, sin identificarse algin subtipo especifico de la FAB. Entre las principales diferencias
identificadas entre los grupos de Inmunofenotipo de SP y MO fueron que la mayor parte de las variedades L1 se
encontraron en el grupo de muestra de MO (80% vs 20%) y un mayor nimero de muestras no clasificables en el grupo de
médula 6sea (6.7% vs 4.3%). La frecuencia de la variante Burkitt like no mostro diferencias entre los grupos de muestras
de médula 6sea 0 sangre periférica (2.9% vs 2.4%).

Dentro de la estratificacion por edad y contario a lo esperado, la variedad L1 fue la menos frecuente en el grupo de 0-10
afios (18.2%) siendo la més frecuente la variedad L2 dentro de todos los grupos de edad, solo se mostr6 un incremento
en la variedad L3 en los casos de 0-10 afios (27.3%) pero asociado posiblemente a la distribucion de los casos (11 casos
en total: 2 casos de LALL, 6 casos de LAL2, 3 casos de LAL3).

8.9.4 Asociacidn entre la clasificacion de la FAB y el Inmunofenotipo

La principal variante morfoldgica fue el subtipo L2, esta se presentd de manera constante en todas las etapas de
diferenciacion a excepcion de los casos no clasificables por Inmunofenotipo, los cuales en su mayoria fueron subtipo LAL
L3 (66.7%). Tanto para la variante B como T la principal variedad morfologica fue el subtipo L2 (82.1% para B y 75%
para la variedad T), al igual que en los casos no clasificables por Inmunofenotipo la variedad LAL L3 fue més frecuente en
la variante B que en la variante T en la que se describi6 un solo caso de Leucemia T vacuolar. La descripcion de la division
morfoldgica y se asociacion con el Inmunofenotipo se describe en la Tabla 1.
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NO CLASIFICABLE

: Recuento 5 160 9 21 195
@2 ﬁ Tvs B (%) 2.6% 82.1% 4.6% 10.8% 100.0%
i, - e FAB (%) 100.0% 94.7% 90.0% 91.3% 94.2%
& Total (%) 2.4% 77.3% 4.3% 10.1% 94.2%

2
Recuento 0 9 1 16.7% 12

Tvs B (%) 0.0% 75.0% 8.3% 8.7% 100.0%

FAB (%) 0.0% 5.3% 10.0% 1.0% 5.8%

Total (%) 0.0% 4.3% 0.5% 5.8%
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Recuento 5 169 10 23 207

TOTAL Tvs B (%) 2.4% 81.6% 4.8% 11.1% 100.0%
FAB (%) 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%
Total (%) 2.4% 81.6% 4.8% 11.1% 100.0%

Tabla 1. Tabla de contingencia TvB * FAB

En cuanto a la asociacion entre la EGIL y la clasificacion de la FAB, la principal variante morfologica identificada en el
grupo de monfenotipo fue el subtipo L2 (82.1%, n=165) a diferencia de las bifenotipocas que se identifico en el 57.1%
(n=4). La asociacién entre los hallazgos morfolégicos y el fenotipo se describen la Tabla 2.

Tabla 2. Tabla de contingencia EGIL * FAB

NO

CLASIFICABLE

Monofenotipo  Recuento 22 5 165 9 201
EGIL (%) 10.9% 2.5% 82.1% 4.5% 100.0%
FAB (%) 95.7% 100.0% 97.6% 81.8% 96.6%
Total (%) 10.6% 2.4% 79.3% 4.3% 96.6%

EGIL
Bifenotipo Recuento 1 0 4 2 7

EGIL (%) 14.3% 0.0% 57.1% 28.6% 100.0%
FAB (%) 4.3% 0.0% 2.4% 18.2% 3.4%
Total (%) 0.5% 0.0% 1.9% 1.0% 3.4%
Recuento 23 5 169 11 208
EGIL (%) 11.1% 2.4% 81.2% 5.3% 100.0%
FAB (%) 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%
Total (%) 11.1% 2.4% 81.2% 5.3% 100.0%

8.9.5 Resultado de Inmunofenotipo

Se contaron con 208 muestras viables de estas la variante mas frecuente es la variedad B comdn (CALLA+) con un 80.8%
(n=168), seguida de la variedad B-madura (CD20+/CD10-lgMs+) con un 5.8% (n=12). La clasificacion general de
Inmunofenotipo se describe en la Tabla 3.

Tabla 3. Clasificacion general de Inmunofenotipo
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PRO-B B COMUN PRE-B B MADURA
TdT TdT CD19 CD20
CD19 CD10 CD79 CD19
CD79 CD19 CD22 CD22
CD22 CD79 CD79
CD22
FRECUENCIA 10 168 3 12
PORCENTAJE 4.8 80.8 1.4 5.8
PORCENTAJE VALIDO 4.8 80.8 1.4 5.8
PORCENTAJE ACUMULADO 99 80.8 89.4 86.5

PRE-T T-MADURA ”
cD3 CcD3
cD7 cD7
CcD5
FRECUENCIA 10 2
PORCENTAJE 4.8 10
PORCENTAJE VALIDO 4.8 10
PORCENTAJE ACUMULADO 94.2 100.0
FRECUENCIA PORCENTAJE PORCENTAJE VALIDO PORCENTAJE ACUMULADO
*NO CLASIFICABLE 3 14 14 88
TOTAL 208 100.0 100.0

8.9.6 Asociacidn entre el Inmunofenotipo y la edad

Al realizar un anélisis entre las diferentes variedades fenotipicas de la leucemia en comparacion con la edad, se identifico
que la variante B comln se mantuvo constante desde la edad pediatrica hasta la edad de adulto mayor (0-10: 72.7%,
11-20: 82.2%, 21-30: 81%, 30-60: 81.6%, > 60 afios: 77.8%). Los resultados de la variedad T en su mayoria pueden ser
influenciados por el niumero reducido de muestras en comparacion con la variante B, la variante T fue mas frecuente en
los grupos entre 11-30 afios. La distribucion de las variantes de fenotipo leucémico (T v B) se describen en la Tabla 4.

Tabla 4. Tabla de contingencia CLASIFICACION * RANGO DE EDAD
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TOTAL
0-10 11-20 21-30 30-60 MAS DE 60
Recuento 0 2 2 5 1 10
Clasificacion (%) 0.0% 20.0% 20.0% 50.0% 10.0% 100.0%
PROB Rango de edad (%) 0.0% 4.4% 3.4% 6.6% 5.6% 4.8%
Total (%) 0.0% 1.0% 1.0% 2.4% 0.5% 4.8%
Recuento 8 37 47 62 14 168
BCoMUN  Clasificacion (%) 4.8% 22.0% 28.0% 36.9% 8.3% 100.0%
Rango de edad (%) 72.7% 82.2% 81.0% 81.6% 77.8% 80.8%
Total (%) 3.8% 17.8% 22.6% 29.8% 6.7% 80.8%
Recuento 0 0 1 2 0 3
PRE B Clasificacion (%) 0.0% 0.0% 33.3% 66.7% 0.0% 100.0%
Rango de edad (%) 0.0% 0.0% 1.7% 2.6% 0.0% 1.4%
Total (%) 0.0% 0.0% 0.5% 1.0% 0.0% 1.4%
Recuento 0 3 4 4 1 12
B Clasificacion (%) 0.0% 25.0% 33.3% 33.3% 8.3% 100.0%
MADURA  Rango de edad (%) 0.0% 6.7% 6.9% 5.3% 5.6% 5.8%
Total (%) 0.0% 1.4% 1.9% 1.9% 0.5% 5.8%
Recuento 1 3 2 3 1 10
PRE T Clasificacion (%) 10.0% 30.0% 20.0% 30.0% 10.0% 100.0%
Rango de edad (%) 9.1% 6.7% 3.4% 3.9% 5.6% 4.8%
Total (%) 0.5% 1.4% 1.0% 1.4% 0.5% 4.8%
Recuento 0 2 2 5 1 10
T Clasificacion (%) 0.0% 20.0% 20.0% 50.0% 10.0% 100.0%
MADURA Rango de edad (%) 0.0% 4.4% 3.4% 6.6% 5.6% 4.8%
) Total (%) 0.0% 1.0% 1.0% 2.4% 0.5% 4.8%
Recuento 11 45 58 76 18 208
TOTAL Clasificacion (%) 5.3% 21.6% 27.9% 36.5% 8.7% 100.0%
Rango de edad (%) 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%
Total (%) 5.3% 21.6% 27.9% 36.5% 8.7% 100.0%
La distribucion de la leucemia bifenotipica presentd un pico principalmente en el grupo de los 21 - 30 afios

(42.9%, n = 3) y posteriormente manteniéndose constante hasta la etapa de adulto mayor.

La distribucion de las variantes fenotipicas acorde a los criterios de EGIL en comparacion con la edad se

muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Tabla de contingencia EGIL * RANGO DE EDAD
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TOTAL
11-20 21-30 30-60 MAS DE 60

EGIL (%) 4.5% 22.4% 27.4% 37.3% 8.5% 100.0%

Rango de edad (%) 81.8% 100.0% 94.8% 98.7% 94.4% 96.6%

Total (%) 4.3% 21.6% 26.4% 36.1% 8.2% 96.6%

EGIL Recuento 2 0 3 1 1 7

BWEQOTPO EGIL (%) 28.6% 0.0% 42.9% 14.3% 14.3% 100.0%

' Rango de edad (%) 18.2% 0.0% 5.2% 1.3% 5.6% 3.4%

Total (%) 1.0% 0.0% 1.4% 0.5% 0.5% 3.4%

Recuento 11 45 58 76 18 208
EGIL (%) 5.3% 21.6% 27.9% 36.5% 8.7% 100.0%
Rango de edad (%) 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%
Total (%) 5.3% 21.6% 27.9% 36.5% 8.7% 100.0%

8.9.7 Expresién de los marcadores de citometria de flujo.

CD22.

La media de expresion del marcador de superficie CD22 fue de alrededor de un 62.8% (rango 0 — 99.8%), La

frecuencia de positividad de este marcador fue de 86.1% (n=179). Siendo mas frecuente en la variedad B comin

(92.9%). Dentro de las variantes T, solo 3 casos (30%) mostraron un mayor incremento en la expresion de CD22.
La positividad acorde a cada uno de los estadios de diferenciacion se describe en la Tabla 6.

Tabla 6. Tabla de contingencia CLASIFICACION * CD22
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TOTAL
NEGATIVO POSITIVO
Recuento 5 5 10
Clasificacion (%) 50.0% 50.0% 100.0%
PROB CD22 (%) 17.2% 2.8% 4.8%
Total (%) 2.4% 2.4% 4.8%
Recuento 12 156 168
Clasificacion (%) 7.1% 92.9% 100.0%
B COMUN CD22 (%) 41.4% 87.2% 80.8%
Total (%) 5.8% 75.0% 80.8%
Recuento 0 3 3
Clasificacion (%) 0.0% 100.0% 100.0%
PREB CD22 (%) 0.0% 1.7% 1.4%
Total (%) 0.0% 1.4% 1.4%
Recuento 1 11 12
Clasificacion (%) 8.3% 91.7% 100.0%
X B MADURA CD22 (%) 3.4% 6.1% 5.8%
' Total (%) 0.5% 5.3% 5.8%
Recuento 7 3 10
Clasificacion (%) 70.0% 30.0% 100.0%
T MADURA CD22 (%) 24.1% 1.7% 4.8%
Total (%) 3.4% 1.4% 4.8%
Recuento 2 1 3
Clasificacion (%) 66.7% 33.3% 100.0%
NO CLASIFICABLE CD22 (%) 6.9% 0.6% 1.4%
\f Total (%) 1.0% 0.5% 1.4%
Recuento 29 179 208
Clasificacion (%) 13.9% 86.1% 100.0%
TOTAL CD22 (%) 100.0% 100.0% 100.0%
Total (%) 13.9% 86.1% 100.0%

Edad: La media de expresion de CD22+ se mantuvo constante durante las diferentes edades, sin mostrar una diferencia
significativa entre los grupos. Al realizar la diferencia de medias mediante el andlisis de ANOVA para un factor inter grupos
e intragrupos no se encontrd una diferencia significativa entre la expresion de CD22+ en todos los grupos de edad (p=
0.859, F 0.032, 95% IC)

Diferencias en la expresion de CD22 entre Inmunofenotipo de Sangre periférica y Médula 6sea.

Se realiz6 una diferencia de medias mediante la prueba T-student entre la expresion CD22+ entre los inmunofenotipos de
SP y MO, sin encontrarse tampoco diferencias significativas entre estos (62.30% versus 63.1%, p =0.858, F=0.344).
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Las diferencias de expresion entre las muestras se pueden observar en la Grafica 1.0.

Graéfical. Diferencias entre expresion de CD22 MEDULA OSEA * PERIFERICA
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CD19.

La media de expresion del marcador de superficie CD19 fue de alrededor de un 76.1% (rango 0 — 99.9%), La frecuencia de
positividad de este marcador fue de 87.5% (n=182). Siendo mas frecuente en la variedad B comin (96.4%). Dentro de las
variantes T, solo 3 casos (30%) mostraron un mayor incremento en la expresion de CD19. La positividad acorde a cada

uno de los estadios de diferenciacion se describe en la Tabla 7.

Tabla 7. Tabla de contingencia CLASIFICACION * CD19

TOTAL

NEGATIVO POSITIVO
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Recuento 6 4 10
Clasificacion (%) 60.0% 40.0% 100.0%
PROB CD19 (%) 23.1% 2.2% 4.8%
Total (%) 2.9% 1.9% 4.8%
Recuento 6 162 168
Clasificacion (%) 3.6% 96.4% 100.0%
B COMUN CD19 (%) 23.1% 89.0% 80.8%
Total (%) 2.9% 77.9% 80.8%
Recuento 2 1 3
Clasificacion (%) 66.7% 33.3% 100.0%
PREB CD19 (%) 7.7% 0.5% 1.4%
Total (%) 1.0% 0.5% 1.4%
Recuento 1 11 12
Clasificacion (%) 8.3% 91.7% 100.0%
B MADURA CD19 (%) 3.8% 6.0% 5.8%
. Total (%) 0.5% 5.3% 5.8%
Recuento 7 3 10
Clasificacion (%) 70.0% 30.0% 100.0%
T MADURA CD19 (%) 26.9% 1.6% 4.8%
Total (%) 3.4% 1.4% 4.8%
Recuento 2 1 3
NO Clasificacion (%) 66.7% 33.3% 100.0%
CLASIFICABLE CD19 (%) 7.7% 0.5% 1.4%
Total (%) 1.0% 0.5% 1.4%
Recuento 26 182 208
Clasificacion (%) 12.5% 87.5% 100.0%
TOTAL CD19 (%) 100.0% 100.0% 100.0%
Total (%) 12.5% 87.5% 100.0%

Edad: La media de expresion de CD19+ se mantuvo constante durante las diferentes edades, sin mostrar una diferencia
significativa entre los grupos. Al realizar la diferencia de medias mediante el analisis de ANOVA para un factor inter grupos
e intragrupos no se encontré una diferencia significativa entre la expresion de CD19+ en todos los grupos de edad (p=

0.689, F 0.169, 95% IC).

Diferencias en la expresion de CD19 entre Inmunofenotipo de Sangre periférica y Médula 6sea.
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Se realiz6 una diferencia de medias mediante la prueba T-student entre la expresion CD22+ entre los inmunofenotipos de
SP y MO, sin encontrarse tampoco diferencias significativas entre estos (74.8% versus 76.8%, p = 0.682, F=1.199). Los

resultados se pueden observar en la gréfica 2.

Gréfica 2. Diferencias entre expresion de CD19 MEDULA OSEA * PERIFERICA
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CD20

La media de expresion del marcador de superficie CD20 fue de alrededor de un 13.1% (rango 0 — 97.2%). La
frecuencia de positividad de este marcador fue de 21.6% (n=45). Siendo mas frecuente la expresion en el grupo
que expresaba CD10 positivo (66.7%).

La positividad acorde a cada uno de los estadios de diferenciacion se describe en la Tabla 9.

Tabla 8. Tabla de contingencia CD20 * CLASIFICACION
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PROB B COMUN PRE B T NO CLASIF’
B MADURA MADURA TOTAL
Recuento 10 138 3 0 7 3 163
CD20 (%) 6.1% 84.7% 1.8% 0.0% 4.3% 1.8% 100.0%
Clasificacion (%) 100.0% 82.1% 100.0% 0.0% 70.0% 100.0% 78.4%
NEG Total (%) 4.8% 66.3% 1.4% 0.0% 3.4% 1.4% 78.4%
Recuento 0 30 0 12 3 0 45
CD20 (%) 0.0% 66.7% 0.0% 26.7% 6.7% 0.0% 100.0%
POS Clasificacion (%) 0.0% 17.9% 0.0% 100.0% 30.0% 0.0% 21.6%
Total (%) 0.0% 14.4% 0.0% 5.8% 1.4% 0.0% 21.6%
Recuento 10 168 3 12 10 3 208
CD20 (%) 4.8% 80.8% 1.4% 5.8% 4.8% 1.4% 100.0%
TOTAL Clasificacion (%) 100.0% 100.% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%
Total (%) 4.8% 80.8% 1.4% 5.8% 4.8% 1.4% 100.0%

La positividad de CD20% también se asoci6 con la edad, mostrando una expresion pobre en los pacientes por debajo de
los 10 afios (2.2%, n=1), aumentando su expresion con relacion a la edad siendo en mayor medida en aquellos mayores

de 30 afios (42.2%).La frecuencia acorde a las diferentes edades se presenta en la Tabla 10.

Tabla 10. Tabla de contingencia CD20 * RANGO DE EDAD
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0-10 11-20 21-30 30-60 MAS DE 60
Recuento 10 33 49 57 14 163
CD20 (%) 6.1% 20.2% 30.1% 35.0% 8.6% 100.0%
NEGATIVO Rango de edad (%) 90.9% 73.3% 84.5% 75.0% 77.8% 78.4%
Total (%) 4.8% 15.9% 23.6% 27.4% 6.7% 78.4%
Recuento 1 12 9 19 4 45
CD20 (%) 2.2% 26.7% 20.0% 42.2% 8.9% 100.0%
POSITIVO Rango de edad (%) 9.1% 26.7% 15.5% 25.0% 22.2% 21.6%
Total (%) 0.5% 5.8% 4.3% 9.1% 1.9% 21.6%
Recuento 11 45 58 76 18 208
CD20 (%) 5.3% 21.6% 27.9% 36.5% 8.7% 100.0%
TOTAL Rango de edad (%) 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%
Total (%) 5.3% 21.6% 27.9% 36.5% 8.7% 100.0%

8.10 DISCUSION

El objetivo principal del estudio fue establecer la frecuencia de expresion de los marcadores de superficie para los que se
han desarrollado nuevas estrategias terapéuticas mediante anticuerpos bi-especificos, Blinatumomab para CD19 vy
Eptaruzumab e Inotuzumab para CD22 (16,17). Dentro del primer andlisis fue la identificacion de la expresion en dos tipos
de muestras la obtenida en Sangre Periférica y la médula 6sea. A pesar de no existir diferencias significativas entre los dos
marcadores el grupo de CD19 mostrd una mayor cantidad de pacientes fuera de rango a diferencia de CD22. Estos datos
concuerdan con la serie de Weinkauff y colaboradores en donde la presencia de mas del 30% de Blastos circulantes
brindan la misma informacion que las muestras realizadas de médula 6sea (18). En otro reporte Rezaei y colaboradores
identificaron también una correlacion de los diferentes
marcadores de superficie (CD3, CD5, CD7, CD19, CD22, CD20, CD10) (19). En el segundo anélisis el objetivo principal se

baso en la identificacion de la etapa de maduracidon mas frecuente. Semejante a otros ensayos la variedad mas frecuente

identificaron en 13 pacientes con leucemia Linfoblastica

en nuestra serie fue la variedad BIl (CD10 positivo) (80.8%). A pesar de ser la variante mas frecuente la frecuencia de
expresion no es constante en las diferentes poblaciones. Otros marcadores que se expresan con menor frecuencia como
CD20(5.8% en nuestra serie) también muestran una distribucion heterogénea alrededor del mundo.. El ltimo analisis se
basd en la identificacion si la edad fue un factor que influy6 en la expresion de los dos marcadores de superficie (CD19,
CD22). Al analizar por estratos no se identific una diferencia significativa en cuanto a la expresion de los dos marcadores
pero los tres marcadores de superficie (CD19, CD20, CD22) mostraron un nivel de expresion menor en la poblacién menor

de 10 afios en comparacion con la de mas de 60. Esto es esperado ya que la expresion de LLA-B (CD20+) es mas
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frecuente en adolescentes y adultos en comparacion con pacientes pediétricos. La frecuencia de expresion de los
marcadores de superficie en las diferentes series al igual que la expresion acorde a la edad se describen en la Tabla 3.0
(20-30). Finalmente la citometria de flujo se ha vuelto una herramienta indispensable ya no solo para el diagnostico sino
para el monitoreo de la Leucemia Linfoblastica. El conocimiento de estos marcadores de superficie ha permitido incorporar
nuevas estrategias terapéuticas como la inmunoterapia. Desde su autorizacion por la FDA el anti-CD20 (Rituximab) se ha
incorporado al tratamiento de los Linfomas como de las Leucemias Agudas (33). Este se encuentra en conjunto con otros
anticuerpos monoclonales no conjugados (ofatumumab, alemtuzumab, epratuzumab) , anticuerpos monoclonales
combinados con agentes citotoxicos (inotuzumab ozogamycin y el SAR 3419) y anticuerpos biespecificos (blinatumomab)
(34). Inicialmente Thomas y colaboradores en el MD Anderson adiciono Rituximab al esquema Hyper-CVAD en pacientes
con LLA-B (CD20+) Ph (-) mejorando la duracién de la Remision completa en especial en poblacion joven (95% a 3 afios)
(35). Recientemente Maury y colaboradores evaluaron el efecto de Rituximab en un ensayo randomizado demostrando
que su uso impacta sobre la supervivencia global (Hazard ratio,0.66; 95% IC) (36). Acerca de CD22, Kantarjian y
colaboradores evaluaron el efecto del anti-CD22 (inotuzumab-Ozogamicin) en pacientes refractarios o en recaida
identificando que tanto la tasa de remisiones completas fue mucho mayor en el grupo del anti-CD22 en comparacion con
el grupo control (80.7% v 29.4%) como la supervivencia global y la supervivencia libre de enfermedad (37). El segundo
anti-CD22 disponible es el epratuzumab, este se ha utilizado tanto el Linfomas como en Leucemias. Raetz et al evaluaron
su eficacia en un estudio fase Il en poblacién pediatrica con leucemia refractaria en donde su combinacion con la
quimioterapia a dosis de 360mg/m2 semanalmente por 4 semanas Y posteriormente dos veces por semana durante otras
4 dosis no mostré ventaja sobre la tasa de remisiones completas o reduccion de la enfermedad minima residual en
comparacion con los registros historicos (38). Similar a esto Chevallier et al lo incorporaron a un régimen de tratamiento en
pacientes ancianos refractarios o en recaida sin mostrar resultados significativos (39). Pero tal vez el avance mas
significativo en la terapia biologica es el anticuerpo bi-especifico Blinatumomab. Desde los estudios fase Il en pacientes
refractarios la terapia con Blinatomomab mostré ventaja en este tipo de poblacion. Topp y colaboradores registraron una
tasa de RC del 69% Y de estos un 88% alcanzd una respuesta en la EMR (40).  Gokbuget N et al evaluaron también el
efecto de Blinatumomab en la mayor parte de los ensayos comparandolos con los registros historicos identificando que
tanto la tasa de RC (43% v 24% ) como la supervivencia (6.1 v 3.3 meses) fue el doble en el grupo de Blinatumomab en
comparacion con la corte historica sugiriendo que es una de las mejores estrategias en pacientes refracatarios 0 en
recaida Ph (-) (41). Recientemente en un subanalisis se identificd su eficacia pero en adultos mayores (>65 afios)

alcanzando una semejante tasa de RC pero con una mayor incidencia de eventos adversos neurolégicos (19%) (42).

En conclusion la expresion de los marcadores de superficie de las células leucémicas en la actualidad no solo es una
herramienta diagndstica, el conocimiento de la frecuencia de expresion de gran importancia en la actualidad ya que existen

nuevas estrategias terapéuticas cuyo fundamento es la expresion de los diferentes marcadores de superficie.
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9. ESTUDIO 2. ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL COMO HERRAMIENTA PRONOSTICA EN LOS PACIENTES
ADULTOS CON LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

9.1 Objetivos

1. Establecer la relacion que existe entre la enfermedad minima residual positiva y el porcentaje de recaida durante el
seguimiento de los pacientes con leucemia linfoblastica aguda de reciente diagnostico en el servicio de
Hematologia del Hospital General de México.

9.2 Disefo del Estudio

e  Estudio retrospectivo, longitudinal, observacional anidado en una cohorte

9.3 Criterios de Inclusion

1. Pacientes mayores de 18 afios con diagndstico de Leucemia Linfoblastica Aguda
2. Pacientes quienes hayan recibido quimioterapia intensiva del protocolo institucional

3. Pacientes quienes cuenten con determinacion seriada de enfermedad minima residual a lo largo del tratamiento

9.4 Criterios de Exclusion

1. Pacientes con Leucemia Aguda Mieloide o Bifenotipica

2. Pacientes con alguna otra comorbilidad (Diabetes mellitus, Hipertensidn arterial sistémica, etc)
9.5 Criterios de Eliminacion

1. Pacientes quienes no cuenten con registro clinico completo
2. Pacientes quienes hayan abandonado tratamiento

3. Pacientes quienes no cuenten con determinacion de enfermedad minima residual seriada

9.6 Variables

Variable Dependiente
Nombre de la variable Tipo de variable Medicion
Recaida Cualitativa nominal 1)Si  2)No

Operacionalizacion de la variable: Se define como la presencia >5% de blastos en médula dsea, EMR positiva, presencia de

blastos en LCR o datos de infiltracion leucémica extramedular

Nombre de la variable Tipo de variable Medicion

Sobrevida Cualitativa nominal 1)Vivo  2)Muerto

Operacionalizacion de la variable: Se define como el estado actual en el cual se encuentra el paciente
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Variable Independiente

Nombre de la variable Tipo de variable Medicién

Edad Cualitativa ordinal 0-10afios 11-20afos 21-30 afos

31-60afios mayores de 60 afios

Operacionalizacion de la variable: Se define como la edad cumplida en afios

Nombre de la variable Tipo de variable Medicion

Estirpe Cualitativa dicotémica 1)Estirpe B 2)Estirpe T
Operacionalizacion de la variable: Presencia de marcadoresB o T en

Nombre de la variable Tipo de variable Medicion

Tipo de riesgo Cualitativa dicotémica Riesgo habitual Riesgo alto

Operacionalizacion de la variable: Riesgo Alto: > 35 afios, > 30,000 leucocitos /mcL, Infiltracion a Sistema nervioso central

al diagnostico, expresion del oncogén BCR-ABL1, ausencia de respuesta a las 4 semanas de tratamiento.

Nombre de la variable Tipo de variable Medicion
Inmunofenotipo Cualitativa ordinal Pro B, B Comun, Pre B, B Madura
ProTyPreT

Operacionalizacion de la variable: Se define como la clasificacion de las leucemias linfoblsticas agudas segtn marcadores
nucleares y citoplasmaticos

Nombre de la variable Tipo de variable Medicion

Enfermedad minima residual Cualitativa dicotémica 1)Positiva  2)Negativa

Operacionalizacion de la variable: Se define como la presencia de blastos presentes detectados por citometria de flujo

siendo positiva cuando es mayor o igual a 0.01%

9.7 Anadlisis Estadistico

Se utilizé el software estadistico SPSS version 20.0. La diferencia de medias entre edad y cuenta de leucocitos se estimé
mediante la prueba T student. Para la prueba de contraste de hipdtesis se utilizd el test Ji-Cuadrado considerandose
significativo a un valor de p < 0.05 (95% IC). El analisis de supervivencia se realiz6 mediante el test Kaplan-Meyer, para la
comparacion de grupos en cuanto la supervivencia global y la supervivencia libre de enfermedad se utilizé el test log-rank2.
Para la estimacion del riesgo de recaida para los dos grupos de tratamiento como la utilidad de la EMR se utilizé el calculo
del Odds Ratio.
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9.8 Resultados
9.8.1 Caracteristicas generales de los pacientes

Se estudiaron 241 casos con diagndstico de Leucemia Linfoblastica Aguda de diagnosticados bajo los criterios morfolégicos
de la asociacion Franco-Américo-Britanica (FAB) y confirmado mediante citometria de flujo. Se incluyeron solo a los casos
que integraron remisién completa posterior a las 4 semanas de tratamiento (<5% blastos en médula 6sea con cuenta de
leucocitos y plaquetas normales). La profilaxis al Sistema Nervioso central se realizd mediante punciones lumbares al

término de la induccién y posteriormente cada 2 meses hasta la etapa de mantenimiento.

Se realiz6 una comparacion entre dos grupos, casos que habian recibido esquema de quimioterapia HGMLALO7 (211
casos) vs aquellos que se encontraban bajo tratamiento con esquema HGMLAL13/MEGATRON (30 casos). Dentro del
grupo del esquema HGMLALO7 el 53.1% de los pacientes eran del género masculino (n=112) y 46.9% del género femenino
(n=99), la media de edad fue de 3lafios (rango de 16 a 66 afios),en cuanto a la estratificacion del riesgo, el 40.3% se
catalogaron de riesgo estandar (n=85) y 59.7% de riesgo alto (n=126); solo en un paciente se reportd infiltracion sistema
nervioso central (0.5%) y el 3.8% con gen BCRABL1 positivo (n=8); la media de leucocitos reportados al momento del
diagnéstico fue de 46.49 x 10%/mcl (rango 0.1-850 x 10%/mcl).En el grupo de HGMLAL13/MEGATRON la media de edad fue
de 25 afios (rango 18.68 afios) con mayor proporcion de casos del género masculino 76.7% (n=23); el 43.3% de los casos
se catalogaron como riesgo estandar (n=13) y riesgo alto el 56.7% (n=17). Ningun paciente con infiltracién a sistema

nervioso central ni con presencia del gen BCRABLL1. Las caracteristicas generales se describen en la tabla 11.
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Tabla 11. Caracteristicas generales de los pacientes

HGMLALOQ7 MEGATRON Valor de P
n=211 n=230
Edad (afios) 31 (16 -66) 25 (18-68) 0.067
Geénero
Hombre (%) 112 (53.1) 23 (76.7)
Mujer (%) 99 (46.9) 07 (23.3)
Riesgo
Estandar (%) 85 (40.3) 13 (43.3)
Alto (%) 126 (59.7) 17 (56.7)
WBC (x 103/mcl) 46.49 (0.1-850) 31.14 (0-151) 0.366
Infiltracion SNC (%) 1(0.5) 0
BCRABL1 positivo (%) 8 (3.8) 0
Recaidas (%) 104 (49.3) 6 (20)
Recaida a médula 6sea (%) 99 (95.2) 5(83.3)
Recaida a SNC (%) 5(4.8) 1(16.7)

9.8.2 Factores prondsticos asociados a la supervivencia

La media de supervivencia global (OS) fue de 526 dias (rango 33-1834 dias) para el protocolo HGMLALO7 a diferencia de
443 dias para el protocolo HGMLAL13/MEGATRON (rango 164- 1097 dias). A 1000 dias de seguimiento la supervivencia
fue 52% para el HGMLALO7 y 91% para el HGMLAL13/MEGATRON. Se registré una diferencia significativa en cuanto a
la supervivencia entre los dos protocolos (p= 0.046,95% IC). Se registré también una diferencia entre la supervivencia libre
de enfermedad entre los dos grupos (p=0.015,95% IC). La curva de supervivencia global se describe en la Figura 2.0. El
tipo de tratamiento fue la Unica variable que impacto directamente con el pronéstico siendo favorable para el protocolo
HGMLAL13/MEGATRON (p=0.004,95% IC) lo cual traduce que el tipo de tratamiento nos confiere un factor protector para

recaida. Los valores de Odds Ratio de las diferentes variables se describen en la Tabla 12

Tabla 12 Impacto de las variables en recaida

Variables clinicas OR (95% IC) P value (95% IC)
WBC > 30 x 10%/mcl 1.1640 (0.6811-1.9893) 0.578
Edad >35 afios 0.9527 (0.5407-1.6785) 0.866
Riesgo alto 0.8545 (0.5102-1.4313) 0.550
Tipo de tratamiento 0.2572 (0.1010-0.6548) 0.004

45



Figura 2.0 Supervivencia de acuerdo al tipo de tratamiento
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9.8.3 Factores pronosticos identificados en la cohorte HGMLAL13/MEGATRON

De los 30 pacientes tratados con el protocolo HGMLAL13/MEGATRON la mayoria correspondio a un riesgo elevado al
diagndstico (56.7%). Un 13.3% (n=4) contaba con mas de 35 afios al diagndstico y un 40% (n=12) con mas de 30 x 103/mcl
leucocitos. La EMR a la semana 12 de tratamiento se encontrd positiva en un 73.3% de los casos (n=22), siendo positiva
en todos los casos de mas de 35 afios (n=4). En el grupo de > 30 x 103/mcl leucocitos la frecuencia de EMR positiva fue
del 66.7% (n=8). De los 30 casos, 27 contaron con la deteccion de EMR a la semana 24. La frecuencia de EMR positiva
disminuy6 a un 33.3% (n=10) y se mantuvo con esta frecuencia (33.3%) hasta la etapa previa al mantenimiento (EMR
semana 36). Al analizar los valores prondsticos para esta cohorte la edad >35 afios se asoci6 con la recaida temprana
(p=0.008, 95% IC) pero la positividad de la EMR tanto a la semana 12 como a la 24 se asociaron a la recaida. De los tres
puntos de seguimiento en la EMR el de mayor riesgo fue a la semana 36 posterior al mantenimiento el cual se asocia con
un 4.6 veces mayor riesgo de recaida. Los Odds Ratio de los factores prondsticos como de los puntos de corte de la EMR

Se presentan en la Tabla 13.
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Tabla 13 Puntos de cohorte de la EMR

Variables clinicas OR (95% IC) Valor de P (95% IC)
WBC > 30 x 10%/mcl 1.6667 (0.2752-10.094) 0.578
Edad >35 afios 0.0169 (0.0008-0.3573) 0.008
Alto riesgo 1.6923 (0.2588-11.065) 0.582
EMR semanal2 2.0588 (0.2022-0.9603) 0.610
EMR semana24 2.0000 (0.3177-12.5885) 0.460
EMR semana36 5.6667 (0.8177-39.2689) 0.079

9.8.4 Resultados en el grupo de la AYA (16-39 afios)

Se realiz6 un sub-analisis para identificar el beneficio dentro del denominado grupo de la AYA (16-39 afios) entre las dos
cohortes de pacientes. Se analizaron a 190 pacientes, 163 dentro de la cohorte del HGMLALO7 y 27 para la cohorte
HGMLAL13/MEGATRON. La media de seguimiento fue de 1202 dias. A pesar de no ser significativa (log Rank: 0.082) la
supervivencia a 1000 dias de seguimiento fue mejor en el grupo HGMLAL13/ MEGATRON (86% v 61%). Al analizar la
supervivencia libre de enfermedad esta mostr6 una diferencia significativa entre los grupos a favor del esquema intensivo

(p=0.046,95% IC). La supervivencia global como la supervivencia libre de enfermedad se describe en la Figura 4.
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Figura 4 Sobrevida Libre de Enfermedad en el grupo de AYA
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Figure 4. Sobrevida global en el grupo de la AYA
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9.9.5 Recaidas

Del total de los pacientes, el 45.6% (n=130) presentd recaida, siendo el principal sitio la médula 6sea, seguido de la
infiltracion al sistema nervioso central.  En cuanto a la frecuencia de recaida entre los grupos de tratamiento, esta se
presentd en menor frecuencia en el grupo del HGMLAL13/MEGATRON (n=6, 20%) en comparacion con el protocolo
HGMLALO7 (n=104, 49.3%). La recaida aislada a sistema nervioso central se registrd en un caso del protocolo
HGMLAL13/MEGATRON y en 5 del protocolo HGMLALO7 (4.8%).

HGMLAL13/MEGATRON la recaida al sistema nervioso central se presento posterior a la recaida en médula 6sea. En la

En un segundo caso del protocolo

tabla 14 se presenta la frecuencia de recaidas.

Tabla 14 Frecuencia de recaidas

HGMLALO7 MEGATRON

Recaidas (%) 104 (49.3) 6 (20)
Recaida a médula 6sea (%) 99 (95.2) 5(83.3)
Recaida a SNC (%) 5(4.8) 1(16.7)
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9.10 Discusién

En la parte inicial de este estudio presenta la comparacion del esquema institucional HGMLAL13/MEGATRON con el
protocolo HGMLALOY7. El objetivo principal fue la reduccién de las recaidas principalmente durante el primer afio de
tratamiento seguido de la incorporacion de la EMR como herramienta de monitoreo. Al tratarse de un protocolo inspirado en
un régimen pediatrico la primera barrera fue la frecuencia de la dosis la cual es la variable de mayor relevancia de un
protocolo pediatrico y que limita en gran medida que los especialistas de adultos implementen los esquemas pediatricos
(24,25). Los adultos a diferencia de los pacientes pediatricos muestran una tasa de recuperacion hematoldgica méas lenta
situacion que se comprueba durante la movilizacién de progenitores hematopoyéticos ya que la combinacién tanto de la
edad como de dosis altas de quimioterapias con los principales factores asociados a una respuesta mas lenta a los
estimulantes (26,27). Esta situacion se logré mejorar mediante la administracion de los estimulantes a intervalos constantes
durante la mayoria de los dias de tratamiento (una o dos veces al dia) e independientemente de la cifra de neutréfilos. La
segunda modificacion fue el uso de 6-MP, Metotrexate entre cada uno de los bloques de quimioterapias con la finalidad de
mantener a los pacientes bajo una dosis constantede tratamiento semejante a la etapa de mantenimiento de la mayoria de
los protocolos pediatricos.(28,29). Finalmente la Gltima modificacion fue en la etapa de mantenimiento, en donde se
adiciono bloques secuenciales de quimioterapia con la finalidad de compensar la pobre adherencia asociada a los farmacos
orales como la 6-MP en especial en la poblacién hispana (30,31). Entre las diferencias con otros esquemas
implementados previamente se encuentran principalmente la reduccién en el nimero de recaidas tempranas a médula
6sea lo que permite acceder a otras opciones como el trasplante de progenitores hematopoyéticos, pero tal vez la
diferencia mas importante fue la reduccidn de la mortalidad en pacientes bajo remisién. En un reporte previo se evalud la
eficacia del esquema Hyper-CVAD como esquema de primera linea siendo el principal limitante la mortalidad en
pacientes en remision asociados a la toxicidad hematoldgica (33), Semejante a nuestro reporte, diversas series alrededor
del mundo también realizan esta consideracion que compromete los resultados de este régimen intensivo (34-37). Dentro
del segundo objetivo y al en su mayoria de pacientes dentro del grupo de la AYA fue establecer si la deteccion de la EMR
secuencial tiene un valor significativo para el seguimiento. A pesar de que la estandarizacion de la deteccion de la EMR
por citometria de flujo aun es una limitante para comparar a las diferentes series, su persistencia se asocia finalmente con
una mayor tasa de recaidas y finalmente puede comprometer el éxito del trasplante de progenitores hematopoyéticos
(38,39). En nuestra serie se realizaron tres puntos de corte principales (semana 12,24 y previo a mantenimiento). La
persistencia de una EMR positiva (>0.01 %) en cualquiera de estas etapas se asocid con un mayor riesgo siendo mayor en
la Gltima etapa previo al mantenimiento. Otra de las consideraciones realizadas en nuestro régimen es que la intensidad del
esquema se modifico acorde a el nivel de la EMR (semana 12y semana 24) lo que tal vez redujo la posibilidad de recaidas
durante la etapa de consolidacion pero no asi en el mantenimiento. Esto nos sugiere a que semejante al modelo prondstico
basado en el riesgo clinico (40), la EMR mas que una herramienta de estratificacion deberia de considerarse como un
indicador para la modificacién del tratamiento en especial si se encuentra positiva en etapas tardias como el mantenimiento
(41). Acorde a estos resultados consideramos que la monitorizacion de la EMR es de gran utilidad y brinda mas

informacion pronostica que otras variables como la cifra de leucocitos o inclusive la edad. Coincidimos con otros autores
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de que el principal punto de corte prondstico continuara siendo al final de la induccion, pero tanto a la semana 24 como

previo al mantenimiento brinda informacién muy util para la modificacién del riesgo de los pacientes.

En general la incorporacion de este tipo de régimen mostrd resultados favorables y mejor6 el prondstico semejante a los
resultados publicados hace mas de 10 afios de la cohorte francesa (FRALLE-93 v LALA-94), en donde la adicién de una
mayor dosis de esteroides (cinco veces), alcaloides de la vinca (tres veces) y Asparaginasa (20 veces) modificé la
supervivencia (CR 94% vs. 83%, and EFS of 67% vs. 41% at 5 years respectivamente) (42), similar a esto el Dutch
studyreporto resultados semejantes entre su esquema intensivo pediatrico (DCOG ) y su esquema de adultos (5-yr EFS of
69% v 34%) (43). Esto nos hace pensar que la intensidad al igual que la frecuencia de quimioterapia son los principales

factores que mejoran el prondstico en estos pacientes.

Finalmente otro punto para reflexionar fue lo descrito recientemente por Gazauskasy colaboradores al comparar el
esquema Hyper-CVAD vs un esquema pediatrico, en donde a pesar de que el esquema pediatrico incremento la
supervivencia redujo la QALY en especial en las etapas de induccién e intensificacion, pero compensandose en etapas
mas tardias (44). Esto adaptandolo a nuestra poblacion es un punto muy importante a pesar de no existir diferencias
considerativas en cuanto el prondstico si existieron en cuanto a los puntajes de calidad de vida ya que estos regimenes
intensivos pediatricos requieren un mayor nimero de visitas o inclusive mayor tiempo de estancia hospitalaria situacion que

limita la calidad de vida de la mayoria de los individuos.

En conclusion, la LLA del adulto continua siendo un reto terapéutico el cual requiere una monitorizacién estrecha por lo que
la deteccion de la EMR se ha vuelto una herramienta fundamental para el pronéstico, a su vez protocolos como este pueden
utilizarse por médicos que no cuentan con experiencia en esquemas pediatricos ya que su monitoreo y administracion es

comin para la mayoria del personal médico y de enfermeria.
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