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RESUMEN

Titulo: “Significancia pronostica de la enfermedad residual minima por citometria de flujo en nifios con
leucemia linfoblastica aguda para redefinir los grupos de riesgo y mejor asignacion del tratamiento”
Objetivo. Conocer la significancia pronostica de la enfermedad residual minima por citometria de flujo en
nuestra poblacidn de nifios con Leucemia Linfoblastica Aguda para redefinir los grupos de riesgo y mejor
asignacion del tratamiento con el protocolo CMR 2016 y CMR 02/16.

Material y Métodos. Se realizé un estudio de cohorte, prospectiva, longitudinal y analitica, Se incluirdn a
pacientes pediatricos menores de 16 afios de edad, con diagndsticos de 4Leucemia Linfoblastica Aguda de
novo incluidos en el protocolo de tratamiento CMR 2016 y CMR 02/16 del servicio de Hematologia Pediatrica
de la UMAE Hospital General Dr. Gaudencio Gonzalez Garza, Centro Médico Nacional “La Raza” en la Ciudad
de México en el periodo comprendido del 01 de enero del 2016 al 31 de Julio delo 2017. Se les tomé muestra
de médula dsea para la determinacion de enfermedad residual minima al finalizar la fase de induccién a la
remision mediante citometro de flujo multicolor. El resultado es positivo si es > 0.01% en pacientes de riesgo
habitual y pasaran a riesgo muy alto y recibiran la consolidacidén IA, IB y 1C para riesgo muy alto, los de riesgo
alto si la ERM es >0.01% pasaran a riesgo muy alto y recibiran las consolidaciones 1A, 1B y 1C de muy alto
riesgo. Los pacientes de muy alto riesgo si al final de las consolidaciones la ERM es mayor de >0.01% salen del

protocolo.

Resultados. Al dia +28 remision morfoldgica completa en 78.3%, 13% falla terapéutica y (8.8% no se realizé

AMO. EMR al dia +28 positiva en 51.1 % y reportada negativa en 40.2 %.

Discusion. Enfermedad Minima residual positiva en 51.1%, ameritando cambio de riesgo en 49.5% de los
pacientes, con recaida de los mismos en 9.8%. La EMR positiva al +28 es una variable pronostica independiente

y significativa en la prediccion de recaida.

Conclusiones. Supervivencia libre de enfermedad de 90.2% y una supervivencia libre de evento de 71.7%. Por

lo tanto 0.01% seria un punto de corte importante para detectar pacientes con riesgo elevado de recaida.

Palabras Clave. ERM, LLA, Citometria de flujo



MARCO TEORICO

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es el cancer infantil mas frecuente, representando aproximadamente el
30% de los diagndsticos de cancer en los menores de 15 afios[1]. Este tipo de cancer representa una tasa anual
de 35 a 40 casos por millén de personas en es Estados Unidos[2] con un diagndstico anual alrededor de 2500
a 3500 ninos y adolescentes menores de 20 aifos[1, 2]. En México la LLA es el cdncer mas frecuente en la edad
infantil y la adolescencia, y que se ha incrementado en los ultimos 25 afios a 49.5 casos por millén de

habitantes por afio y en general en todos los nifios hispanicos [3,4].

En paises desarrollados incluyendo Norte América, Europa del Este, Australia, Nueva Zelanda y Japodn, la
supervivencia global a 5 afios es mayor al 90% y la tasa de curacion del 85%[5-9]. Estos resultados son el
producto de la aplicacion de ensayos clinicos multicéntricos entre varios paises[10-14]. El incremento en la
supervivencia se debe a mejoras en el tratamiento, personalizado y estandarizado a través de diversos
protocolos de investigacion secuenciales que se van adaptando nuevas terapias basadas en las caracteristicas
clinicas y bioldgicas del huésped y la enfermedad[6]. Los protocolos actuales para la LLA en nifios hacen énfasis
en una terapia individualizada, basada en el riesgo con el objetivo de reducir la toxicidad en los pacientes de
bajo riesgo y terapia mas agresiva para aquellos pacientes con alto riesgo de recaida[5, 15, 16]. Ciertas
caracteristicas clinicas y de laboratorio histéricamente se han relacionado con el pronéstico tales como: edad,
infiltracion extramedular, cuenta inicial de leucocitos, alteraciones citogenética y moleculares,
Inmunofenotipo, citorreduccién rapida [7, 16, 17]. Aunque al término de la terapia de induccion, la mayoria
de los pacientes con leucemia linfoblastica aguda alcanzan remisién morfoldgica completa. La mayoria de los
nifios y poco mas de la mitad de los adultos mantienen una supervivencia libre de enfermedad prolongada,
sin embargo algunos nifios y casi la mitad de los adultos tendran recaida con progresion de la enfermedad y
mueren por leucemia. La recaida es el resultado de la persistencia de células leucémicas residuales posterior
al haber alcanzado remisién completa, pero estas se encuentran por debajo de los limites para ser detectadas
por métodos morfoldgicos convencionales. Estos niveles subclinicos de leucemia residual se le ha llamado

Enfermedad Residual Minima (ERM) la cual puede ser medida usando métodos de laboratorio mas sensible.

Histéricamente la remisién completa se ha definido por criterios morfoldgicos, sin embargo se ha propuesto
que la evaluacion de esta se establezca por pardmetros mas estrictos proponiendo a la enfermedad residual
minima, como el método mas capaz para predecir un prondstico. Este enfoque esta basado en varias
observaciones que dificultan asegurar la remisién morfoldgica completa en pacientes con LLA, entre las que
se encuentran: la presencia de precursores linfoides (hematogonias) o linfocitos maduros activos, ambos
pueden confundirse con linfoblastos en los pacientes que tienen recuperacion medular posterior a
quimioterapia o postransplante de progenitores hematopoyéticos, en las dos situaciones pueden ocupar un
10% de las células linfoides. Otra dificultad que se encuentra es una sola muestra de aspirado de médula dsea

(AMO), ya que solo representa un pequefo porcentaje de la celularidad total de la médula dsea; existen casos
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reportados en la literatura en los cuales se realizan AMO en sitios alternos encontrando un sitio normal y el
otro con leucemia [18]. Por ultimo, la evaluacién morfoldgica de blastos en la LLA o por citogenética
convencional, son susceptibles a errores por el operador y el nimero de metafases evaluadas[18]. Varios
estudios han demostrado que la detecciéon de ERM es una herramienta muy poderosa para predecir recaidas
en nifios con leucemia linfoblastica aguda (LLA) de reciente diagndstico, por lo tanto ayuda a redefinir el grupo
de riesgo en los pacientes[8, 15, 19-21]. En afios recientes, muchos centros de hemato-oncologia emplean la
medicién de la ERM durante sus regimenes de quimioterapia para LLA. Actualmente se desarrollan y
perfeccionan nuevos métodos para su medicidon[22]. La incorporacién de pruebas para ERM en los centros
oncoldgicos no ha sido aceptada ampliamente por los médicos hemato—oncdlogos debido a que argumentan
que la distribucidon de las células leucémicas durante el tratamiento es muy heterogéneo y los métodos que
se emplean para la ERM carecen de exactitud. Por el contrario, la fuerte correlacion entre los niveles de ERM
y el riesgo de recaida, sugiere que al menos en etapas iniciales de la terapia, la LLA es muy homogénea[22].
Otro grupo de médicos insisten que los avances en el prondstico de la LLA deben centrarse en las
caracteristicas bioldgicas de las células leucémicas. Sin embargo, la medicidon de la enfermedad residual
minima puede ser inicialmente mas informativa que cualquier caracteristica bioldgica de las células
leucémicas, ya que refleja el efecto de otras variables que influyen en la respuesta al tratamiento y prondstico;
que incluyen variaciones en la dosis de los medicamentos, factores referentes a la farmacogenética, la
farmacodinamia, el efecto del micro ambiente y la idiosincrasia del paciente. La ERM cada vez va tomando
mayor fuerza y confianza superando gradualmente a la morfologia como un método preciso para evaluar la

respuesta al tratamiento y redefinir el grupo de riesgo en la LLA[23].

Hay una variedad de técnicas utiles para la mediciéon de la ERM; todas estas, deben de cumplir tres

caracteristicas fundamentales[23]:

e Especificidad, se refiere a la capacidad para discriminar entre una célula neoplasica y una célula normal.

e Sensibilidad, se refiere a la capacidad para detectar una célula maligna entre al menos 1000 células
normales.

e Reproductibilidad y aplicabilidad, se refiere que las técnicas deben ser estandarizadas y reproducibles, y
los resultados deben estar disponibles de manera oportuna.

Estds técnicas incluyen: citogenética, cultivos, fluorescencia por hibridacidn in situ (FISH), southern blotting,

citometria de flujo multicolor (CFM), reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) y secuenciacién del DNA

(SDNA).

La citometria de flujo multicolor utiliza luz laser para determinar caracteristicas especificas del
inmunofenotipo de miles de células por segundo; por esta técnica se pueden identificar la expresion aberrante
de algunos antigenos y asi identificar la ERM [17, 24-27]. Existe cierto escepticismo respecto a la utilidad de la

ERM, sin embargo en afios recientes ha disminuido debido a dos avances significativos: amplificacion
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mediante PCR de los genes que codifican para lainmunoglobulina (Ig) y el receptor de células T (RCT), ademas
de la deteccidn por citometria de flujo inmunofenotipos aberrantes[28, 29]. La amplificacion mediante PCR
de los transcriptos de fusidn oncogénicos pueden determinarse en ciertos subtipos de pacientes, es decir,
aquellos pacientes que se les identifico estos genes de fusion mas prevalentes, aunque carecen de poder

cuantitativo, por lo tanto se usan en menor proporcién[30].

Los rearreglos clonales de los genes de la Ig y TCR se presenta en aproximadamente 90% de los pacientes con
LLA; si se utilizan estos genes como blanco después de identificarlos al diagndstico para monitorizar la ERM,
la sensibilidad tomando una célula leucémica en 100 000 células sanas de médula ésea o expresado de otra
forma, alcanza una sensibilidad de 0.001% [28, 30, 31]. Los diferentes métodos para le identificacion de la
ERM cada vez se han estandarizado mejor para facilitar su empleo [28, 30]. Este enfoque, sin embargo
requiere la secuenciacién de DNA para diagndstico, la identificacion de rearreglos adecuado por lo general
mas de uno, sintesis de los cebadores adecuados y el desarrollo de las condiciones éptimas para la PCR de
cada rearreglo[28]; estos requieren de un tiempo prolongado y por lo general impiden el analisis de la EMR
en puntos de tiempo tempranos, como lo es el dia 15. Nuevas tecnologias como la secuenciacién masiva con
un costo menor, han abierto la posibilidad de amplificar todos los posibles rearreglos de la inmunoglobulina

o segmentos del TCR y los rearreglos mas prevalentes al diagndstico[32]

La citometria de flujo como ya se ha mencionado es otra técnica que se emplea para la deteccién de la
enfermedad minima residual; esta técnica emplea inmunofenotipos aberrantes que expresan las células
leucémicas[24-26]. La especificidad y sensibilidad de este método es muy alta si la cantidad de DNA obtenida
es suficiente en cada estudio, logrando detectar mas de 1 célula leucémica en 1 000 000 células sanas; la
sensibilidad varia de acuerdo al nimero de colores utilizados simultaneamente, generalmente de seis a nueve,
pero generalmente es 0.5 a 1 log menor que la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)[24-27]. Sin embargo
es una técnica que se esta utilizando cada vez mas en los ultimos afios, debido a que es una técnica accesible,
rapida y tiene un menor costo; algunos ejemplos que ilustran la utilidad de la citometria de flujo multicolor

para identificar la ERM son:

e LLAdelinaje B. Los blastos en este tipo de leucemia pueden co-expresar antigenos de células T (CD5, CD7)
o mieloides (CD13, CD33); tienen expresion asincrénica de antigenos o ausencia o sobrexpresién de
antigenos (CD10). Utilizando la combinacidn de cuatro colores de anticuerpos (CD19, CD45, CD20, CD10;
y CD19, CD45, CD9, CD34), los blastos con inmunofenotipo aberrante se pueden identificar en el 98% de
los casos[33-35].

e LLA de linaje T. Los blastos casi siempre co-expresan: Tdt, CD2, CD3c, CD5c y CD7, ademas de otros
antigenos de células T[35]. Células con este patron de inmunofenotipo es ausente o raro en médula dsea
y sangre periférica normales[36].

Las ventajas de la citometria de flujo para la deteccion de ERM incluyen:


file:///C:/Users/MaRioNoYaR/Documents/Subespecialidad/Tesis/contenido%20tesis.docx%23_ENREF_28
file:///C:/Users/MaRioNoYaR/Documents/Subespecialidad/Tesis/contenido%20tesis.docx%23_ENREF_29
file:///C:/Users/MaRioNoYaR/Documents/Subespecialidad/Tesis/contenido%20tesis.docx%23_ENREF_30
file:///C:/Users/MaRioNoYaR/Documents/Subespecialidad/Tesis/contenido%20tesis.docx%23_ENREF_28
file:///C:/Users/MaRioNoYaR/Documents/Subespecialidad/Tesis/contenido%20tesis.docx%23_ENREF_30
file:///C:/Users/MaRioNoYaR/Documents/Subespecialidad/Tesis/contenido%20tesis.docx%23_ENREF_31
file:///C:/Users/MaRioNoYaR/Documents/Subespecialidad/Tesis/contenido%20tesis.docx%23_ENREF_28
file:///C:/Users/MaRioNoYaR/Documents/Subespecialidad/Tesis/contenido%20tesis.docx%23_ENREF_30
file:///C:/Users/MaRioNoYaR/Documents/Subespecialidad/Tesis/contenido%20tesis.docx%23_ENREF_28
file:///C:/Users/MaRioNoYaR/Documents/Subespecialidad/Tesis/contenido%20tesis.docx%23_ENREF_32
file:///C:/Users/MaRioNoYaR/Documents/Subespecialidad/Tesis/contenido%20tesis.docx%23_ENREF_24
file:///C:/Users/MaRioNoYaR/Documents/Subespecialidad/Tesis/contenido%20tesis.docx%23_ENREF_24
file:///C:/Users/MaRioNoYaR/Documents/Subespecialidad/Tesis/contenido%20tesis.docx%23_ENREF_33
file:///C:/Users/MaRioNoYaR/Documents/Subespecialidad/Tesis/contenido%20tesis.docx%23_ENREF_35
file:///C:/Users/MaRioNoYaR/Documents/Subespecialidad/Tesis/contenido%20tesis.docx%23_ENREF_36

AN N NN

v

Se puede aplicar en el 80 a 95% de los pacientes con LLA[30].

Rapidez, se reporta en el mismo dia del estudio.

A pesar de que aun no estd bien estandarizado, el método es cuantitativo.

Ofrece informacidn extra sobre las caracteristicas de las células neoplasicas que se pueden utilizar como
blancos terapéuticos.

La mayoria de los estudios utilizan médula ésea, pero también se puede utilizar sangre periférica.

Como cualquier método diagnodstico la evaluacién de la ERM por citometria de flujo también tiene sus

limitaciones, entre las que se incluyen:

x

Las hematogonias pueden expresar un perfil inmunofenotipico citoplasmatico o de superficie similar al
de los blastos, siendo dificil la diferencia entre una célula maligna y otra benigna.

Algunas células leucémicas pueden cambiar la expresidon en su inmunofenotipo conforme progresa la
enfermedad [37, 38].

Celularidad baja en las muestras de médula dsea durante o posterior a la terapia de induccion.

La ausencia de una muestra para ERM al diagndstico; no estrictamente necesario en todos los casos pero

si se recomienda evaluar el perfil inmunofenotipo de la clona leucémica al diagnéstico.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La determinacién de la ERM en nifios con LLA, en diferentes etapas del tratamiento, se ha convertido como

uno de los principales predictores prondsticos, de la supervivencia libre de evento y supervivencia global.

En la actualidad la mayoria de los grupos pediatricos utilizan la ERM para reclasificar los grupos de riesgos,
para individualizar la terapia de acuerdo a cada paciente, por ejemplo: a los pacientes que se detecta ERM

positiva, tienen mayor riesgo de recaida posterior a la quimioterapia convencional.

Aunque el riesgo absoluto depende de varios factores tales como: el momento de la evaluacién de la ERM, la
sensibilidad del método utilizado para determinar la ERM, las caracteristicas basales del paciente y muy
importante las caracteristicas de la neoplasia. Tomando en cuenta este riesgo de recaida estudios
prospectivos han intentado disminuir este riesgo incrementando la dosis de quimioterapia en aquellos
pacientes que esta presente la ERM. En el estudio prospectivo del grupo multicéntrico AIEOP-BFM ALL 2000
se evalud la ERM en 3184 nifios en los dias 33 y 78 del tratamiento y los reclasificaron en tres grupos: riesgo
estandar (ERM negativa en el dia 33), riesgo intermedio (ERM positiva en el dia 33 6 78 pero <1073) y alto
riesgo (EMR positiva en el dia 78) y alto riesgo (EMR positiva en el dia 78 >103). Todos los pacientes con alto
riesgo fueron sometidos de forma aleatoria a recibir un régimen de quimioterapia de consolidacidn mas
intensivo obteniendo una supervivencia global a 5 afios de 61% comparada con 35% de los controles histdricos

empleando terapia estandar (8, 14, 25, 39).

Por otra parte, como la supervivencia a largo plazo ha mejorado en los pacientes con LLA, muchos nifos
experimentan efectos adversos tempranos como: toxicidad sistémica, infecciones graves, hemorragias que
pueden ser mortales, y tardios como disfuncidn del SNC, falla en el crecimiento, cardiomiopatia, infertilidad e
incremento en la incidencia de cdncer asociado a quimioterapia. Tomando en cuenta estos efectos adversos
muchos investigadores han tratado de identificar los grupos de pacientes con LLA que pudiesen tratarse con
terapia menos intensiva sin compromiso de su supervivencia. Estudios recientes consideran que los pacientes
que tienen una rapida eliminacion de las células tumorales durante la terapia de induccion mediante la
determinacién de ERM no detectable, son candidatos a recibir una quimioterapia menos intensiva. En un
estudio multicéntrico aleatorizado se incluyeron 3000 nifios y adultos jovenes (menos de 25 afios de edad)
con diagndstico de LLA de novo. Quienes determinaron la ERM al final de la induccidn y consolidacion para
disminuir la terapia de mantenimiento; establecieron tres grupos de riesgo: estandar, intermedio y alto. Los
pacientes con riesgo estandar e intermedio se aleatorizaron para recibir una o dos intensificaciones tardias
durante el mantenimiento, con resultados de supervivencia libre de evento 94.4% y 95.5% respectivamente,
supervivencia global 97.9% y 98.5% respectivamente, por ultimo una tasa de recaida de 4.2% y 2.3%. Como
podemos observar la reclasificacion de los grupos de riesgos con la determinacidon de ERM esta siendo de gran

utilidad.



En base a lo anterior nos planteamos la siguiente pregunta de investigacion:

¢CUAL ES LA SIGNIFICANCIA PRONOSTICA DE LA ENFERMEDAD RESIDUAL MINIMA POR CITOMETRIA DE
FLUJO EN NINOS CON LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA PARA REDEFINIR LOS GRUPOS DE RIESGO Y MEJOR
ASIGNACION DEL TRATAMIENTO?

JUSTIFICACION

En el servicio de Hematologia Pediatrica de la UMAE Hospital General Centro Médico Nacional “La Raza”, se
brinda tratamiento a los pacientes con diagndstico de LLA con el protocolo de quimioterapia adaptado del
Grupo Colaborativo para la LLA del Instituto del Cancer “Dana Farber” (DFCI), quienes han desarrollado
ensayos clinicos desde 1985, logrando tasas de supervivencia a largo plazo del 88%. Dicho esquema de
quimioterapia esta modificado para nuestras condiciones locales. Los pacientes con LLA de novo se
clasificaban en dos grupos de acuerdo a las caracteristicas clinicas, de laboratorio y la respuesta al
tratamiento: riesgo estandar y alto. Los resultados obtenidos en el ultimo analisis en un periodo de 5 afos, la
supervivencia global y supervivencia libre de enfermedad se encuentran por debajo a lo obtenido por el Grupo
Colaborativo DFCI (63.9% y 52.3% v.s. 90% y 81% respectivamente); existe ademas alta frecuencia en la
recaida (26.2%) comparada con otros grupos ademas de tener en nuestro centro alta mortalidad durante la
induccion (7%). Llama la atencidon que nuestro grupo de riesgo estandar se asocid a mayor porcentaje de
recaida, en contraste con el efecto protector para el grupo de riesgo alto; estos hallazgos sugieren que los
criterios para la estratificacion de riesgo que se emplean pudieran ser imprecisos o porque en su mayoria no
contamos con estos tales como, cariotipo, el arsenal de alteraciones moleculares y mas recientemente
enfermedad residual minima por reaccién en cadena de la polimerasa o por citometria de flujo. En la
actualidad con base al analisis mencionado y con los criterios clinicos y de laboratorio con que contamos,
hemos decidido clasificar a nuestros pacientes en 3 grupos de riesgo estandar, alto y muy alto. Y con el
presente estudio con la determinacién de la ERM, se redefinieron los grupos de riesgo al final de la Induccién
a la remision y consolidaciones, para proporcionarles a cada uno de los grupos quimioterapia mdas adecuada
al mismo. Con lo que mejorara la supervivencia libre de evento y supervivencia global en nuestra poblacién.
Asi mismo de disminuir la toxicidad a corto y a largo plazo de la quimioterapia. Para brindar una mejor
atencién a los pacientes y mejorar su calidad de vida. Comparando nuestros resultados con estudios

nacionales e internacionales, he incidir en las modificaciones necesarias.
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OBJETIVO GENERAL

e Conocer la significancia prondstica de la enfermedad residual minima por citometria de flujo en nifios con
Leucemia Linfoblastica Aguda para redefinir los grupos de riesgo y mejor asignacion del tratamiento con
el protocolo CMR 2016 y CMR 02/16

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Conocer el porcentaje de enfermedad minia residual al término de la induccion a la remisién de los
pacientes de riesgo habitual, si es >0.01% pasara a riesgo muy alto

e Conocer el porcentaje de enfermedad minia residual al término de la induccién a la remision de los
pacientes de riesgo alto si es >0.01% pasara a riesgo muy alto

e Conocer el porcentaje de enfermedad minia residual al término de la induccién a la remisién de los
pacientes de muy alto riesgo >0.01% vy al término de las consolidaciones sale del protocolo

e Conocer el porcentaje de redefinicion de riesgo de cada uno de los grupos

e Comparar la respuesta al tratamiento con protocolo CMR 2016 y CMR 02/16 de acuerdo al nuevo grupo
de riesgo asignado

e Conocer la supervivencia libre de evento de cada uno de los grupos y compararlos en los primeros 100

dias de tratamiento

HIPOTESIS
Hipotesis Alterna (Ha)

e La determinacién de la enfermedad minima residual es 80% mejor que los métodos antiguos para
redefinir los grupos de riesgo y mejor asignacion del tratamiento en pacientes con leucemia linfoblastica

aguda al término de la induccidn y consolidacién

Hipotesis nula (Ho)

e La determinacién de la enfermedad minima residual es igual que los factores de riesgo que se han
utilizado para redefinir los grupos de riesgo y mejor asignacién del tratamiento en pacientes con leucemia

linfoblastica aguda al término de induccion y consolidacién
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MATERIAL Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO

Estudio de cohorte, prospectiva, longitudinal y analitica
LUGARES DONDE SE REALIZARA EL ESTUDIO

Servicio de Hematologia Pediatrica y Laboratorio Clinico en la seccion de Hematologia Especial de la UMAE

Hospital General Dr. Gaudencio Gonzalez Garza, Centro Médico Nacional “La Raza”

POBLACION DE ESTUDIO

Pacientes pediatricos con Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) de novo que sean diagnosticados y tratados con
el protocolo de quimioterapia CMR 2016 y CMR 02/16 adaptado del DFCI. Entre el 1 de enero de 2016 al 31
de Julio de 2017. En el Servicio de Hematologia Pediatrica de la UMAE Hospital General Dr. Gaudencio

Gonzdlez Garza, Centro Médico Nacional “La Raza”

TAMARNO DE LA MUESTRA

Debido al periodo corto del estudio, el nimero de pacientes diagnosticados sera escaso, por tal motivo se
incluirdn a todos los pacientes diagnosticados y tratados con LLA en el periodo entre 1 de enero de 2016 al 31

de Julio de 2017.
ANALISIS ESTADISTICO

Se hizo andlisis descriptivo, los resultados se expresaran en nimeros absolutos y porcentajes y se presentaran

en tablas y graficos. Se utilizé mediana, valor minimo y maximo como medida de tendencia central.
Anadlisis inferencial

Las variables cualitativas binomiales se analizaron con Chi-cuadrada o prueba exacta de Fisher, las

cuantitativas sin distribucién normal se analizaron con la prueba U de Mann Whitney y Kruskal Wallis.

Curva de supervivencia por método de Kaplan- Meier y las diferencias entre los diferentes grupos de riesgo
se analizaron con la prueba de Long-rank, analisis multivariado para tipo de respuesta con riesgo proporcional

de Cox con intervalo de confianza del 95%. Se utilizaran los programas Excel y SPSS version 20
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CRITERIOS DE SELECCION
CRITERIOS DE INCLUSION

e Pacientes con edad 21y <16 afios

e Con diagnostico de LLA de novo.

e Sin terapia previa, excepto <1 semana de esteroide o radiacidon a mediastino por urgencia.
e Ambos géneros.

e De cualquier grupo de riesgo

e Que se traten con el protocolo CMR 2016 y CMR 02/16

CRITERIOS DE EXCLUSION

e LLA de células B maduras por la presencia de algunas de las siguientes caracteristicas: Ig de superficie,
morfologia L3 de la FAB, t(8;14)(q24;932), t(8;22) o t(2;8).
e Terapia previa.

e Infeccién por VIH.

CRITERIOS DE ELIMINACION

e No aplica, ya que todos los pacientes que se incluyan en cualquiera de los grupos seran analizados. Para

evitar sesgos de intencion a tratar.

TIPO DE MUESTREO:

No probabilistico de casos consecutivos que ingresen y se diagnostiquen en el Servicio de Hematologia

Pediatrica en el periodo sefialado.
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VARIABLES DE ESTUDIO

Enfermedad Minima Residual.

Definicion conceptual: Cantidad minima de células leucémicas que se identificaran por citometria de flujo
multicolor que no se logran identificar por el examen morfoldgico en frotis de médula dsea al término de
la quimioterapia de Induccidn a la remisién y de consolidaciones.

Definicion operacional: El resultado se tomard del expediente clinico y se verificara del registro de
resultados de la citometria de flujo

Tipo de variable: nominal

Escala de medicién: dicotémica

Unidad de Medida: EMR >0.01% positiva y <0.01% negativa

GRUPOS DE RIESGO

RIESGO ESTANDAR

Definicion conceptual: La Leucemia Linfobldstica aguda (LLA) se clasifica por grupos de riesgos y se
considera que son de riesgo estandar aquellos pacientes que retnen los siguientes criterios: edad > 1 afio
y < 9.9 afios, cuenta de leucocitos al diagndstico < 25000/uL, puncién lumbar en el dia 0 con LCR en SNC -
1, ausencia de afeccidn de nervios craneales, inmunofenotipo B, ausencia de ensanchamiento mediastinal,
ausencia de infiltracion testicular, hiperdiploidia > 50 cromosomas y <60, Indice de DNA 21.16, buena
respuesta a la ventana esteroidea, MO del dia 14 <5% de blastos, MO de dia 28 con criterios de remision
completa

Definicion operacional: El riesgo establecido se tomard del expediente clinico, de la libreta de la clinica de
Leucemias o de las hojas de recoleccién de datos que se entrega durante su presentacion.

Tipo de variable: nominal

Escala de medicidn: dicotomica

Unidad de Medida: si/no

RIESGO ALTO

Definicion conceptual: Pacientes con LLA que reunen los siguientes criterios de riesgo alto, tales como:
edad >9.10 afios, cuenta de leucocitos > 25 000/ulL, LCR en CNS-2 o CNS-3, afeccion de nervios craneales,
ensanchamiento mediastinal, inmunofenotipo T, infiltracién testicular, hipodiploidia < 50 cromosomas,
indice DNA <1.16, pobre respuesta a la ventana esteroidea, MO del dia 14 >5% de blastos,

Definicion operacional: El riesgo establecido se tomara del expediente clinico, de la libreta de la clinica de
Leucemias o de las hojas de recoleccion de datos que se entrega durante su presentacién del paciente.
Tipo de variable: nominal

Escala de, dicotdmica
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Unidad de Medida: si/no

RIESGO MUY ALTO

Definicion conceptual: Pacientes que reulnen los siguientes criterios de riesgo muy alto, tales como :
cuenta de leucocitos >100 000/uL, t(4:11) o gen de fusion MLL/AF4, t(9:22) o gen de fusion bcr/abl,
hipodiploidia < 44 cromosomas, y fenotipo pro-T

Definicion Operacional: El riesgo establecido se tomara del expediente clinico, de la libreta de la clinica de
Leucemias o de las hojas de recoleccion de datos que se entrega durante su presentacion.

Tipo de variable: nominal

Escala de medicidn: dicotémica

Unidad de Medida: si/no

REDEFINIR EL RIESGO ESTANDAR:

Definicion conceptual: Cambio de Riesgo al final de la Quimioterapia de Induccién a la remisién si la
enfermedad residual minima es positiva (>0.01%) los pacientes de riesgo estandar pasaran a riesgo muy
alto,

Definicion operacional: Se obtendra el resultado de la ERM del expediente clinico y se verificara con el
registro del citometro de flujo.

Tipo de variable: cualitativa

Escala de medicién: nominal dicotémica

Indicador: Riesgo estandar/riesgo muy alto

REDEFINIR EL RIESGO ALTO:

Definicion conceptual: Cambio de Riesgo al final de la Quimioterapia de Induccién a la remisién si la
enfermedad residual minima es positiva (>0.01%) los pacientes de riesgo alto pasaran a riesgo muy alto,
Definicion operacional: Se obtendra el resultado de la ERM del expediente clinico y se verificara con el
registro del citometro de flujo.

Tipo de variable: cualitativa

Escala de medicién: nominal dicotémica

Indicador: Riesgo alto/Riesgo muy alto

REDEFINIR EL RIESGO MUY ALTO:

Definicidn conceptual: Sale del protocolo CMR 2016 y CMR 02/16 al final de las 3 consolidaciones, si la
enfermedad residual minima es positiva (>0.01%)

Definicion operacional: Se obtendra el resultado de la ERM del expediente clinico y se verificard con el
registro del citometro de flujo.

Tipo de variable: cualitativa

Escala de medicién: nominal dicotémica

Indicador: Riesgo muy alto/Sale del protocolo
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LA SIGNIFICANCIA PRONOSTICA DE LA ERM SE MIDIO MEDIANTE RECAIDA SUPERVIVENCIA LIBRE DE

ENFERMEDAD Y SUPERVIVENCIA GLOBAL

RECAIDA

o Definicion conceptual: Una vez que el paciente alcanza Remision completa. Reaparece la enfermedad con
manifestaciones clinicas, y en la Médula 6sea con >5% de blastos o en el LCR con la presencia de blastos o
evidencia de actividad en otro sitio extramedular.

e Definicion operacional: El dato de obtendra del expediente clinico, libreta de clinica de Leucemias y base
de datos del Servicio.

e Tipo de variable: cualitativa.

e Escala de medicién: nominal dicotémica

e Indicador: Si/No

SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD.

¢ Definicion conceptual: Tiempo transcurrido en dias en que el paciente se encuentra sin datos de actividad
leucémica en cualquier parte de su organismo, una vez alcanzada la remisidon completa.

e Definicién operacional: El dato se obtendra del expediente clinico y se verificara con la libreta de la clinica
de leucemias donde se registra todos los eventos que sufren los pacientes,

e Tipo de variable: cuantitativa

e Escala: derazén

e Indicador: dias

SUPERVIVENCIA GLOBAL

e Definicion conceptual: Tiempo transcurrido en dias desde el diagndstico de la enfermedad y el dltimo
seguimiento ya sea por la ultima hospitalizacion, consulta o fallecimiento.

e Definicion operacional: periodo comprendido entre el diagnéstico y el fallecimiento de paciente debido a
la enfermedad u otra causa o la fecha de ultima actualizacidn del expediente independientemente del tipo
de respuesta al tratamiento.

e Tipo de variable: cuantitativa

e Escala de medicién: intervalo

e Indicador: meses.

VARIABLES GENERALES

Variables demograficas

Edad.

e Definicidn conceptual: tiempo transcurrido desde el nacimiento hasta la fecha del diagnéstico de la leucemia

¢ Definicion operacional: El dato se obtendra del expediente clinico, y verificado con su carnet de citas

e Tipo de variable: cuantitativa

e Escala de medicion: continua
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e Unidad de medida: afios

Género.

o Definicion conceptual: caracteristicas bioldgicas que definen al hombre de la mujer

e Definicion operacional: El dato se obtendra del expediente clinico consignado durante el examen fisico
la historia clinica.

e Tipo de variable: cualitativa nominal

e Escala de medicion: dicotémica

¢ Unidad de medida: hombre/mujer

DESCRIPCION METODOLOGICA DE LA DETERMINACION DE LA ERM

en

Previa carta de consentimiento bajo informacidn. En caso de aceptar participar en el estudio se firmé la hoja

de consentimiento informado (anexo 1). Una vez que aceptd:

Consideraciones generales

e El procedimiento es valido para muestras de médula ésea o de sangre periférica.

e Se determind la concentracion celular previamente a cualquier manipulacion manualmente o utilizando
contador de células automatizado.

e La marcacion de al menos 1x10° células nucleadas para cada tubo de EMR y la adquisicién de al menos
5x10° células, fueron necesarias a fin de lograr la sensibilidad deseada (1x10°).

e Opciones de soluciones de lisis de cloruro de Amonio: Las siguientes opciones evaluadas resultaron
equivalentes:

0 Solucién de lisis comercial basada en cloruro de amonio (NH4CL) de BD (Pharm Lyse, Catalogo:
555899). Esta solucidn de lisis e comercializa como una solucién madre con una concentracion 10 Xy
debe ser diluida 1/10 en destilada previamente a su uso.

0Solucion “casera” de cloruro de Amonio (NH4CL)

Precauciones:

0Se controld que el pH esté estable a 7.40

0 Se utilizé una solucién de trabajo fresca (preparada con menos de 7 dias de anticipacidn)

Tincion Unicamente marcadores de superficie

e Se adiciond el volumen correspondiente de cada anticuerpo de superficie (segin tabla del panel de 8
colores para EMR + 100 uL a la muestra)

e En caso de ser necesario, se adiciond la cantidad necesaria de PBS para completar el volumen final a 100
ul por tubo

e Se mezcld bien

e Se incubd por 30 min a Temp ambiente y protegidos de la luz

un
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e Se adiciond 2 ml de la solucion FACSLysing 1X (FACSLysing 10X se diluye; dilucién 1:10 en agua destilada)

e Se mezcl6 bien

e Se incubd 10 min a temperaura ambiente y protegidos de la luz

e Se centrifé 5 min a 1500 rpm

e Se descarté el sobrenadante utilizando una pipeta Pasteur o sistema de vacio, sin levantar el pellet,
dejando aproximadamente 50 ulL de volumen residual en cada tubo

¢ Se mezcl6 bien

e Se adiciond 2 ml de PBS al pellet celular

¢ Se mezcl6 bien

e Se centrifugd durante 5 min a 1500 rpm

e Se descarté el sobrenadante utilizando una pipeta Pasteur o sistema de vacion, sin levantar el pellet,
dejando aprocximadamente 50 uL de volumen residual en cada tubo

¢ Se mezclé bien

e Se resuspendio el pallet en 200 uL de PBS

e Se adquirieron las células preferentemente de manera inmediata después de la tincidn o conservacion a 4
°C maximo por 1 hora hasta ser adquiridas en el citdmetro de flujo.

Los Anticuerpos que se utilizaron para determinar la ERM para cada estirpe celular se expresan en las tablas

ly2.

Tabla 1.

Panel de marcadores para determinacion de enfermedad minima residual en LLA-B.

Tubo 1 V450 V500C FITC PE PerCY5.5 PE-CY7 APC APCH7

CD20 CD45 CD58 CD66c¢ CD34 CD19 CD10 CD38

Tabla 2

Panel de marcadores para determinacion de enfermedad minima residual en LLA-T.

V450 V500C FITC PE PerCY5.5 | PE-CY7 APC APCH7

Tubo1 | CyCD3 CD45 TDT CD99 CD5 CD10 CDla CD3

Una vez que se obtuvo el resultado si en positivo > 0.01% en pacientes de riesgo habitual pasaran a riesgo

muy alto y recibiran la consolidacion 1A, IBy 1C para riesgo muy alto.
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Los de riesgo alto la ERM se les determinara al término de la IR y si es positiva >0.01% pasaran a riesgo muy
alto y recibiran las consolidaciones IA, 1B y IC para muy alto riesgo. Los pacientes de muy alto riesgo la ERM

se determinara al final de la IR y de las consolidaciones, si la ERM es >0.01% salen del protocolo.

Todos los riesgos estandar, alto que se cambiaron a muy alto y al final de las consolidaciones 1A, 1B y IC con

ERM >0.01% positiva salen del protocolo.
ASPECTOS ETICOS.

El presente estudio se realizd con base a lo establecido en la ley General de investigacidn, de acuerdo a la
Constitucion Politica de los Estados Unidos Mexicanos; Articulo 4to, publicado en el Diario Oficial de la
Federacion, el dia 6 de Abril de 1990y en el reglamento de la Ley General de Salud en materia de Investigacion
para la Salud en México, publicadas en el Diario Oficial de la Federacion el 7 de Febrero de 1987. y a la

declaracion de Helsinki (1964) y sus modificaciones en Tokio (1995), Venecia (1983) y Hong Kong (1989).

Los datos obtenidos mantendran la confidencialidad de los pacientes y por tratarse de un estudio donde se
obtendra muestra de médula dsea se requirié carta de consentimiento bajo informacién la cual se expresa en

el anexo 1.
FACTIBILIDAD.

El presente estudio de investigacion fue factible debido a que el servicio de Hematologia Pediatrica cuenta
con recursos humanos altamente calificados para el diagndstico y tratamiento de pacientes en edad pediatrica
con Leucemia Linfoblastica Aguda, y en el Laboratorio Clinico en la seccion de Hematologia Especial cuenta

con personal calificado para el manejo del Citdmetro de Flujo y para la determinacién de la ERM.
RECURSOS FINANCIEROS:

Una vez que el protocolo fue aceptado se solicitd recursos financieros externos en el FIS para la compra de los
paneles de Anticuerpos, ya que con frecuencia se carecen de ellos en el laboratorio, por su alto costo, para

evitar que el estudio sea incompleto
ASPECTOS DE BIOSEGURIDAD.

El manejo de los residuos quimicos y bioldgicos (CRETIB) que se generaron durante el proceso analitico fueron
sometidos a disposicidon y cumpliran con las politicas y procedimientos del comité normativo de bioseguridad
ajustandose a lo sefialado en los manuales del IMSS y a las indicaciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-
087-SEMARNAT-SSA1-2002 Proteccién ambiental - Salud ambiental - Residuos peligrosos bioldgico-
infecciosos - Clasificacién y especificaciones de manejo, NOM-052-SEMARNAT-2005, que establece las
caracteristicas, el procedimiento de investigacion, clasificacion y los listados de los residuos peligrosos y

Norma Manejo CRETI.
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DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO.

Previa aprobacidn del protocolo por el comité local de investigacion en cumplimiento de las normas éticas
establecidas en el reglamento de la Ley General de Salud en materia de Investigacion para la Salud en México,

publicadas en el Diario Oficial de la Federacion el 7 de Febrero de 1987.

Se realizd el presente estudio de cohorte, prospectiva, longitudinal y analitica, Se incluyeron pacientes
pediatricos menores de 16 afios de edad, con diagndsticos de Leucemia Linfoblastica Aguda de novo incluidos
en el protocolo de tratamiento CMR 2016 y CMR 02/16 del servicio de Hematologia Pediatrica de la UMAE
Hospital General Dr. Gaudencio Gonzdlez Garza, Centro Médico Nacional “La Raza” en la Ciudad de México en

el periodo comprendido del 01 de Enero del 2016 al 31 de Julio delo 2017.

Todos los pacientes que cumplieron con criterios de inclusion, como parte del esquema de diagndstico y
tratamiento global se tomaron muestras de médula dsea a través de aspirado de médula dsea al final de la
terapia de induccion a la remision en el dia 28, 35, 42 o 49 dependiendo del tiempo en que reunieron los
criterios de remisién, para los pacientes de muy alto riesgo se determinara la ERM al final de las 3 QT de
consolidacién. Una vez que se tuvo el resultado se asignd el riesgo final, y se evalud la significancia prondstica
de la ERM mediante la supervivencia libre de evento tales como recaida, supervivencia libre de enfermedad y
supervivencia global. Se registré ademas la edad, el sexo, ademas de todos los criterios para cada uno de los

grupos de riesgo.

Los datos se captaron en Hoja de recoleccion de datos expreso en anexo 2. Y se vaciaron en hoja de calculo
Excel. Se analizarn en el programa SPSS version 20. El estudio servird como protocolo de tesis del investigador
Asociado Dr. Noya Rodriguez Mario Alberto para obtener el titulo de la Especialidad en Hematologia
Pediatrica. Los resultados se presentaran en congresos de pediatria, Hematologia, de Quimicos y se publicaran

de preferencia en revista indexada.
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RESULTADOS.

El estudio realizado en esta unidad CMN La Raza para determinar la significancia pronostica de la enfermedad
residual minima por citometria de flujo en nifios con leucemia linfobldstica aguda para redefinir los grupos de
riesgo y mejor asignacion del tratamiento, en el cual se estudiaron un toral de 92 pacientes de la edad

pediatrica comprendida en un periodo del 01 enero de 2016 al 31 de Julio de 2017.

La prevalencia de los grupos de edad de 1-5 afios fue de 51%, 5.1-9.9 afios de 22.8% y mayores de 10 afios de
26.10; mostrando una edad media de 5 afios de edad, con una minima de 1 afio y 15 afios como maxima al

diagnéstico hematoldgico. Se estudiaron a 33 (39.1%) pacientes masculinos y 56 (60.9) pacientes femeninos.

Al momento del diagndstico se observo valores de leucocitos en su mayoria de los pacientes en rangos <10
000 correspondientes a 42 (45.7%), entre 20 000 — 100 000 se englobaron 43 (46.8%) pacientes, siendo

reportados 7 (7.6%) pacientes con hiperleucocitosis.

A partir de la clasificacidon internacional morfoldgica de la FAB, de los pacientes que recibieron el protocolo
CMR 2016 y CMR 02/16 se reportaron 82 (89.1%) con Leucemia Linfoblastica Aguda L1, mientras que por otro

lado fueron 10 (10.9%) pacientes con diagnostico morfoldgico de Leucemia Linfoblastica Aguda L2.

El inmunofenotipo de células B estuvo presente en 86 (93.5%) de los pacientes, y el imnunofenotipo de células
T en 6 (6.5%) pacientes de la poblacion estudiada. En cuanto a la determinacién de grupos de riesgo; 36.5%
(33 pacientes) riesgo estandar, 53.8% (50 pacientes) riesgo alto y 9.7% (9 pacientes) de riesgo muy alto. Como

se muestra el al tabla 1.

Tabla 1 Caracteristica Generales de los nifios con LLA N=92

Caracteristica n (%) Med Min Max
Sexo

Masculino 33(39.1)

Femenino 56 (60.9)

Edad (afios) 5.0 1 15
Grupos de edad (afio)

1a5s 47 (51.19)

5.1a9.9 21 (22.80)

210 24 (26.10)

Leucocitos (pL) 13911 800 441600
Grupos de leucocitos (uL

<10 000 42 (45.7)

10 a 20 000 17 (18.5)

20 a 50 000 16 (17.4)

50 a 100 000 10 (10.9)

>100 000 7 (7.6)

Clasificacion FAB

L-1 82 (89.1)

L-2 10 (10.9)

Inmunofenotipo

B 86 (93.5)

T 6 (6.5)

Clasificacion de Riesgo

Estandar 33 (36.5)

Alto 50 (53.8)
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Muy alto 9 (9.7)

Med= mediana, Min= minimo, Max=maximo
El 69.6% (64) pacientes presentaron buena respuesta al final de tratamiento con ventana esteroidea y 30.4 %

(28 pacientes) mala repuesta a la misma.

Al dia +28 se realizd AMO, para valorar remisién morfolédgica reportandose 72 (78.3%) pacientes con remisién

completa, 12 (13%) pacientes que presentaron sin remisién completa y 8 (8.8%) no se realizé AMO.

La determinacion de EMR al dia +28 fue evaluable en el 91.3% de los pacientes (84 pacientes), siendo positiva

en 47 pacientes (51.1 %) y reportada negativa en 37 (40.2 %) pacientes.

Las recaidas de la enfermedad reportadas en este periodo de estudio estuvieron presentes en 9.8% (9
pacientes), de los cuales en el 100% de los mismos el tiempo de recaida fue muy temprana. El sitio de recaida
se observé mayormente en médula dsea en 88.9% (8 pacientes), mientras que en 11.1% (1 paciente) se

presento recaida combinada (MO + SNC).

De los 92 pacientes en un tiempo de seguimiento de 326 dias se reportaron 85.9% (75 pacientes) vivos, 14.1%
(13 pacientes) muertos; de los cuales 9.8% (9 pacientes) presentaron muerte temprana. La supervivencia
global de la enfermedad fue de 85.9%, con supervivencia libre de Enfermedad de 90.2% y una Supervivencia

Libre de evento de 71.7%. Como se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Respuesta al Tratamiento de nifios con LLA (N=92)

Caracteristica n (%)

Protocolo de Tratamiento

CMR 2016

Respuesta a la Ventana de Prednisona

Buena 64 (69.6)
Pobre 28 (30.4)
Remision al Dia 28

Remision completa 72 (78.3)
Falla terapéutica 12 (13.0)
No valorable 8 (8.7)
Enfermedad Minima residual (EMR)

Negativa 37 (40.2)
Positiva 47 (51.1)
Cambio de Riesgo 45 (49.5)
Sin Cambio 47 (50.5)
Recaida

No 83(90.2)
Si 9 (9.8)
Tiempo de la Recaida

Muy Temprana 9 (100)
Sitio de la recaida

Médula 6sea 8(88.9)
MO + SNC 1(11.1)
Estado Actual

Vivos (Supervivencia global) 79 (85.9)
Muertos (Mortalidad) 13 (14.1)
Muerte temprana 9 (9.8)
Supervivencia Libre de Enfermedad 83(90.2)
Supervivencia Libre de evento 66 (71.7)
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Tiempo de Seguimiento: Promedio 326 dias, Minimo 21, Maximo 553 dias
Ademas en el estudio se realizd la comparacion de los protocolos CMR 2016 y CMR 02-16 utilizados en este

periodo de 18 meses de tratamiento. Se incluyeron 54 y 38 pacientes para cada protocolo CMR 2016 y CMR
02/16 respectivamente. Se reportd remisién morfoldgica completa al dia +28 en 87% (47 pacientes) con el

protocolo CMR 2016 y una remisién en 65.8% (25 pacientes) con protocolo CMR 02-16

La enfermedad minina residual fue negativa en 64.9% (24 pacientes) y positiva en 57.4% (27 pacientes) para
protocolo CMR 2016; mientras que la EMR se reportd negativa en 35.1% (13 pacientes) y EMR positiva en
42.6% (20 pacientes) para protocolo CMR 02/16. Siendo no valorable dicho estudio en u 5.6% (3 pacientes) y

en 13.2% (5 pacientes) para el protocolo CMR 2016 y 02-16 respectivamente.

Se presentd cambio de riesgo a muy alto riesgo 60% (27 pacientes) para el protocolo CMR 2016, mientras que
para el CMR 02-16 fueron 40% (18 pacientes). La recaida se presentd en etapa muy temprana en ambos
protocolos, en el CMR 16 fue de 7.4% (4 pacientes) y para el CMR 02-16 13.2% (5 pacientes). Ademas de
reportarse 9.3% (5 pacientes) muertes, de las cuales 2.1% (2 pacientes) fueron muertes tempranas en
protocolo CMR 2016; y para el protocolo CMR 02-16 fueron 21.1% (8 pacientes) muertes, siendo el 7.6% de

manera temprana. Como se muestran los datos en la tabla 3.

Tabla 3. Resultado del andlisis de la comparacion entre protocolos de Quimioterapia

Caracteristica CMR 2016 (54) CMR 0216 (38) P

n (%) n (%)
Remision completa 47 (87.0) 25 (65.8) .051
Falla Terapéutica 4 (7.4) 8 (21.1) .052
No valorable 3 (5.6) 5 (13.2) .029
Enfermedad Minima Residual
Negativa 24 (64.9) 13 (35.1) .351
Positiva 27 (57.4) 20 (42.6) .354
No valorable 3 (5.6) 5 (13.2) .180
Cambio de Riesgo
A muy alto 27 (60.0) 18 (40.0) .016
Recaida
No 50 (92.6) 33 (86.8) .01
Si 4 (7.4) 5 (13.2) .02
Muertos 5 (9.3) 8 (21.1) .01
Muerte temprana 2 (21) 7 (7.6) .001

No se observo diferencia estadisticamente significativa al comparar ambos protocolos respecto la EMR
negativa (p=0.351), EMR positiva (p= 0.354). Por otro lado fue significativo en la remisidon completa (p=0.51),
falla terapéutica (p=0.52) cambio de riesgo (p=.016); asi como también fue estadisticamente significativa al

comprar entre la presencia o no de recaida (p=.02) y muertes tempranas (p=.001).

La supervivencia global en dias. Clasificacion de riesgo: Estandar (linea azul), Verde (linea verde), Muy Alto
Riesgo (café). Demuestra que los pacientes de riesgo estdndar presentan mayor tiempo de supervivencia en
un seguimiento de 553 dias, con una mayor proporcion de pacientes vivos en comparacién de los pacientes

clasificados en alto y muy alto riesgo. Figura 1.
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La supervivencia global en dias segiin cambio de riesgo. Cambio de riesgo a Muy Alto Riesgo (linea azul), No
cambio de Riesgo (linea verde). Demuestra que los pacientes que se cambiaron a muy alto riesgo posterior a
EMR positiva presentan mayor tiempo de supervivencia global (85%) en un seguimiento de 553 dias, en

comparacion de los pacientes que no cambiaron de riesgo (80%). Figura 2.
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La supervivencia global en dias comparada entre ambos protocolos. CMR 2016 (linea azul), CMR 02/16 (linea
verde). Demuestra que los pacientes tratados con el protocolo CMR2016 presentan mayor tiempo de
supervivencia (86%) en un seguimiento de 553 dias, en comparacién de los pacientes tratados con el protocolo

CMR 02/16 (79%). Figura 3.
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DISCUSION.

La Enfermedad minina residual es el método utilizado en distintas neoplasias infantiles principalmente en la
leucemia linfoblastica aguda, ha ido adquiriendo en los ultimos afios una importancia trascendental en la
deteccidn y seguimiento de pacientes con mayor probabilidad de recaida y como consecuencia, un mal

prondstico a largo plazo.

La valoracion de respuesta al tratamiento en los diferentes grupos de riesgo fue valorada posterior a la
finalizacidon de la ventana esteroidea, la remision morfoldgica al dia 28 y el reporte de EMR al dia 28. De
acuerdo a los criterios de riesgo establecidos en los protocolos de quimioterapia, en el estudio se observd
buena respuesta a la respuesta a ventana esteroidea en 69%. Al dia +28 de quimioterapia se valoré la
respuesta morfologica en médula 6sea reportandose 78.3% con remisién completa (menos de 5% de blastos
en MO), 13% pacientes que presentaron falla terapéutica y 8 (8.8%) pacientes que no se pudo realizar AMO
por complicaciones a la a enfermedad de base o secundarias al tratamiento con quimioterapia. De acuerdo a
los resultados de respuesta a tratamiento y tomando en cuenta los criterios de cambios de riesgo (a muy alto
riesgo) se cambiaron de riesgo a 49.5% de pacientes, basados en le resultado de EMR positiva. La valoracién
de cambios de riesgo basado en los criterios de ambos protocolo, y de los reporte de EMR positiva al dia +28,
estadificaron en grupo de muy alto riesgo a 60% pacientes para el protocolo CMR 2016, mientras que para el

CMR 02-16 fue de 40%.

La definicién de remisién completa en pacientes con leucemias agudas se realiza por citomorfologia y
Enfermedad minima residual. El conocimiento del inmunofenotipo de células normales es fundamental para
poder identificar células patoldgicas y asi establecer los fenotipos asociados a leucemias agudas. El punto de
corte utilizado en LLA para definir EMR positiva es 0.01%. Este valor estd asociado al limite de deteccién de la
citometria de flujo. Moran y cols reportaron que el riesgo de recaida es directamente proporcional al nivel de
EMR determinada en diferentes puntos del tratamiento. La medicion de EMR al dia +28 de iniciado el
tratamiento de quimioterapia brinda importante informacidn que permite reasignar grupo de riesgo de la
enfermedad hematoldgica e intensificar el tratamiento en pacientes con mayor riesgo de recaida, para
mejorar la supervivencia global como se observé en nuestro estudio reportando en 85% en un seguimiento
de 553 dias para los que cambiaron a muy alto riesgo, en comparacion de los pacientes que no cambiaron de

riesgo (80%).
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No se ha demostrado que los pacientes con EMR negativa se beneficien con la disminucidn en la intensidad
de tratamiento. Los excelentes resultados de sobrevida en este grupo de pacientes se han logrado con el
tratamiento estdndar, de acuerdo a Soria y cols; asi como también se observd en nuestro estudio con una

supervivencia global de la enfermedad de 85.9%.

En concordancia con lo publicado, la EMR positiva al dia +28 en el 95% de los pacientes se correlaciond con
cambio de grupo de riesgo a muy alto riesgo, mayor porcentaje recaida en 19.1% y menor supervivencia libre
de enfermedad y supervivencia global. No se asocid la EMR al dia +28 con respuesta al tratamiento de ventana

esteroidea probablemente por el nimero de pacientes estudiados.

También la EMR positiva al dia +28 en el 14% de los pacientes se correlaciond en forma significativa con mayor
recuento de leucocitos al diagnéstico, fenotipo T, riesgo alto, lo cual es similar a los estudios repostados por

Gutiérrez y cols.

De acuerdo a la respuesta terapéutica y los cambios de riesgo de la enfermedad para ajustar el manejo al
tratamiento con protocolo CMR y en el seguimiento a corto plazo de los pacientes en este estudio el estado
actual de la poblaciéon pediatrica (92 pacientes) en un tiempo de seguimiento minimo de 21 dias, y maximo
553 dias, siendo un promedio de 326 dias se reportd 85.9% pacientes vivos, 14.1% muertos, de los cuales 9.8%

presentaron muerte temprana relacionada con procesos infecciosos principalmete.

En trabajos publicados por el Hospital St Jude demostré que pacientes con altos niveles de EMR (positiva) por
citometria de flujo al final de la induccién tuvieron menor SLE a 5 afios que aquellos pacientes con EMR menor
a2 0.01% (59% + 5 vs 88% +1). Comparando con los resultados en nuestro estudio donde Enfermedad Minima
residual (EMR) negativa se presentd en 40.2% vs 51.1%, ameritando cambio de riesgo en 49.5% de los
pacientes con recaida de los mismos en 9.8%. Concluyendo una supervivencia libre de enfermedad de 90.2%
y una supervivencia libre de evento de 71.7%. Por lo tanto 0.01% seria un punto de corte importante para

detectar pacientes con riesgo elevado de recaida
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CONCLUSION.

La Enfermedad minina residual se considera actualmente un estudio complementario y de seguimiento de la
Leucemia linfoblastica aguda indispensable para estadificar en grupos de riesgo y reasignar el riesgo en el dia

+28.

La enfermedad minima residual es el método utilizado para la deteccién de blastos en pacientes
morfoldégicamente en remisién completa. En pacientes con Leucemia Linfoblastica Aguda, se considera un

factor de riesgo independiente asociado con baja sobrevida libre de eventos.

En nuestro estudio se demuestra que la EMR positiva en MO en el dia +28 del tratamiento es una variable
pronostica independiente y significativa en la predicciéon de recaida en LLA pedidtrica. Ademads de que el
seguimiento en estos pacientes a corto plazo demuestran una mejor sobrevida global y sobrevida libre de

enfermedad.

Basado en los resultados durante el periodo de estudio de 18 meses se demuestra que la resignacion de riesgo
(a muy alto riesgo) posterior a la valoracion de la Enfermedad Minima Residual para modificacion de
tratamiento de quimioterapia y mejor asignacidon de manejo médico, presenta beneficio para los pacientes de
nuestro centro de trabajo en el Centro Médico Nacional “La Raza” presentando una supervivencia global de
la enfermedad de 85.9%, asi como una supervivencia libre de Enfermedad de 90.2%. Teniendo en
consideracién que la exposicion a farmacos citotoxicos y per se la patogenia de la enfermedad que condiciona

resistencia a la quimioterapia llevan a que los pacientes presentes complicaciones con desenlaces fatales.
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ANEXO 1 CARTA DE CONSENTIMIENTOBAJO INFORMACION

Nombre del estudio:

Lugar y fecha:

Numero de registro:

Justificacién y objetivo del estudio:

Procedimientos:

Posibles riesgos y molestias:

Posibles beneficios que recibira al participar en

el estudio:

Informacién sobre resultados y alternativas de

tratamiento:

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION
Y POLITICAS DE SALUD

COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

“SIGNIFICANCIA PRONOSTICA DE LA ENFERMEDAD RESIDUAL MINIMA POR
CITOMETRIA DE FLUJO EN NINOS CON LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA
PARA REDEFINIR LOS GRUPOS DE RIESGO Y MEJOR ASIGNACION DEL
TRATAMIENTO”

El propdsito de este estudio es conocer algunas caracteristicas que podemos
encontrar en los estudios de laboratorio que se realizan en la muestra de aspirado
de médula 6sea al final de la primera etapa del tratamiento de la leucemia y
asignacion de tratamiento

Para valorar la respuesta que tuvo su hijo a las primeras quimioterapias que
recibid, se toma una muestra de médula 6sea como se le realizé al inicio para
darle el diagnéstico de leucemia aguda. En la muestra de médula 6sea que se
tomara en el dia 33 después de haber recibido la primera quimioterapia, se
realizaran estudios para saber si existen aun células leucémicas y asi poder
ajustar la intensidad de quimioterapia que indicaremos a su hijo.

La principal molestia que tendra su hijo es dolor secundario al procedimiento
realizado, para lo cual se le dara analgésico. Los posibles riesgo que pudiesen
presentarse con infecciones, sangrados o lesiones de estructuras dentro de su
cuerpo debido a que es un procedimiento que se realiza a ciegas.

El beneficio que obtenga al dejar que su hijo participe en este estudio es que de
acuerdo al resultado que se obtenga ajustaremos la quimioterapia aumentando o
disminuyendo su intensidad.

Los resultados se los dara su médico tratante y forman parte del tratamiento
integral para la Leucemia aguda.
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Participacion o retiro: Para que su hijo participe, es necesario que esté de acuerdo y nos firme este
consentimiento bajo informacién. Si usted decide que su hijo no participe solo
tiene que solicitarlo y su hijo sera retirado del estudio. Por supuesto su atencion
médica continuara sin cambio dentro del Instituto Mexicano del Seguro Social.

Privacidad y confidencialidad: Es el compromiso de los investigadores el ocultar el nombre de su hijo, para
impedir su identificacion. Los resultados se mantendran en secreto estricto y la
confidencialidad sobre el historial de los sujetos que ingresen al estudio.

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse a:

Investigador Responsable: M. en C. Elva Jiménez Hernandez, Servicio de Hematologia Pediatrica en el CMN
“La Raza” Tel: 57245900 Ext: 23511 y 23512.

Colaborador: Dr. Octavio Martinez Villegas, Servicio de Hematologia Pediatrica en el CMN “La
Raza” Tel: 57245900 Ext: 23511 y 23512.

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podréa dirigirse a: Comisién de Etica de Investigacion de
la CNIC del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP
06720. Teléfono (55) 56 27 69 00 extension 21230, Correo electronico: comision.etica@imss.gob.mx

Nombre y firma de ambos padres o Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento

tutores o representante legal

Testigo 1 Testigo 2

Nombre, direccion, relacién vy firma Nombre, direccion, relacién vy firma

Clave: 2810-009-013
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Anexo 2. Hojas de recoleccidn de datos

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS PROTOCOLO LLA DANA-FARBER 11-01 {CMR 2016)
Nombre NS5

Fecha de Diagndstico

Edad en afios al Dx Sexo: F ()M ()

Peso al Dx Talla al Dx

Leucocitos Totales al Dx:

Clasificacion Fab L-1{ ) L-2 ()

Fenotipo: Pro-B () Pre-B () CALLA{ ){) Pro-T (Pre-T) Marcador T() ()

Cariotipo: Normal { ) hiperdiploide ( ) hipodiploide { } haploide { } aneuploide ()

Alt estructural: £(12:21) { ) £(1:19) () t:4:11 () £(9;22) { ) Otra
Alt molecular: TEL/AMLL{ ) E2A/PBX1 ( ) AML/AF4 () berfabl () Otra
Respuesta a la ventana de Prednisona: Buena ( ) Pobre( )

Riesgo: estandar () Alto ( ) Muy Alto ()

Criterios para riesgo alto: <1afio { }>10afios| )Leucos=25 000( Jinfiltracion testicular{ ) SNC{ ) mediastino ( Jfenotipo
T () cariotipo ( ) Fallaa la PDM { ) Rearreglos { ) LMH previa { )

Tx previo con Esteroide { ) Falla a la IR[ ) marcador T { Jinfiltracidon parotidea ( ) mds de uno () otros

Médula dsea del dia 28: Remision completa { ) Falla { ) No valorable ()

ERM al dia 28:positiva »>0.01% [ ) Negativa <0.01% ( }

ERM para Risg muy alto al término de las consolidaciones:post =0.01% ( ) Negativa <0.01%( )

Riesgo final con ERM: Estandar ( ) Alto () muy Alto ()

Evolucion: Remisidn completa continua () Muerte temprana (antes de alcanzar remisidn) ()

Muerte en tratamiento (Sin recaida) { ) Muerte durante |a Reinduccion { ) Falla terapéutica { ) Abandono de
Tratamiento { ) OT paliativa ( ) Vivo en Remision subsecuente { ) muerte con recaida { ) Vivo en RCC y alta por edad
{ ) Vivo posTCPH ({ ) alta por edad y se desconoce () Vivo en recaida ( ) Se desconoce ()

Mamero Total de L-asparaginasas

Efectos Secundarios de Asparaginasa:Ninguna ( ) Alergia { ) Pancreatitis ( ) Trombosis () Hemorragia ( ) dolor en el
sitio de aplicacion () otras
Recaida: 5i{ ) Mo { ) Fecha de la recaida

Causa de Recaida:Abandono de Tx ( ) Resistencia a la QT () Falta de apego al Tx { )Ll-aspa <25 ()
Primera Recaida: Muy temprana { ) Temprana () Tardia ()

Sitio de la recaida: MO () SNC { ) MO+SNC () Testicular [ ) MO+SNC+Test () Otros ()

Segunda recaida: Muy temprana { ) Temprana () Tardia ()

Sitios de la recaida: MO { ) SNC { ) MO+5NC () Testicular () MO+SNC+Test ( ) Otros ()

Edo Actual : Vivo () Muerta ()

Fecha de la Muerte y etapa del tratamiento

Causa de la muerte: Choque séptico ( ) Colon neutropénica { ) Neumonia ( ) Hemaorragia ()

Alt metabdlicas () Actividad leucémica () 3x de leucoestasis ( ) Otras
Toxicidad: hematolagica () Renal { ) Gastrointestinal { ) SNC () Cardiaca ( ) Pulmonar ()
Gonadal { ) Segunda neoplasia { } Pancreatitis { }Hepatica { )Micosis profundas () Varias ()
Otras

Supervivencia libre de enfermedad en meses
Supervivencia global en meses
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Instituto Mexicano del Seguro Social

UMAE Hospital General CMN “La Raza”

Servicio de Hematologia Pediatrica

Solicitud para determinacion de enfermedad minima residual por citometria de flujo.

Nombre del paciente:

NSS:

Fecha (dd/mm/aaaa):

Edad: Fenotipo:

Médico tratante:

Diagndstico morfoldgico:

Riesgo:

Fecha de diagnéstico: (dd/mm/aaaa):

Etapa de tratamiento:

Marcadores presentes en el fenotipo inicial y al final de la induccidn a la remision.
Linaje B Linaje T Inmadurez/Comun Linaje Mieloide

CD Inicial | Dia33

CD79 CD3 HLA-DR CD15

CD19 CD7 CD34 CD33

CDh20 CD5 CDA45 CD14

CD22 CD4 CD38 CD13

CcDh10 CD2 Anti- MPO

Tdt

CD22 CD1a CD66¢ CD64

CcD10 CD58 Kappa CD117

IgMc CD16 Lambda CD235a

Sytol6 CD56 CD41
CD3c CD61
CD8 CD71

CD123

Interpretacion:
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