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RESUMEN

“CORRELACION ENTRE ESTADO DE ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL POR
CITOMETRIA DE FLUJO EN PRIMEROS 100 DIAS DE TRASPLANTE DE CELULAS
PROGENITORAS HEMATOPOYETICAS POR LEUCEMIA AGUDA CON SOBREVIDA
LIBRE DE ENFERMEDAD Y SOBREVIDA GLOBAL”

Antecedentes: En estudios recientes se ha identificado al grupo de pacientes con
leucemias agudas y enfermedad minima residual positiva en primeros 100 dias de
trasplante como una poblacion con riesgo mayor de recaida y muerte.

Objetivo: Evaluar la correlacion que existe entre el estado de la enfermedad minima
residual por citometria de flujo en los primeros 100 dias de trasplante de células
hematopoyéticas con la sobrevida libre y sobrevida global de enfermedad en pacientes
con leucemia aguda de la UMAE Hospital Especialidades CMN Siglo XXI.

Material y métodos: Se realizara captacion consecutiva de pacientes que ingresaron al
servicio de Hematologia/Trasplante de células progenitoras hematopoyéticas del
Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI, con el diagnéstico de
leucemia aguda y que reunan los criterios de inclusion durante el periodo de tiempo
comprendido de Enero de 2011 y Diciembre 2016. Se realizara un analisis bivariado con
curvas de Kaplan-Meier para enfermedad minima residual positiva, sobrevida libre de
enfermedad y sobrevida global. Se buscara correlacién por medio de Rho de Spearman,
realizando ademas un modelo de riesgos proporcionales de Cox.

Recursos e infraestructura: La UMAE Hospital Especialidades CMN SXXI cuenta con
citobmetro de flujo con tecnologia de punta asi como los reactivos necesarios para su
realizacion. Para el resto del estudio no se require algun otro recurso financiero.
Experiencia el grupo: El servicio responsable de realizar citometria de flujo en esta
unidad, es reconocido a nivel internacional por contar con un excelente equipo y
capacitacion, utilizando estandares aceptados mundialmente.

Tiempo a desarrollarse: El analisis a realizar es en pacientes de Enero 2011 a
Diciembre 2016.



INTRODUCCION

La leucemia aguda es una enfermedad del tejido hematopoyético de carécter clonal o
maligno, caracterizada por la proliferacion y acumulacion anormal de células inmaduras
(blastos) principalmente en la médula désea, que puede desplazar o suprimir la

hematopoyesis normal, ocasionando citopenias.!

Segun GLOBOCAN, un Proyecto de la Agencia Internacional de Investigacion de Cancer
(IARC) que provee estimados de alta calidad sobre epidemiologia de los diferentes tipos
de cancer, en 2012 su analisis arroj6é que la leucemia en México ocupaba el 8vo cancer
méas comun en el pais, con una incidencia estimada de 6 325 casos (4.3% de todos los
canceres, excluyendo el cancer de piel de tipo no melanoma), con una prevalencia a 5
afios de 6 100 casos (1.7%)?. En Estados Unidos se reportan aproximadamente 20 000
casos nuevos de leucemia mieloide aguda por afio, representando el 80% de las
leucemias agudas en adultos, con incidencias que varian segun la poblacion y la edad,
alcanzando los 25 casos por cada 100 000 habitantes en octogenarios 2, siendo por el
contrario la incidencia de leucemia linfoblastica aguda estimada en Estados Unidos en el
2014 de aproximadamente 6 020 casos?*, con un pico de presentacién en pacientes de
1 a 4 afios, con disminucién gradual hasta llegar a los 25 afios y un posterior incremento
gradual hasta alcanzar los 50 afos, con una incidencia de 1.2 por 100 000 habitantes en

mayores de 60 afios. °

La leucemia aguda se define segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) por la
presencia de 20% o mas de blastos en frotis de sangre periférica 0 médula ésea,
publicando en 2008 la clasificacion de leucemias mas ampliamente aceptada a nivel
mundial, usando informacion como morfologia, citoquimica, inmunofenotipo, citogenética
y caracteristicas clinicas del paciente, para definir estirpe de la célula neoplasica y su
estado de maduracion, dividiendo asi a la leucemia aguda en mieloide o linfoide
(leucemia mieloide aguda o leucemia linfoblastica aguda). Se considera ademas la

observacion en microscopio como el método idéneo para cuantificacion de blastos y la



citometria de flujo de 4 6 mas colores es util para la deteccion de marcadores de

superficie celular con el fin de determinar el linaje y grado de madurez celular (Tabla 1y

2), de esta forma ayuda para la deteccion del fenotipo celular asociado a leucemia o

células neoplasicas que servira para el seguimiento y la posterior deteccion de

enfermedad minima residual. ©

Tabla 1: Fenotipo en leucemia linfoblastica aguda segun linaje y estadio de

maduracion.
Linaje B
Pro-B CD10-, CD19+, cCD79a+, cCD22+, TdT+, HLA-DR+
Comun CD10+, CD19+, CD79a+HLA-DR+, TdT+
Pre—B clg+, slg-, CD19+,CD79a+,CD10+/-, HLA-DR+, TdT+
B Madura (Burkitt) slg+, CD10+, CR19+,CR79a+, HLA-DR +, TdT+
Linaje T
Pro—-T cCD3+, CD7+, CDla-, CD2-, CD4-, CD8-, CD34+/-
Pre-T cCD3+, CD7+, CDla-, CD2+, CD4-, CD8-, CD34+/-
Cortical cCD3+, CD7+, CD1la+, CD2+, CD4+, CD8+, CD34-
Medular cCD3+, sCD3+, CD7+, CD1a-, CD2+, CD4+ 6 CD8+, CD34-

Tabla 2: Fenotipo en leucemia mieloide aguda segun linaje y estadio de maduracion.

VARIANTE FENOTIPO INMUNOLOGICO
MO CD13+, CD33+, CD117+, MPO+/-, HLA-DR+,
M1 CD13+, CD33+, CD117+, MPO+, HLA-DR+
M2 CD13+, CD33+, CD117+, CD15+, CD34+, HLA-DR+
M3 CD13+, CD33+, CD117+, MPO+, HLA-DR-.
M4 CD13+, CD33+, CD15+, CD11b+, CD14+, CD4+, HLA-DR+
M5 CD13+, CD33+, CD14+, CD11b+, CD4+, HLA-DR+
M6 CD13+, CD33+, CD117+, MPO+, CD34+, HLA-DR+, Glicoforina +.
M7 CD61+, CD41+, CD42+, CD33+, CD34-, HLA-DR+




Actualmente, el uso de infusidon continua con citarabina combinado con un antraciclico
(régimen 7+3) es la terapia de induccion mas utilizada en la leucemia mieloide aguda en
la mayoria de los centros a nivel mundial, principalmente para pacientes jévenes y con
estado funcional y organico adecuado. Las tasas de respuesta en la induccion segun
diferentes literaturas varian de 50 a 80%, sin embargo, con riesgo de recaida reportadas
de hasta 65% de los casos, con una sobrevida a 2 afios menor a 20% en los casos de
recaida®. Posterior a la induccién, la quimioterapia intensiva habitual con dosis altas de
citarabina con o sin otro agente es utilizada de manera rutinaria como terapia de
consolidacion posterior a alcanzar la remision, sin embargo, en muchos de estos
subgrupos de pacientes la sobrevida libre de enfermedad post-remisidbn permanece
siendo pobre al solo utilizar quimioterapia como tratamiento. Por esta razon, el trasplante
de células hematopoyéticas representa la terapia curativa post remision mas
ampliamente utilizada en pacientes elegibles.

El trasplante de células progenitoras hematopoyéticas es una terapia con fines curativo
utilizada desde hace varias décadas en pacientes con neoplasias primordialmente
hematolégicas, consiste en la infusibn intravenosa de células progenitoras
hematopoyéticas autologas o alogénicas, segun sea el caso, recolectadas de médula
0sea, sangre periférica o sangre de cordon umbilical para reconstituir la hematopoyesis
en aquellos pacientes en que la médula 6sea o el sistema inmune se encuentra dafiado
o defectuoso y por otro lado, tiene un efecto antitumoral con el desarrollo de la
enfermedad del injerto en contra del huésped que conlleva el desarrollo de enfermedad
del injerto contra la leucemia, situacién que ayuda a la curacion del paciente. El trasplante
se realiza en pacientes con diagnéstico de leucemia aguda y crénica y permite al paciente
recibir dosis mas altas de quimioterapia, seguido del rescate después con la infusion de
células progenitoras hematopoyéticas donadas al momento en donadores sanos o
congeladas previamente en el contexto de trasplante autdlogo para reemplazar la médula
O0sea enferma con células progenitoras hematopoyéticas sanas, que van a suplir el

espacio y su funcion.®



El efecto inmunoldgico de la enfermedad de injerto en contra del huésped es el fenébmeno
gue nos ayudara a eliminar la hematopoyesis maligna y llevar a la curacion, siendo este
mismo el que puede abatir la enfermedad residual en los pacientes y reducir la

probabilidad de recaida y lograr la curacion.

En el registro del Grupo Europeo de Trasplante de Médula Osea (EBMT) la leucemia
mieloide aguda es la indicacidbn mas frecuente de trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas; se han reportado que aproximadamente la mitad de los pacientes
posterior a un trasplante de donador relacionado tendrdn una sobrevida libre de
enfermedad a los 4 afios, con un riesgo de recaida de hasta el 20% de los casos tras un
trasplante alogénico.® Desafortunadamente, el beneficio de un trasplante alogénico
puede verse afectado considerablemente por las complicaciones relacionadas al

procedimiento®

En contraste, se sabe que la leucemia linfoblastica aguda en nifios alcanza una sobrevida
global mayor de 80% a 5 afios, mas el pronostico en adultos con leucemia linfoblastica
aguda no es alentador, alcanzando una sobrevida promedio en pacientes entre 18 y 60
afios de 35%, con algunas series alcanzando el 50%, esta diferencia se relaciona con
multiples factores de mal prondéstico como el incremento en la presentacion de
alteraciones genéticas desfavorables a diferencia de los nifios, lo que hace que el

abordaje o terapia mas compleja e intensa.'%1?

En los ultimos 10 a 15 afios el uso del trasplante alogénico de células progenitoras
hematopoyéticas se ha incrementado en adultos con leucemia linfoblastica aguda que
logran una primera remision completa, con reportes de sobrevida libre de enfermedad a
largo plazo que van de un 45 a un 60%'%1%, por lo que se debe considerar su potencial
curativo no olvidando la morbi-mortalidad asociada al procedimiento, asi como el riesgo

de recaida, la enfermedad injerto contra huésped y el impacto en la calidad de vida. °

El acondicionamiento es una parte importante en el trasplante de células progenitoras

hematopoyéticas, teniendo tres objetivos: crear el espacio para que las células del



donador tengan espacio en la médula 6sea del receptor para que con esto pueda suceder
el injerto; inmunosupresion para prevenir la enfermedad injerto contra huésped vy la
erradicacion de la enfermedad, siendo este el principal objetivo en leucemias agudas. Su
intensidad y combinacion se asocia con riesgo de toxicidad e impacta en la mortalidad
temprana relacionada al trasplante, sin embargo, siendo de vital importancia para el
control de la enfermedad de base a largo plazo. Existen diferentes esquemas que
combinan quimioterapia y radioterapia como son: irradiacion corporal total,
ciclofosfamida, busulfan, etopdsido, citarabina, carmustina y melfalan, con diversas
indicaciones y variaciones en su toxicidad, riesgo de recaida, sobrevida global e
incidencia de enfermedad de injerto en contra del huésped segun el régimen aplicado. °

Para definir la respuesta a la terapia aplicada al paciente con leucemia aguda, se utilizan
criterios estandarizados para su clasificacion, entre ellas buscando la obtencién de una
respuesta completa, dentro de las cuales se incluye el subtipo morfolégico, descrita para
leucemia linfoblastica aguda como la ausencia de blastos circulantes o de enfermedad
extramedular (sin presencia de linfadenopatia, esplenomegalia, infiltracién a testiculo,
encias o piel, involucro de sistema nervioso central, entre otras), <5% de blastos en
médula 6sea, recuperacion del conteo de células hematopoyéticas en sangre periférica
y no recurrencia de enfermedad a las 4 semanas. Para leucemia mieloblastica aguda se
define la respuesta completa como presencia de <5% de blastos en médula 6sea,
ausencia de bastones de Auer, no presencia de enfermedad extramedular y recuperacion

de cifras de células hematopoyéticas en sangre periferica.*?

Basado en estimados de una médula 6sea normocelular, la presencia de <5% de blastos
para clasificacion morfolégica de una remision completa, permite la presencia de hasta
10° de blastos en el organismo, siendo esta la razon por la que no sorprende la recaida
de los pacientes que logran una remisiéon completa morfolégica.314 Un esfuerzo
importante se ha hecho para desarrollar herramientas que identifiguen enfermedad
minima residual, incluyendo la citometria de flujo multi-paramétrica para enumerar la
poblacion anormal (blastos), reaccion de cadena de polimerasa (PCR) para

cuantificacién de mutaciones asociadas a leucemia, nivel de transcritos de RNA



asociados a leucemia, cambios cromosomicos con citogenética convencional y por
técnica FISH (Fluorescence in-situ Hibridization). Entre estas modalidades, la citometria
de flujo multiparamétrica y los métodos basados en PCR han mostrado la mayor

sensibilidad, obteniendo cada vez un mayor incremento en su uso clinico®29

Tabla 3. Caracteristicas de los métodos para deteccion de enfermedad minima

residual?t

Porcentaje de
o i ) pacientes que o
Objetivo de busqueda Método Sensibilidad
pueden ser

monitorizados

Rearreglos genéticos de
inmunoglobulina y de RQ-PCR ~90% 0.01%-0.001%

receptor de Célula-T.

Transcritos de fusion RQ-PCR ~40% 0.01%-0.001%

Inmunofenotipo asociado | Citometria
_ ) ~95% 0.01%
a leucemia de flujo

RQ-PCR: Reaccién en cadena de polimerasa cuantitativo en tiempo real.

Actualmente existen factores de riesgo identificados previos a recibir un tratamiento que
ofrecen un peor pronéstico, tales como edad, caracteristicas del perfil citogenético con
presencia de ciertas mutaciones genéticas, que han sido usadas para estratificacion de
riesgo y toma de decisiones clinicas 2325 . La determinacion de enfermedad minima
residual por diversos métodos actualmente se considera un factor prondéstico ya que en
algunos estudios ha demostrado que un resultado positivo ofrece un peor prondstico
(incluyendo incremento de riesgo de recaida y mortalidad) en comparacion a pacientes

con enfermedad minima residual indetectable: esta relacion se guarda durante y



posterior a la terapia de induccion, tras alcanzar la remision, y de igual forma previo y
posterior al trasplante de células progenitoras hematopoyéticas °2°. No obstante, se
considera la monitorizacion de la enfermedad minima residual como una técnica de
investigacion, sin poder incorporar los modelos a un riesgo de estatificacion por la amplia
variacion de las asociaciones reportadas del resultado de la enfermedad minima residual
con el riesgo prondstico de los estudios publicados, asi como la variabilidad en la
metodologia, la falta de estandarizacién en valores de corte para definir la enfermedad

minima residual como positiva o negativa, entre otras.??-24

El corte minimo de sensibilidad para considerar a un estudio como adecuado para medir
enfermedad minima residual debe ser al menos de 1 x 10-2 (capacidad de deteccién de
1 célula leucémica por cada 1 000 normales) e idealmente acercarse a 1 x 106 25,
contando con diferentes grados de sensibilidad segun el método de identificacion
utilizado, obteniendo sensibilidades aproximadas de 1 x 104 por medio de citometria de
flujo multiparamétrica, realizando con esta técnica un andlisis de al menos 200 000
células y considerando segun la metodologia usada una enfermedad minima residual
positiva al reportar aberrancia en 0.01% de las células analizadas (2000 células de una
muestra estandarizada a 200 000 células).?® La identificacion de estas células se realiza
mediante la asociacion de un grupo de marcadores celulares o “inmunofenotipo asociado
a leucemia” detectado al diagndstico en médula 6sea, el cual se puede detectar en hasta
95% de pacientes con leucemia aguda, estas alteraciones son el resultado de la
aberrancia de al menos 2 antigenos en las células hematopoyéticas en pacientes con la

enfermedad 2’ como se indica en la Tabla 4.



Tabla 4. Clasificacion de fenotipos asociados a leucemia aguda?®

INMUNOFENOTIPOS ASOCIADOS A LEUCEMIA

EJEMPLOS

Expresion antigénica cruzado de lineas: Expresion
de marcadores linfoides en mieloblastos o

expresion de marcadores mieloides en linfoblastos.

CD2, CD4, CD5, CD7,CD10,CD19,CD56.
CD11b, CD13, CD15, CD33, CD66b.

Expresion asincronica antigénica: expresion de
antigenos no vistos normalmente en del desarrollo
mieloide o co-expresion aberrante de antigenos
vistos en etapas tempranas Yy tardias de

maduracion.

CD11b?,CD342 CD15%/CD342
Expresion de CD20 con TdT y CD34+

Sobreexpresion 0 expresion insuficiente:
Incremento o disminucién en la intensidad de la
expresion antigénica a un grado no visto en la

maduracion normal de mieloblastos o linfobilastos.

CD34b, HLA - DR - /d, CD13 - /d/b, CD33 -
/d/b, CD38 - /d/b

Sobreexpresion de CD34, TdT+, CD38, CD10

Dispersion de luz aberrante: Intensidad normal de
expresion  antigénica en combinacién con

dispersion de luz aberrante en citometria.

CD13%/SSb

Aumento de dispersion de la luz

a expresion antigénica positiva; -, expresion antigénica negativa; b, expresion

antigénica fuerte; d, expresion antigénica debil; SS, dispersion lateral.




En estudios recientes se ha identificado al grupo de pacientes con enfermedad minima
residual positiva previo a trasplante, tanto en leucemia linfoblastica aguda como en el
caso de leucemia mieloide aguda, como una poblacion con riesgo de recaida de 2 a 3
veces mayor que los pacientes con enfermedad minima residual negativa previo a
trasplante. Sin embargo aun en los pacientes con enfermedad minima residual negativa
previa a trasplante puede haber recaida en el 20 a 30% de los casos.?’:3%: . Existen de
otros reportes que evaluan el riesgo de recaida hasta 6 veces mayores en pacientes que
presentan enfermedad minima residual positiva en cualquier momento durante los

primeros 100 dias del trasplante.3!
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JUSTIFICACION

Las publicaciones realizadas en el pais derivadas de la practica de trasplante de células
progenitoras hematopoyéticas son escasas. El Centro Médico Nacional Siglo XXI del
Instituto Mexicano del Seguro Social se encuentra dentro de los centros, entre publicos
o privados, con mayor experiencia y mayor numero de pacientes con trasplante de
meédula 6sea, principalmente de tipo alogénico. Aunado a ello, el Centro Médico Nacional
SXXI del IMSS cuenta con un area de laboratorio especial de citometria de flujo, que es
reconocido a nivel internacional por contar con tecnologia de punta que ha ido
evolucionando con el paso de los afios hasta contar el dia de hoy con un citbmetro de
flujo BD FACSCanto Il, sistema innovador de alto rendimiento, con apoyo de EuroFlow™
(consorcio cientifico de compafiias y grupos de investigacion que desarrollan y
estandarizan estudios de citometria para que sean precisos, rapidos y altamente
sensibles para el diagndéstico y clasificacién pronéstica en enfermedades hematologicas
malignas), metodologia utilizada en publicaciones en revistas de alto impacto que
analizan la misma asociacién que nuestro estudio, haciendo que los resultados obtenidos

puedan ser validos a nivel internacional.

La enfermedad minima residual (EMR) por citometria de flujo ha demostrado ser un
factor pronostico relevante en la literatura mundial en pacientes con multiples patologias
hematolégicas, incluyendo mieloma multiple, leucemias crénicas, y leucemias agudas,
asi como se asocia tambien con el trasplante de médula ésea, en publicaciones en
fechas recientes.

Conocer la relacion entre la presencia de enfermedad minima residual y el pronéstico en
estos pacientes nos podria ayudar a detectar a pacientes que obtendrian un mayor
beneficio con el trasplante de médula 6ésea, asi como poder detectar a los pacientes con
mayor riesgo de recaida con el fin de buscar opciones de modulacién inmunolégica para
abatir en lo posible su riesgo definido y mejorar su prondstico, con posibilidad de ofrecer
otras alternativas para lograr la mayor sobrevida libre de enfermedad y sobrevida global
posible, como objetivos primordiales frecuentemente vistos en estudios publicados en la

rama de Hematologia.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢,Cual es la correlacidon que existe entre el estado en citometria de flujo en primeros 100
dias de trasplante de células progenitoras hematopoyéticas con la sobrevida libre de

enfermedad posterior a trasplante y sobrevida global en pacientes con leucemia aguda?
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OBJETIVOS

GENERALES:

Evaluar la correlacion que existe entre el estado de la enfermedad minima residual por
citometria de flujo en los primeros 100 dias de trasplante de células hematopoyéticas
con la sobrevida libre de enfermedad posterior a trasplante en pacientes con leucemia
aguda.

Evaluar la correlacion que existe entre el estado de la enfermedad minima residual por
citometria de flujo en los primeros 100 dias de trasplante de células hematopoyéticas
con la sobrevida global en pacientes con leucemia aguda.

SECUNDARIOS:

Ninguno.
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HIPOTESIS

HIPOTESIS DEL TRABAJO
La enfermedad minima residual negativa por citometria de flujo en primeros 100 dias de

trasplante de células progenitoras hematopoyéticas se asocia con una mayor sobrevida

libre de enfermedad posterior a trasplante y sobrevida global.
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MATERIAL Y METODOS

1. TIPO DE ESTUDIO.
Estudio observacional retrospectivo.

2. UNIVERSO DE TRABAJO.

Pacientes con diagndstico confirmado de leucemia aguda por criterios morfolégicos y/o
por citometria de flujo a los que se les realizd trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas en el Hospital de Especialidades de Centro Médico Nacional Siglo XXI
del Instituto Mexicano del Seguro Social entre Enero del 2011- Diciembre 2016, en los

que se cuenta con enfermedad minima residual en primeros 100 dias de trasplante.

3. DESCRIPCION DE VARIABLES SEGUN METODOLOGIA.

e Variables dependientes:

o Recaida de la enfermedad: reaparicion de blastos en sangre periférica o
médula 6sea (>5%) o a cualquier lugar extramedular posterior a alcanzar
remisién completa.

= Tipo de variable: cualitativa. Escala de medicion: dicotomica.

o Supervivencia libre de enfermedad posterior a trasplante: Tiempo
transcurrido entre que se realizo trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas hasta recaida o muerte.

= Tipo de variable: cuantitativa, continua. Escala de medicion: Meses

o Sobrevida global: Periodo que transcurre desde la administracion del
tratamiento en estudio hasta el ultimo control realizado o el fallecimiento
del paciente.

= Tipo de variable: cuantitativa, continua. Escala de medicion: Meses
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o

Muerte: Término de la vida a causa de la imposibilidad organica de
sostener el proceso homeostético. Se trata del final del organismo vivo que
se habia creado a partir de un nacimiento.

= Tipo de variable: Cualitativa. Escala de medicion: Dicotdmica

Variables independientes:.

o

Edad: Es el intervalo de tiempo estimado o calculado entre el dia, mes y
afo del nacimiento, y el dia, mes y afio en que ocurre el hecho expresado
en unidad solar de maxima amplitud que se haya completado, o sea, afios
para los adultos y nifos.

» Tipo de variable cuantitativa, Escala de medicion: Afios cumplidos.
Afeccion extramedular: Documentacion de presencia de blastos en
liquido cefalorraquideo, piel, encias, bazo, testiculo o cualquier otro
organo.

» Tipo de variable: Cualitativa. Escala de medicion: Dicotémica.

Fase de la enfermedad previo a trasplante: NUmero de remision
completa alcanzada previas al trasplante de médula ésea, definida la
remision completa segun la National Comprehensive Cancer Network
(NCCN) Clinical Practice Gudelines in Oncology como ausencia de blastos
circulantes o enfermedad extramedular, no linfadenopatia, no
esplenomegalia, no infiltracion de piel o encias, no masa testicular,
ausencia de involucro a SNC, definido por el médico tratante apoyado de
estudios pertinentes para su descarte o documentacion.

» Tipo de variable: Cuantitativa. Escala de medicion: Ordinal.

Tipo de trasplante recibido: Fuente de donde se obtuvieron las células
progenitoras hematopoyéticas (alogénico, autélogo o de cordén umbilical)

» Tipo de variable: Cualitativa. Escala de medicion: Politdbmica.
Acondicionamiento recibido: Tipo de acondicionamiento recibido en
esquema indicado de trasplante de células progenitoras hematopoyéticas,

ya sea, irradiacion corporal total con busulfan, busulfan con ciclofosfamida,
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busulfan con etopdsido, combinaciones con citarabina o esquemas de

intensidad reducida.

©)

= Tipo de variable: Cualitativa. Escala de medicion: Politbmica.
Inmunosupresion recibida: Tipo de inmunosupresion recibida durante
el trasplante de médula 6sea, entre ellas, ciclosporina con metotrexate,
ciclosporina con micofenolato, globulina antitimocito.

= Tipo de variable: Cualitativa. Escala de medicion: Politbmica.
Estirpe de leucemia aguda: Tipo de leucemia aguda padecida por el
paciente segun clasificacion la OMS 2008 en Leucemia linfoblastica
aguda [LLA] , leucemia bifenotipica [LBF] o leucemia mieloide aguda
[LMA] (Anexo 1y 2).

= Tipo de variable: Cualitativa. Escala de medicion: Dicotémica.
Estado de laenfermedad minima residual: Establecida por citometria
de flujo multiparamétrica, se realiza el andlisis de 500 000 a 1 000 000
de células, tomando de base el inmunofenotipo asociado a leucemia al
diagndstico en médula 6sea, buscando posteriormente la persistencia
de aberrancia en al menos 2 antigenos en las células hematopoyéticas
en pacientes con la enfermedad (Tabla 4). Se toma el corte para
enfermedad minima residual de 0.01% tanto para leucemia linfoblastica
aguda como para leucemia mieloide aguda [ej. 50 a 100 células
enfermas] para clasificarse como positiva si es igual o mayor a este
namero de células enfermas o negativa si es menor.

= Tipo de variable: Cualitativa. Escala de medicion: Dicotémica.

Enfermedad injerto contra huésped: Desarrollo o no de enfermedad
injerto contra huésped en primeros 100 dias de trasplante de células
progenitoras hematopoyéticas.

= Tipo de variable: Cualitativa. Escala de medicion: Dicotémica.
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4. SELECCION DE LA MUESTRA.

A) TAMANO DE LA MUESTRA.

Técnica de muestreo: No probabilistico. Se hizo captacion consecutiva de pacientes que
ingresaron al servicio de Hematologia/Trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas del Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI,
con el diagnodstico de leucemia aguda y que retnan los criterios de inclusion durante el

periodo de tiempo comprendido de Enero de 2011 y Diciembre 2016.

B) CRITERIOS DE SELECCION:

1. Criterios de Inclusién
Pacientes mayores de 18 afos.
De cualquier género.
Que cuenten con expediente clinico.
Diagnéstico de leucemia aguda por morfologia y/o citometria de flujo.
Realizacion de trasplante de médula 6sea.
Contar con enfermedad minima residual basal o en los primeros 100 dias

posterior a trasplante de células progenitoras hematopoyéticas.

2. Criterios de Exclusién
Pacientes con leucemia aguda secundaria a una fase blastica de leucemia
mieloide croénica.
Pacientes con un segundo trasplante de células progenitoras
hematopoyeéticas.
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5. PROCEDIMIENTO GENERAL.:

Se realizara una busqueda documental en el servicio de Trasplante de células
progenitoras hematopoyéticas de Hospital Especialidades de Centro Médico Nacional
Siglo XXI, los registro de pacientes que han recibido un trasplante, con diagnostico basal
de leucemia aguda ocurrido en el periodo entre Enero 2011 y Diciembre 2016, realizando
cotejo con expediente clinico correspondiente para confirmacion de datos. Se establecen
criterios de inclusion y exclusion, asi como se buscara el historial de citometrias de flujo
realizadas en el mismo hospital, cotejando ambos para eleccionar a los pacientes del

estudio dentro de los primeros 100 dias de trasplante.

Se utilizar4 una base de datos en programa Excel y SPSS. Se capturaran en hoja de
recoleccion de datos los siguientes aspectos: Edad, fecha de trasplante, tipo de
trasplante (alogénico, autélogo o de cordén umbilical), estirpe de leucemia, presencia o
ausencia de afeccion extramedular, fase de la enfermedad previo a trasplante (niumero
de remisiébn completa alcanzada previo a procedimiento), acondicionamiento recibido,
inmunosupresion recibida y estado de enfermedad minima residual, fecha de recaida o

muerte en los casos en los que se llega a un desenlace.

En laboratorio de citometria de flujo en Centro Médico Nacional Siglo XXI se cuenta con
un citbmetro BD FACSanto I, sistema que utiliza un disefio éptico fijo y sistema
electrénico digital avanzado que soporta el analisis multicolor de hasta 8 marcadores
celulares fluorescentes y dos parametros que miden la dispersion de luz (FSC y SSC),
logrando con esto la identificacion del tipo de célula hematopoyética, su estado

madurativo, e identificacion de marcadores aberrantes, entre otros aspectos.

En leucemias agudas de este Hospital se realiza el analisis por citometria de flujo
multiparamétrica con una muestra de médula 6sea obtenida de esterndn o cresta iliaca,
la cual se obtiene con una jeringa que contiene heparina no fraccionada a una
concentracion de 1000 U/ml, con dilucién final de 5 ml de muestra con 1 ml de heparina).
La muestra tomada es inmediatamente enviada a laboratorio de citometria a temperatura

ambiente para ser procesada y analizada logrando una lectura de 500 000 hasta 1 000
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000 células en caso de busqueda de enfermedad minima residual. Considerando su
fenotipo asociado a leucemia inicial, se toma un valor de corte de 0.01% de células
aberrantes para determinar a la enfermedad minima residual como positiva si es mayor

a este valor.

6. ANALISIS ESTADISTICO

Estadistica descriptiva: Se utilizara estadistica descriptiva de acuerdo a la distribucion de
la poblacion en estudio (distribucion normal: media y desviacion estandar; libre
distribucién: mediana, moda y minimo-maximo). Se analizaré la relacion entre la variable
estado de la enfermedad minima residual con la supervivencia libre de enfermedad
posterior a trasplante (SLE) y sobrevida global (SG) por medio de la prueba de
correlacion Rho de Spearman.

Las variables con significancia de p <0.1 seran incluidas en un andlisis multivariado por
un modelo de riesgos proporcionales de Cox.

Se realizara el analisis de SLE y SG por medio de las curvas de Kaplan-Meier de acuerdo
a el estado de la enfermedad minima residual. Se considerara estadisticamente
significativo un valor de p <0.05.

El andlisis estadistico se realizara con el programa SPSS23.
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ASPECTOS ETICOS

1. El presente estudio se apeg0 a las norma éticas, no implicando un riesgo de acuerdo
al Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud
ni a la Declaracion Helsinki y sus enmiendas; la poblacion en la que se realizara no
involucra a una poblacién vulnerable como menores de edad, embarazadas o grupos
subordinados.

2. De acuerdo a la Ley General de Salud en materia de investigacion para la salud se
trata de un estudio sin riesgo, ya que se emplearan técnicas y métodos de
investigacion documental retrospectivos y no se realiza una ninguna intervencion o
modificacion intencionada en las variables fisiologicas, psicolégicas y sociales de los
individuos que participan en el estudio.

3. Se seleccionaron los expedientes comprendidos en las fechas sefialadas que
cumplan los criterios de inclusion y exclusion.

4. No se utilizaron identificadores y los nombres de los pacientes no se dieron a conocer
en publicaciones ni presentaciones.

5. Sereviso una base de datos del laboratorio, conteniendo los resultados de citometrias
de flujo, asignando de esta manera un namero de folio con el que se identificé al
paciente.

6. Se incluy6 carta de consentimiento, solicitando a los paciente su autorizacion para
obtencion de los datos. El consentimiento lo solicito un médico diferente al

investigador.
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RESULTADOS

En el periodo de Enero del 2011 a Diciembre del 2016 hubo un total de 109 pacientes
sometidos a trasplantes de células progenitoras hematopoyéticas en el Hospital de
Especialidades, de los cuales en 87 de ellos (79.8%) la indicacion del trasplante fué
leucemia. De esta poblacion (n: 87), se aplicaron criterios de inclusion y exclusion
seleccionando a un total de 72 pacientes para la inclusidon en nuestro estudio, en estos,
la indicacion por tipo de leucemia que llevo a los pacientes al trasplante se muestra en

el gréafico a continuacion (Gréfica 1).

Se realiz6 una revision para ver la disponibilidad de estudio de enfermedad minima
residual, sujeto de nuestro estudio y solo el 45.8% (n=33) contaban con estudio realizado
en los primeros 100 dias del trasplante, mismos que se sometieron a analisis estadisitico

de acuerdo a los objetivos de nuestro estudio.

Gréfica 1. Indicaciones mas comunes de trasplante en poblacién general (n:72)
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Caracteristicas de la poblacion

Las caracteristicas de la poblacion estudiada (n=33) con EMR valorable se describen en
la Tabla 5; se encontr6é una mediana de edad de 31 afios, con un rango de 18- 59 afos;
el 57.8% (18) de los casos tenia diagndstico de leucemia linfoblastica aguda, un 36.4%
(12) leucemia mieloide aguda y leucemia bifenotipica en 6.1% (2); en 6.1% se presentd
afeccion extramedular en la evolucion de su enfermedad. En 84.8% (28) se realizo
trasplante alogénico, en 9.1% (3) autélogo, y en 6.1% (2) de sangre de corddn umbilical.
Al momento del trasplante, el 78.8% (26) se encontraban en lera remision completa,
15.2% (5) en 2da remisién completa y 6.1% en 3era remisiéon completa previo al
trasplante. El acondicionamiento fue mieloablativo en 81.8% (28) casos, con esquema
de intensidad reducida en 18.2% (5) de los pacientes; la inmunosupresion fue con
ciclosporina y metotrexate 72.7% (24), 9.1% (3) con ciclosporina y micofenolato, 9.1%
con ciclosporina, micofenolato y GAT, 9.1% (3) no recibieron inmunosupresion por
tratarse de un trasplante autélogo; en 27.3% de los pacientes hubo presencia de EICH
al dia 100; un numero de 33 pacientes contaron con EMR valorable, siendo positiva en
el 24.2% de ellos (8); se presento recaida en el 36.4% (12) de casos con mortalidad en
el 39.4% (13) de los pacientes.

Edad (afios) Mediana: 31 (18-59)
Diagndstico LLA 57.6%(19)
LMA 36.4%(12)
LBF 6.1 (2)
Afeccion extramedular No 93.9% (31)
Si 6.1% (2)
Tipo de trasplante Alogénico 84.8% (28)

Autélogo 9.1% (3)
Cordon 6.1% (2)
Fase diagndéstica lera RC 78.8% (26)
2daRC 15.2% (5)
3eraRC 6.1% (2)
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Acondicionamiento BuCy2 54.5% (18)
BuCy+VP16 15.2% (5)

Bu/VP16 9.1% (3)
ICT+Cy 3.0% (1)
EIR 18.2% (6)
Inmunosupresion Ninguno 9.1% (3)

CSAIMIx  72.7% (24)
CsAMcf  9.1% (3)
CsA/MCF/GAT 9.1% (3)

EICH al dia 100 No 72.7% (24)
Si 27.3% (9)

EMR Positiva 24.2% (8)
Negativa 75.8% (25)

Recaida No 63.6% (21)
Si 36.4% (12)
Muerte No 60.6% (20)

Si 39.4% (13)
Seguimiento (meses) 12 (2-48 meses)

LLA: Leucemia linfoblastica aguda, LMA: Leucemia mieloblastica aguda, LBF: Leucemia bifenotipica, RC: Remision completa, Bu:Busulfan,
Cy:Ciclofosfamida, VP16: Etoposido, ICT: Irradiacion corporal total, Cy: Ciclofosfamida, Flu: Fludarabina, CsA: Ciclosporina, Mtx: Metotrexate,
Mcf: Micofenolato, GAT: Globulina anti-timocito, EICH: Enfermedad injerto contra huésped.

Tabla 5. CARACTERISTICA DE LA POBLACION CON EMR VALORABLE (n:33)

Analizando a la poblacién general (n:72) con curva de Kaplan-Meier y Xi? [Tabla 6] se
encontro una estimacion de mediana en sobrevida libre de enfermedad de 19.0 meses
con un IC de 95% (rango 5.83 - 32.17 meses), con una mediana en sobrevida global de
27.0 meses IC 95% (rango 13.3 — 40.6 meses) [Tabla 7].
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Tabla 6. SLE en poblacion general (n: 72)

Supervivencia acumulada

oo Mediana
Intervalo de
confianza de 95 %
0.0 Estimaci Error _Ll'mit_e Ll’mitg
A p & & 6n estindar inferior superior
SLE 19.000 6.719 5.830 32.170
Tabla 7. SG en poblacién general (n:72)
Funcion de supervivencia
r— Funcién de
| L+ Censurado
ey
0.8 |
i,
L
0.6 Jl
1
0.4 L 2 s
Mediana
0.24
Intervalo de
confianza de 95 %
0.0 Estimaci Error Limite Limite
. . ‘ T . on estandar inferior superior
) 20 40 60 80
SG 27.000 6.953 13.372 40.628

Supervivencia acumulada

Funcion de supervivencia

0.84

0.6

0.4

—Fundén de
supervivencia
[ Censurado
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Se realiz6 el analisis estadistico para sobrevida libre de enfermedad posterior a
trasplante en pacientes con enfermedad minima residual valorable (n:33) [Tabla 8] no
encontrando significancia estadistica al realizar comparacion de pacientes con
enfermedad minima residual positiva contra pacientes con enfermedad minima residual
negativa segln Xi?[p 0.86] [Tabla 9], no alcanzando la mediana de SLE demostrado con
curvas de Kaplan-Meier. Dentro de el resto de las variables se encontr6 solamente
significancia estadistica segun el diagndstico, encontrando una tendencia hacia una
mejor SLE en pacientes con leucemia mieloide aguda [p 0.003] en comparacion a
leucemia linfoblastica aguda y leucemia bifenotipica. [Tabla 10]. Dentro del resto de
variables las cuales no resultaron significativas, la afeccion extramedular arrojé una p
0.319, el tipo de trasplante p 0.171, la fase diagnostica p 0.496, el régimen de
acondicionamiento p 0.484, el tipo de inmunosupresiéon p 0.115, presencia o no de EICH
al dia 100 p 0.688.

Utilizando la prueba Rho de Spearman [Tabla 11], no hubo correlacion entre el estado
de la enfermedad minima residual y SLE (p 0.742), encontrando solo significancia
estadistica en la variable de inmunosupresion (p 0.035), mas al realizar el analisis
multivariado por regresion de Cox no se vio ninguna significancia estadistica [Tabla 12]

Tabla 8. SLE en pacientes con enfermedad minima residual valorable (n: 33)

Funcion de supervivencia

— Funcién de
1.0 - supervivencia

- Censurado
0.8 J_

0.6 ‘

0.49

Supervivencia acumulada

0.09

0 10 20 30 40 50
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Tabla 9. SLE segun estado de enfermedad minima residual (n:33)= p 0.86

Supervivencia acumulada

Tabla 10. SLE segun diagndéstico en poblacién con enfermedad minima residual

Supervivencia acumulada

Funciones de supervivencia

0.8

0.6

0.24

0.0

10 20 30 40
SLE

valorable (n:33) = p 0.003

Funciones de supervivencia

50

1.04

0.8

0.44

0.2+

10 20 30 40
SLE

50

EMR

EMR negativa
—I1EMR positiva
—— L-censurade

P 2-censurado

DIAGNOSTICO

ILLA
—LMA
LBF
t— 0-censurado
—t— l-censurado
Z-censurado
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Tabla 11. Correlacion entre variables utilizando Rho de Spearman.

SLE_apar
tirdeTM
EMR o
Rho de EMR Coeficiente de
Spearman correlacion 1.000 -.060
Sig. (bilateral) . 742
N 33 33
SLE_apartirdeTM Coeficiente de
o} correlacion -.060 1.000
Sig. (bilateral) 742 .
N 33 33
SLE_apar AFECCIO | Tipo_de_ | Fase_Dx Acondici
tirdeTM | EDAD_AL | DIAGNOS | N_EXTR | trasplant | _PreTCP | onamient | Inmunos EICH_AL_
o] _TMO TICO AMED e H o up RECAIDA | MUERTE | DIA_100
%LE-apamrdETM fgfrﬁf;ii"gﬁ, de 1.000 063 108 040 255 058 104 | -368" | -5247 | 548" .100
Sig. (bilateral) . 727 .549 .825 152 748 564 .035 .002 .001 579
N 33 33 33 33 33 33 33 33 33 33 33
Tabla 12. Estudio de regresion de Cox. (n:33)
Puntuaci
on gl Sig.
Pasol EMR 234 1 629
EDAD_AL_TMO .558 1 455
DIAGNOSTICO 1.622 1 .203
AFECCION_EXTR
AMECSO - 1.101 1| .294
Ti [
Tipo_de_trasplan |, 334 1| 126
Lase_Dx_PreTCP 286 1 593
Acondici ient
0COI‘I Icionamien 3.620 1 057
Inmunosup 7.881 1 .005
EICH_AL_DIA_1
OC ALDIA_10 611 1| .434
paso2  EMR Paso3 EMR .003 1 .954
aso 004 1) .52 EDAD_AL_TMO 079 1| 779
EDAD_AL_TMO .249 1 .618
AFECCION_EXTR
DIAGNOSTICO 3.854 1 .050 AMED .560 1 454
AFECCION_EXTR .
- .720 1| .396 Tipo_de_trasplan
AMED b il 049 1| .824
Tipo_de_trasplan
- .027 1| .869 Fase_Dx_PreTCP
te g 317 1| .573
Fase_Dx_PreTCP
H ~ 7 040 1| .841 Acondicionamient
. A o .355 1 551
Acondicionamient 726 1 394
o : : EICH_AL_DIA_10 010 1 919
EICH_AL_DIA_10 0 : :
0 .167 1| .683

a. Chi cuadrado de residuo = 15.156 con 9 Sig. de gl =

.087

b. Chi cuadrado de residuo = 5.977 con 8 Sig. de gl = .
650

c. Chi cuadrado de residuo = 1.824 con 7 Sig. de gl = .
969

Se realiz6 de igual manera analisis estadistico para sobrevida global (SG) en pacientes
con enfermedad minima residual valorable, sin alcanzar la mediana de SG [Tabla 13],
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encontrandose solo significancia estadistica en la variable de diagnostico, viendose una
tendencia hacia mejoria de SG en curva de Kaplan-Meier utilizando Xi? en pacientes con
leucemia mieloide aguda [p 0.007] en comparacion con leucemia linfoblastica aguda y
leucemia bifenotipica, sin encontrar significancia estadistica en resto de variables
(afeccién extramedular p 0.3, tipo de trasplante p 0.107, fase diagnéstica p 0.477,
régimen de acondicionamiento p 0.335, tipo de inmunosupresion p 0.067, EICH al dia
100 p 0.716), incluyendo estado de la enfermedad minima residual (p 0.794) [Tabla 14].
En prueba de Rho de Spearman [Tabla 15] se mostro significacia estadistica en el tipo
de trasplante [p 0.049] y acondicionamiento [p 0.001], mas al realizar el andlisis
multivariado por regresién de Cox [Tabla 16] no hubo significancia estadistica.

Tabla 13. Sobrevida global en pacientes con enfermedad minima residual valorable
(n:33)

Funcion de supervivencia

= Funcidn de
1.04 — sUpervivencia

H—Censurado

=
oo
1

.

Supervivencia acumulada
{=]
.
1

0.29

0.0

5G

29



Tabla 14. SG en pacientes con EMR negativa contra pacientes con EMR positiva. [p
0.794]

Funciones de supervivencia

EMR

1.0q —
EMR negativa
_1EMR positiva
—— 1-censurado
t—2=-censurado
0.89 -+
g by
" +
E
3 0.6 | :
C
]
g
[
]
E 0.4
g
=
W
0.24
0.09
T T T T T T
0 10 20 30 40 50
5G
Tabla 15. Prueba Rho de Spearman
AFECCIO | Tipo_de_ | Fase_Dx Acondici
EDAD_AL | DIAGNOS | N_EXTR trasplant | _PreTCP | onamient | Inmunos EICH_AL_
_TMO TICO AMED e H o up RECAIDA | MUERTE | DIA_100
Coeficiente de * o
EMR correlacion 007 051 153 345 -130 | 550 171 | -134 | 022 | 188
Sig. (bilateral) 967 178 396 .049 470 .001 342 458 .904 .296
N 33 33 33 33 33 33 33 33 33 33

30




Tabla.16 Regresion de Cox

0

Puntuaci
on gl Sig.
Paso1 EMR .010 1| 921
EDAD_AL_TMO .360 1 .548
DIAGNOSTICO 1.938 1 .164
AFECCION_EXTR
AMED - 1.124 1 .289
Tipo_de_trasplan
o AP 2.709 1| .100
Fase_Dx_PreTCP
B 238 1| 625
Acondici ient
ocon Iclonamien 3.918 1 048
Inmunosup 8.591 1 .003
EICH_AL_DIA_10
o~ - 350 1| .554
Paso2 EMR 224 1 .636
EDAD_AL_TMO .062 1 .804
DIAGNOSTICO 4.117 1 .042
AFECCION_EXTR
AMED "~ 732 1| 392
Ti de_t I
o —Ce-traspian 114 1| .736
Fase_Dx_PreTCP
rase_Dx_PreTC 023 1| .878
Acondici ient
0COI"I Iclonamien 663 1 416
EICH_AL_DIA_10
- - - .046 1 .830

Paso3 EMR
EDAD_AL_TMO
AFECCION_EXTR
AMED
Tipo_de_trasplan
te
Fase_Dx_PreTCP
H
Acondicionamient
o

EICH_AL_DIA_10
0

.114
.283

.590

177

1

.736
.595

442

674

a. Chi cuadrado de residuo
.087

b. Chi cuadrado de residuo
650

= 15.156 con 9 Sig. de gl =

= 5.977 con 8 Sig. de gl = .

¢. Chi cuadrado de residuo = 1.824 con 7 Sig. de gl = .

969
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DISCUSION Y CONCLUSIONES.

El presente estudio no mostro correlacion entre el estado de enfermedad minima residual
por citometria de flujo en los primeros 100 dias de trasplante con la sobrevida libre de
enfermedad ni con sobrevida global, mas al no ser alcanzada la mediana, se requiere un
estudio con mayor nimero de muestra y un mayor seguimiento de los pacientes para
intentar demostrar el beneficio que se ha reportado en la literatura internacional en
pacientes con enfermedad minima residual negativa en cuanto a sobrevida libre de
enfermedad posterior a trasplante y sobrevida global. Se mostr6 una tendencia hacia
mejoria en sobrevida libre de enfermedad posterior a trasplante en pacientes con
leucemia mieloide aguda justo como se ha descrito en la literatura, mas ésta no

relacionada a estado de la enfermedad minima residual.

Se espera alcanzar esta meta en cuanto a numero de pacientes al contar con mayor
apoyo institucional para compra de reactivos de citometria de flujo, que tienen un elevado
costo, hacienda de esta manera la prueba mas accessible para incrementar el nimero
de muestra, esperando ademas lograr una n adecuada al acumular un mayor nimero de
trasplantes en esta unidad.

En cuanto al corto seguimiento, en un futuro cercano se espera incremente a un numero
de meses significativo, ya que la demanda de este estudio para pacientes de trasplante
de células progenitoras hematopoyéticas se ha incrementado en los ultimos afios,
esperando se agrege a la base de datos actual el nimero suficiente de pacientes y
numero de meses en seguimiento adecuado para lograr valorar los objetivos del estudio,

en busqueda de la correlacion entre las variables descritas.
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ANEXOS

Anexo 1. Hoja de recoleccion de datos

Iniciales del paciente:

NUmero de folio:

Edad:

Diagnéstico: LLA/ LMA

Afeccion extramedular: SI / NO

Tipo de trasplante: Alogénico
Autélogo

Cordon

Fecha de trasplante:

Fase de enfermedad previo a trasplante:
lera RC/ 2da RC/ 3era RC/ Otra

Acondicionamiento recibido:

Inmunosupresion recibida:

Recaida: SI/ NO Fecha:

Muerte: SI / NO Fecha:

Enfermedad minima residual: Positiva/ Negativa
Fecha y dia de trasplante [EMR](1):
Fecha y dia de trasplante [EMR] (2):

Enfermedad injerto contra huésped en primeros
100 dias de trasplante: SI/ NO
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