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OBJETIVOS

General

Determinar mediante citometria de flujo, la premela de Enfermedad Minima
Residual en nifios con leucemia aguda linfoblasfiease encuentran en la 52 semana de
la quimioterapiale induccién en el Hospital Infantil del Estado de Sonora epegiodo
comprendido del 1° de Enero del 2009 al 30 de Jueii@010.

Especificos

1. Identificar mediante citometria de flujo, la progion de individuos que no tienen

remision inmunohematolégica y compararla con lactatla por la citomorfologia.

2. Reconocer los inmunofenotipos aberrantes en las téh Enfermedad Minima

Residual positiva en la semana 5 de haber inideadaimioterapia de induccion.

3. Describir y analizar los factores clinicos prondssi de los pacientes con

Enfermedad Minima Residual positiva y negativa.

! Se entendera a este periodo al posterior a lasdtaana de iniciada la quimioterapia establecidaaierdo al
protocolo de manejo del nifio con LAL del Hospit#iahntil del Estado de Sonora

iX



RESUMEN

Introduccién. La prueba de inmunofenotipificacion por citometdi@ flujo (CF) es
rutinariamente empleada en paises desarrolladas igantificar la carga tumoral
elevada o Enfermedad Minima Residual (EMR) en péege con leucemia aguda
linfoblastica (LAL). La determinacion cuantitatiele la EMR tiene relevancia médica
porque nifios en aparente remisién clinica y hemgica pueden tener hasta'd0
células leucémicas, lo que ensombrece su pronésdtwobstante esto, no hay evidencia
reciente que documente en México la utilidad déRapara detectar EMR en nifios con
LAL. Este estudio compara la utilidad de la CF garalentificacion temprana de EMR
en nifios y adolescentes con LAL que recibieroncaenoncoldgica en el Hospital
Infantil del Estado de Sonora (HIES) durante eiquier del 1° de Enero de 2009 al 31 de
Junio de 2010.

Material y métodos. Se disefid un estudio transversal para identifiédREnediante
CF en una muestra no probabilistica de pacientepitatizados por LAL y que
recibieron quimioterapia en el servicio de oncaodg¢l HIES. La EMR fue examinada
en un aspirado de médula 6sea que se tomo ennasase 5 y 52 del tratamiento. Se
consider6 EMR presente si se detectd una cantidagoma 0.01% de células
mononucleares con antigenos aberrantes, en taetedlificada como EMR ausente
cuando se detectd una cantidad menor a 0.01% diséhononucleares con expresion
de antigenos aberrantes. Los sujetos fueron agramadpacientes con EMR y pacientes
sin EMR. Se compardé la distribucion de las carétieas clinicas y bioldgicas. Para
evaluar las diferencias en la distribucién propmral de la expresion de anticuerpos
monoclonales, se estratific6 a los pacientes deerdoual tipo de LAL que se

diagnostico, es decir, pacientes con LAL de célBlgsLAL de células T.

Resultados.La muestra incluy6 a 35 sujetos. La prevalenci&bBR detectada por la
CF fue de 14.3%, lo que significd la identificaci@® cinco pacientes que se
encontraban a la semana 5 (dia 35) posterior talntfanto antineoplasico, en aparente

recuperacion total de sus médulas Oseas. Estanspaeruperacion fue determinada
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mediante el estudio citomorfolégico del mismo ampir de médula 6sea que fue
examinado mediante CF. La mayor proporcion (91%) pdeientes estudiados
correspondi6é a LAL de linaje B, mientras el reste €lasificado como de linaje T. Tres
de cada cuatro sujetos tuvo un cariotipo normai ¢leB0% de los pacientes, el indice
de DNA fue> 1. Por lo que respecta a los anticuerpos (Ac) mionales para
diagnostico, en los pacientes (32) con LAL-B log ge observaron con mas frecuencia
fueron los CD10, CD22, CD19, CD79A, e Igc, mienteassujetos (3) con LAL-T, los
Ac identificados fueron Tdt, CD2, CD3, CD7 y CD5.

Conclusién. Comparada con la citomorfologia, la CF permitanamitoreo mas preciso

de la remisién inmunoldgica de LAL en nifios y adotntes. La CF permite reconocer
casos de EMR con expresion inmunofenotipica déstata clona inicial, de manera
independiente a los factores clinicos pronostitmsjue puede definir la respuesta al

tratamiento antineoplasico.
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INTRODUCCION

La sobrevida de los nifilos con leucemia aguda liatica (LAL) se ha
incrementado en los ultimos 20 afios, gracias acagaen el conocimiento de la historia
natural de la enfermedad, a la generacion de numwirseoplasicos, a la identificacion
de grupos de riesgo, asi como a la aplicacion dedgs de la inmunologia y biologia

molecular para el diagnostico y tratamiento denferenedad.

En tal contexto, la prueba de inmunofenotipificacpior citometria de flujo (CF) y
la deteccion de secuencias especificas de DNAsIeélalas neoplasicas mediante PCR,
son técnicas utilizadas ya rutinariamente en paiesarrollados para identificar la carga
tumoral elevada o enfermedad minima residual (ENMREémica. La determinacion
cuantitativa de la EMR tiene relevancia prondsfioeque nifios en completa remision
clinica y hematolégica pueden tener hastd &8lulas leucémicas y los estudios de la
LAL en nifios han demostrado el valor prondsticdaddeteccion y cuantificacion de la
EMR. (Zhou et al, 2007; Coustan et al, 2006).

No obstante lo anterior, no tenemos conocimienteegertes de investigacion que
hayan empleado alguna de las técnicas para lacitateemprana de EMR. Esto es
posible que se deba a los elevados costos ecorgrdiEda prueba y a la falta de
equipamiento y reactivos especificos en laboratatltnicos y servicios de oncologia.
Solo conocemos intentos anecdoticos aislados. Estrupais, cuando se ha realizado
la inmunofenotipificacion mediante CF se han ide&do problemas en la técnica
realizada; adicionalmente, es posible que haya experiencia clinica para la deteccion
e interpretacion de la EMR, lo que condicionarisuitados poco confiables para los
oncologos pediatras. Por tal motivo, se realizéestudio transversal, cuyo proposito
central es cuantificar la EMR, mediante inmunofgifitacion por CF, en pacientes
pediatricos con LAL que recibieron atencion oncalagen el Hospital Infantil del

Estado de Sonora durante el afio 2009.



El estudio parte del supuesto que la cuantificadé@iEMR mediante CF en nifios y
adolescentes con LAL, permitira identificar opogorente a los pacientes en aparente
estado de remisién clinica que presenten cargaradime leucemia aln activa, asi como
la variabilidad de la leucemia residual, lo queHhesa acreedores a una quimioterapia
mas intensiva. Adicionalmente, la CF permitira tiferar incluso a aquellos nifios que
no requieran tratamiento mas intensivo, lo querdmrita a disminuir la toxicidad del
tratamiento. Ambos eventos pueden incrementar baesaa al final del tratamiento,

aunque éste no es uno de los propésitos del estudio

Otros beneficios adicionales con la CF es que skapdefinir la variabilidad
leucémica residual, la respuesta al tratamientsetesibilidad a la quimioterapia en la
fase de induccidn, e indirectamente aportara exiped en la técnica de citometria de
flujo, que como se apuntdé anteriormente no ha sidoumentada en pacientes
pediatricos mexicanos con LAL. Porque el inmunofgraoes facilmente reproducible,
es probable que los resultados de la investiggogdmitan recomendarla como prueba
de rastreo tumoral en el pais. Los hallazgos d®jguto pueden generar informacion
basal para sustentar futuras lineas de investiganbre el tdpico (p. e. terapéuticas,

ensayos clinicos), tanto a nivel local como nadiona



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

La leucemia aguda linfoblastica (LAL) es una nesigldnematoldgica caracterizada
por la proliferacion desordenada de células mutéidésides transmitidas a todas sus
descendientes y caracterizada biologicamente poadarez. Se clasifica de acuerdo a
las caracteristicas morfolégicas de las célulastibls; se divide en L1, L2 y L3.

(Federacién Américo-Britanica), como se muestrkadabla I.

La leucemia aguda linfoblastica se puede clasificarinmunofenotipo en células B
y células T. (Pizzo, 2006). Cada grupo puede sfraticiado por un marcaje de
anticuerpos monoclonales, que pueden ser detectaalogitometria de flujo (CF).
Dichos anticuerpos monoclonales de los linfoblaseopueden localizar en la superficie,
nacleo y citoplasma de las células malignas y ses@ecificos para la etapa evolutiva
en que sea detectada la leucemia con lo cual,regayta clasificacion inmunologica de
la leucemia aguda linfoblastica (pre B tempranaB Bransicional y B madura); la tabla
II'y la figura 1 muestran los anticuerpos monoclesale la LAL y su frecuencia de

expresion antigénica.

La LAL es la neoplasia maligna mas comunmente distigada en los nifos,
representando casi un tercio de todos los cangpedigtricos. La incidencia anual es
cercana a 30 casos por millon de personas, conaremento entre los 2 y 5 afios de
edad, particularmente en individuos del sexo maszi{Satake, 2006). En los Estados
Unidos representa el 27% de la enfermedad maligtra s nifios menores de 15 afos

(Pui, 2002) y se diagnostican entre 2000 y 2500asevos cada afo.

Aunque no hay consenso, se cree que la incidenaiaiad es similar a la de los
E.U. Tampoco es claro el comportamiento de su teideaunque en México se ha
reportado un incremento de la morbilidad que se seedebe a mejoria en el registro y
clasificacion de los casos (Mejia-Aranguré, 200Bh el servicio de Oncologia
Pediatrica del Hospital Infantil del Estado de San@®lIES) la frecuencia detectada en



Tabla I. Caracteristicas citologicas de la leucemia agudallastica.

Caracteristicas

Citolégicas

L3

Tamarfio de la

célula
Cromatina
Nuclear

Nucleo

Nucléolos

Cantidad de
Citoplasma

Basofilia

Citoplasmatica

Vacuolas

Citoplasméticas

heterogénea

Homogénea Heterogéneay

Regular indentado en

) cominmente
forma ocasional

indentado
Presentan mas de
uno y grandes
Variable y
moderadamente
abundante

Leve a moderada raraVariable, algunos
casos severa

No visibles o
incuspicos

vez intensa

Negativas

Grande y
heterogénea

Homogénea y fina

Regular y ovalado
Prominentes y
vesiculares
Moderadamente
abundante

Muy profunda

Prominentes

Lanzkowski P. Manual of Pediatric Hematology ancc@aogy. Academic Press. Third Edition. 1999



Tabla Il. Expresion antigénica en leucemia aguda linfoblagfit de casos positivos).

INMUNOFENOTIPO SUBGRUPOS DE LAL

SUBTIPO CD19 CD22 cD79A CD10 CD7 <CD5 CD3 CIG slg S0 (%)
OR A

Pre-B Temprana 100 >95 >95 95 5 0 0 0 0 0 60-65

Pre-B 100 100 100 >05 0 <2 0 100 0 0 20-25

Pre-B Transicional 100 100 100 50 0 0 0 100 100 0 -31

B 100 100 100 50 0 0 0 >905 >905 >95 2-3

T <5 0 30 45 100 95 100 0 0 0 15-18

LAL: Leucemia Aguda Linfoblastica, citoplasmica; clg, inmunoglobulina citoplasmica cadena; sl
u, inmunoglobulina superficiey cadena; slg or A, inmunoglobulina surperficiex or A cadena(Pui

Ching-Hou.2002 Leukemias)



LLAde celulas B
|
| Pre-B Pre-B Pre-B | Linfocito B
tpmpr"ma transicional maduro
] TdT+ dT L.C\. DR—
P[_C?E'_I‘IIICI’ HLA DR+ HLA DF‘— HLA DR+ CO19+
linfoicka CD18+ Co10- Co1g- CO20+
oo CO10+ Co20+ CR2
I/_ . I/_\ CALA.  CD20- lgC - e DR
+ g citoplasmatica p+ W+
(@) (@)| o s
Calula TdT=+ LLAde células T
hematopoystica 0+ | ' — |
pluripotencial Timocito  Timocito Timocito Linfocito
inmaduro intermeclio tardio T maduro
-(@(@~(a- C -
T-:IT—' TdT+ TdTi
CD7+ CO7+ CO7+ L.DA! CCD9+
Chz+ ChZ+ Ch2+ CO7+
Ch3- CO1+ Ch4+ o CD8+ CDE+
Com- CO CO5+
CDS..,lg:lasmah:ca- CDd+ 'cSCDG- CO3+

Figura 1. Anticuerpos monoclonales de las células linfoidefase de maduracion.
Fuente: Luis Madero Lopez .Arturo Mufioz Villa. Hewlagia y Oncologia Pediatrica 2 edicion. Ed. Erg905.



neoplasias malignas es de 42% y es el cancer diiggdo con mayor frecuencia
(Miramon, 2000).

El reconocimiento temprano de factores prondstine qgrientan el tratamiento
(Tabla Ill) ha sido un pilar fundamental para imsentar la sobrevida de los nifios. En el
HIES predominan los pacientes (54%) de alto riekgosobrevida libre de enfermedad
con los protocolos establecidos en él es cercan@%lpara el grupo de bajo riesgo y de

55% para el de alto riesgo (Rendon y Covarrubid@3p

Los actuales protocolos de tratamiento citotoOximducen completa remision, de
acuerdo a criterios citomorfolégicos, en 95 a 98%lat nifios con LAL (Childhood
ALL Collaborative Group, 1996). Sin embargo, erieey 30% de esos nifios sufren
recaidas, lo que implica que no todas las célidaséimicas son eliminadas. En la
actualidad los criterios citomorfologicos son insigntes para evaluar adecuadamente la
remision del padecimiento porque el umbral de delecde las células leucémicas es
apenas de 1 a 5% (Van et al, 1998).

Enfermedad Minima Residual

Cuando se diagnostica leucemia linfoblastica ag{ldsl) en un paciente, el
ndmero total de células leucémicas se encuentra édf y 10", La mayoria de los
pacientes alcanzan la remision completa después sEmanas de quimioterapia. La
remision completa no significa que las célulasadielicemia hayan sido erradicadas del
cuerpo, sino que su nivel estd mas alld del niwelsdnsibilidad de los métodos
citomorfoldgicos clasicos (por ejemplo, 1 a 5%)nfah aparente remision clinica, hasta
10'° células malignas puede permanecer en el pacistecarga de células malignas es
conocida como Enfermedad Minima Residual (EMR) (Gama 2004).



Tabla lll. Clasificacion prondstica de la leucemia aguda bitéstica.

Grupo de
Riesgo

Caracteristicas

%

Bajo

Intermedio

Alto

Fenotipo de células B
Edad 1 a 9 afios
Leucocitos < 50000mm3 al diagnéstico
Masa en Mediastino (-)
Citogenética:
TEL—AML
Hiperdiploidia >50
indice de DNA >1.16
*Infiltracién a santuarios (-)
Fenotipo de Célula T
Células B que no entren en el criterio de bajagoes

Edad mayor a 10 afos

Leucocitos > 50000mm3 al diagnéstico
Masa en Mediastino (+)

Menor de 12 meses

t(9;22)

Respuesta temprana pobre al tratamiento
Re arreglo cromosémico MLL

t(4;11)

*Infiltracion a santuarios (+)

50—55%

35—45%

6—8%

Basado en: Lanzkowsky P. Manual of Pediatric Helngjoand Oncology. Academic Press. Third Editidd0@



Los estudios de EMR son parte del manejo integrdbsl nifios con leucemia. Con
las actuales tasas de curacién de LAL en torno-80%0, el reto es como incorporar
nuevas técnicas diagnosticas de EMR a los protedel@péuticos. La prediccion de
recaidas, a través del desarrollo de la inmunolgdielogia molecular han permitido
mejorar el tratamiento de la LAL. Dentro de los oaéts mas empleados actualmente
destacan la amplificacion de genes receptores tiigeans mediante reaccion en cadena
de polimerasa (PCR) y la deteccién de inmunofenstgberrantes o ectopicos a través
de citometria de flujo (CF) (Campana, 2004).Cudad6MR es mayor a 1% de células
leucémicas la sobrevida de los nifios con LAL esamalilando por el contrario, se
detectan menos de 1% de tales células la sobregidauy buena (Hunger, 2005). Se
considera una prueba mas exacta que la tradicil@@tcion de linfoblastos en el dia 14

en muestras de médula 6sea.

La determinacién de la EMR tiene un potencial deagion en el manejo clinico
de la LAL que incluye la identificacion tempranapientes con alto riesgo de recaida
y la deteccién oportuna de inminente recaida @iriim suma, la EMR es un estudio que
ha mostrado ser una herramienta confiable parauavdh médula O0sea y sangre
periférica que ha sido cosechada de trasplante élldas progenitoras de células
hematopoyeéticas y determinar la eficacia de laguhglicionalmente, puede demostrar
la presencia de células leucémicas involucradaselersistema nervioso central
(Campana, 1999).

La deteccibn de EMR en los primeros tres mesesuduiaterapia ha permitido
mejorar la evaluacion del tratamiento en LAL. Estnmtribuye favorablemente para
tomar decisiones clinicas acerca de la potencingificacion del tratamiento,
incluyendo el trasplante de médula 6sea o en afgcawos, la reduccion del tratamiento.
No obstante, la identificacion de pacientes engdesdepende de varios factores, entre
ellos, el tiempo de seguimiento de las muestras lg densibilidad del método empleado
para detectar EMR (SIOP Educational Book, 2010).



En las ultimas décadas multiples estudios cliniars demostrado la utilidad de la
deteccion de EMR en pacientes con LAL, esto porgeemite detectar células

leucémicas entre menos €80’ leucocitos normales, preferiblemertkd’.
Los métodos para detectar EMR deben cumplir vaeigserimientos.
1. Tener sensibilidad menor a* @referiblemente10*
2. Aplicabilidad en la mayoria de los pacientes
3. Alta reproducibilidad
4. Posibilidad de estandarizacion inter-laboratoramgtrol de calidad internacional

Tres técnicas cumplen los requerimientos paratlaveabo la determinacion de la
EMR: (a) El inmunofenotipo por citometria de fluj) La reaccion de cadena de
polimerasa basada en la deteccion de sitios decnipnion en genes de fusion en
cromosomas a nivel de RNA o DNA, y (c) PCR basaddaedeteccion de region
funcional de Ig y receptor de célula T. La tablar®8ume la aplicabilidad, sensibilidad,

especificidad, ventajas y desventajas de estagééen

Valor Clinico de la Enfermedad Minima Residual

La principal aplicacion clinica de la EMR es erelaluacion de la respuesta inicial
a la quimioterapia de induccion. Numerosos estubars demostrado bajos niveles y
ausencia de EMR después de completar la terapiandieccion, lo que predice
excelentes resultados. La EMR detectada por PCpudssie la terapia de induccion, ha
sido considerada independiente de otros factoregesgo clinico y es al momento, el

factor de prondstico mas potente de recaida cl{@B2aP Educational Book, 2010).

Dependiendo del protocolo y de la sensibilidadalétnica con que se realice la
EMR, asi como, del tiempo de seguimiento de lasstmae de médula Osea, la
negatividad de EMR ha sido asociada con ufl@% de recaida total, contrario a lo
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Tabla IV. Caracteristicas de las tres técnicas para detecidimale la enfermedad

minima residual en la leucemia aguda linfoblastica.

Inmunofenotipo por — Reordenamiento
citometria de flujo genetico Transcripcion del gen
Variable Ig-/TCR de fusion
Aplicabilidad
LAL B
Lactantes Desconocida 70-80% 60-65%
Nifios 70-95% >95% 35-40%
Adultos 70-85% 90% 40-45%
LALT
Nifios > 95% >95% 10-20%
Adultos “95% >90% 10%
Sensibilidad 10’ - 1d 10*10° 10"-10°
Ventajas
Rapido 1 a 2 dias Alta estabilidad de  Objetivo "target"
Especifico DNA Simple relatividad
Informa acerca de celulas Alta especificidad de Rapido resultado
normales pacientes
Técnica relativamente simple Cantidad de DNA por
Andlisis particular de células celula relativamente
Evaluacion de la viabilidad de estable
las células
Desventaja
Subclona o tiempo de consumo  expresion
E{eqwere ?Ita sensibilidad  pajo Especificidad del tumor
5 x 106 células Antecedente de Riesgo de
células normales contaminacion
Alto nivel de
complejidad

Perdidad e "targets"

SIOP Educational Book 2010International SocietiPaédiatric Oncology, (2010). Agarwal B, claminus G,
Diller L, Egeler M. 42nd Congress of the internatibSociety of Paediatric Oncology. Boston, USAdbetr 21-24,2010
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mostrado en otros estudios, donde niveles elevdddsMR al fin del tratamiento de
induccién predicen recaida de 70 a 100% (SIOP Hiduesd Book, 2010).

El andlisis de la EMR proporciona informacion prstica valiosa pero no
suficientemente precisa, para definir los grupobaje y alto riesgo. Realizar la EMR al
fin de la induccion, identifica sOlo pacientes dajobriesgo de recaer o mas
exclusivamente pacientes de alto riesgo. El grugermacional de Estudio Franco-
BritAnico-Aleman (BFM) ha demostrado que las mexdies de EMR negativas al final
de induccién y antes de la consolidacion, tienemanor probabilidad de recaida de 2%
(SIOP Educational Book, 2010). Por otra parte, ggateis de alto riesgo con EMR
clasificada como intermedia (f0células leucémicas) o riesgo alto E1@élulas
leucémicas), han mostrado recaidas en 80% y 22@eatgamente. En tanto, la
estratificacion en leucemias de células T de lopas de bajo, intermedio y alto riesgo

mostrd un porcentaje de recaida homogéneo de 25%.

La EMR ha tenido su utilidad clinica en protocotpge evallan el trasplante de
médula 6sea. La intensificacion del tratamientaums de las aplicaciones de la EMR
referida en aproximadamente 10% de los nifios aecehaia aguda linfoblastica en los
que puede incluir como terapia de intensificacioh teasplante progenitor

hematopoyético en primera remision.

Citometria de Flujo

La citometria de flujo (CF) es una técnica de aislicelular que mide las
caracteristicas de dispersion de luz y fluoreseencie poseen las células conforme
pasan a través de un rayo de luz. Para su an@disi€F, las células deben encontrarse
individualmente en suspensién en un fluido. Lasilaél sanguineas pueden analizarse
practicamente de manera directa. Las células puédeerse pasar a muy altas

velocidades (p.e. 100,000 células por segundo).

Al atravesar el rayo de luz, las células interataiocon este causando dispersion de

la luz; basandose en la difraccion de la luz etidefrontal, puede evaluarse el tamafio
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de las células que pasan y al medir la reflexiofadez de manera lateral se determina
la granularidad o complejidad de éstas. Ademas adalispersion de la luz, si
previamente a su analisis se coloca a las célutaspresencia de anticuerpos
monoclonales marcados con moléculas fluorescestequeden evaluar qué células
poseen los antigenos complementarios a los anpesienonoclonales usados (Barrera,
2004).

A las células que seran examinadas se les acopllaamcromo, generalmente a
través de un anticuerpo monoclonal que reconoceesimactura especifica en la célula.
Posteriormente, las células son suspendidas ent#gbade un flujo de liquido isoténico
gue es impulsado a gran velocidad por un orifisiveeho y deben pasar a través de una
fuente luminosa (laser) de forma secuencial. Erléd incidir con cada célula, se desvia
y este cambio de direccion es registrado por deestespeciales. Por otra parte, el
reactivo fluorescente al ser excitado, emite luzuea longitud de onda determinada
(color) que es registrado por detectores colocadofrma perpendicular al rayo laser.
Cada uno de los detectores del equipo ofrece uoariacion que es convertida en
impulsos eléctricos y posteriormente en codigogales que pueden ser visualizados a

traves de los programas de computacion especiabz®dg. 2) (Barrera, 2004).

En la actualidad existen equipos con diferentesati@tes de fluorescencia, con los
cuales pueden determinarse diferentes caractadstipe coexistan en determinadas
poblaciones celulares.

Conociendo la informacién que aporta cada unos ade detectores de sefial
luminosa y teniendo en cuenta las necesidades plador, se pueden elaborar
histogramas con informacién de 1, 2 o mas parameiferentes. La citometria de flujo
es una técnica que permite un andlisis celularipauéimeétrico de forma rapida, sensible
y especifica. La disponibilidad de amplios panelesreactivos de calidad facilita la
aplicacion de este método analitico en el diagodsticlasificacion, evaluacion
prondstica y valoracion de enfermedad minima resdidia citometria de flujo permite

el analisis de un gran numero de célulabithalmente entre 10,000 células por
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Figura 2. Principio general de la citometria de flujo.
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muestra), y mas de un millon en los estudios dererddad minima residual (Hunger,
2005).

La aplicacion de la CF al analisis celular perntt@ocer aspectos fisicos de la
célula (tamafio y complejidad) y determinar la pnese o ausencia de determinados
antigenos (habitualmente entre 3 y 4) en los difese compartimentos celulares
(superficie celular, citoplasma, mitocondria, na@¢Jdo que contribuye a aumentar tanto
la especificidad como la sensibilidad de la pruétsio soporta que en la actualidad la
citometria de flujo sea una herramienta basica phrastudio de las hemopatias

malignas por lo que se considera una préctica mé&dipliamente aceptada.

Su aplicacion permite una correcta clasificacion ldegran mayoria de las
leucemias, desde un punto de vista diagnésticajtdimacion permite una correcta
clasificacion de la neoplasia en mas del 90% de dasos definiendo patrones
fenotipicos de normalidad y fenotipos aberrantasdmicos. Estos patrones fenotipicos
aberrantes reflejan un patron genético anormaleptesen estas células leucémicas,
estas caracteristicas permitiran el seguimientsisiende la respuesta al tratamiento y el
disefio de esquemas terapéuticos en funcion dsegptiéniento (deteccion de EMR).

Para identificar tal patron, se utilizan anticuerpononoclonales dirigidos frente a
antigenos especificos de linea: CD79a citoplasmi€®19 para la definicion de linea
linfoide B; CD3 citoplasmico para la definicion teea linfoide T y Mieloperoxidasa
(MPOQO) para la definicion de linea mieloide. Laimétion posterior de una bateria mas
amplia de anticuerpos monoclonales permite establana subclasificacion de las

leucemias

El estudio de estos fenotipos aberrantes permiteélel@ccion de poblaciones
leucémicas en méas del 90% de las neoplasias h&mgatas y con un nivel de
sensibilidad entre 0.01 y 0.001%, préximo al olterdon otras técnicas mas laboriosas,

como la amplificacion de PCR.
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Se definen tres patrones fenotipicos aberrantes:

A) Infidelidad de lineapresencia de un antigeno de una linea celulanameoplasia
de otra linea celular (por ejemplo expresion déganbs mieloides en una leucemia
aguda linfoblastica de linea B o T).

B) Asincronismo madurativacoexistencia de dos o mas antigenos no coincidentes
condiciones normales en una misma célula (por dgmgn los linfocitos B
normales de sangre periférica los linfocitos B gupresan CD23 son aquellos que
expresan mas CD22; la diferenciacion B normal dduledsea se caracteriza por
una pérdida progresiva del antigeno CD10 juntowoaumento en la expresion de
CD20, existiendo ejemplos de LLA-linea B con blastidd10 intensamente positivos
con expresion de CD20).

C) Sobreexpresion antigénicgpresencia de un antigeno existente en condiciones
normales pero con una intensidad mayor (los libkdsciB de sangre periférica
expresan de forma heterogénea el antigeno CD5,tnaseque en la LLC-B se

observa una sobreexpresion de dicho antigeno).

Enfermedad Minima Residual por Citometria de Flujo

La diferencia en la expresion antigénica en ceélblasticas y células progenitoras
normales puede ser cualitativa o cuantitativa, doasm Diferencias cualitativas son
observadas en la combinacion de inmunofenotiposesados por la célula leucémica,
algo que es extremadamente raro en médula O0se&ehéficacion de diferencias
cuantitativas en la expresion antigénica puede itamber Gtil para distinguir células
leucémicas de las subclases de células normalegjgraplo la expresién en LAL de
células B de CD10, CD19, y CD34 o sub expresiofnd5 Y CD38 otros marcadores
como CD45RA, CD11a y CD44 podrian sobre o subegpses. En el caso de LAL de
células T, la combinacién nuclear de TdT con marsl citoplasmatico CD3 y de
superficie CD5 son altamente informativos, mientras la deteccion de EMR en LAL

de células B usualmente es identificada con laesxpn de CD19, CD10, CD34 y/o
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TdT, en tanto que entre 30 y 50% de los casoss otrarcadores Utiles para detectar
EMR son CD38, CD45 y CD22.

La citometria de flujo presenta ciertas desventgjagntajas (Campana & Pui,

1995). Algunas que deben ser cuidadosamente coadaseson las siguientes:
Desventajas:

1. Relativa baja sensibilidad al ser comparada camdas moleculares.

2. Problemas en la estandarizacion de los laboratgm@ogue la realizacion de esta
técnica es relativamente escasa y la poca expexianc laboratorios limitan la
validez y reproducibilidad de la prueba. Por ejamph México no existen técnicas

estandarizadas para definir el denominador deingto de flujo.

Ventajas:

1. Aplicacion universal

2. Prueba de resultados rapidos

3. Costo diez veces menor que las técnicas de anagiific
4. Alta sensibilidad con conteos celulares entre 8x10x10

La aplicacion de la citometria de flujo esta basauéa discriminacion entre células
de LAL y leucocitos normales con caracteristicasofipicas asociadas a leucemia
(LAP), tales como sobreexpresion de CD10 y expnesiale linaje cruzado de antigeno
mieloides en precursores de células B o coexpred@iransferasa deoxinucleotidil
terminal y marcadores de células T en LAL T y cambion de marcadores que

normalmente se encuentran en el timo.

La citometria de flujo de cuatro colores alcanza sensibilidad de £0a 1d sin
embargo, de forma cuidadosa se recomienda su lietegnn, ya que alrededor de 35%
de las veces pueden coexistir, después de unaatenaly intensificada, precursores de
células B inmaduros que se encuentran en regeéeracimal que pueden obstaculizar

la interpretacion de la misma. Situacion que smiisye con la técnica de citometria de
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flujo de cuatro colores. Esto afecta particularraemtla citometria durante la segunda
fase de induccién hasta la terapia de mantenimigoole los precursores B extienden

su compartimento.

Durante la fase temprana pueden ocurrir cambiosl @rmunofenotipo, los cuales
pueden ser por efecto de las drogas o por la egprds varios niveles antigénicos con
cambio a un inmunofenotipo mas maduro ejemplo:(C8isthinuye y CD20 aumenta).
O relacionarse por la muerte celular a drogas. éteation de EMR en niveles bajos

requiere grupos de 20 a 30 células leucémicas.

Importancia del Volumen Tumoral

Desde el punto de vista biolégico, se considera lgudeucemia cuando se
diagnostica presenta una carga tumoral calculada &nl1d? células malignas, que
pueden expresarse en diferentes modalidades denpe®n clinica (sindrome
anémico, sindrome infiltrativo, sindrome febrilipdrome purpurico). Una veaziciada
la quimioterapia, al finalizar las primeras cuasemanas (fase de induccién a la
remision), la carga tumoral se habra reducido aaamidad de aproximadamente 1
x10% Esta reduccién estara relacionada con la desafrarig la expresion clinica de la
LAL a un estado de apariencia organica normal, wae cuenta de linfoblastos en la

medula 6sea menor a 5% Fig. 3y 4.

En la figura 5 se muestra la relacion tedrica el#reMR y las variables que se
incluyeron en el presente estudio. El diagrama atass realiz0 para identificar la
participacion de las variables mas importantesdidgrama causal permite identificar la
relacion de variables independientes y covariabteso confusoras (variable asociada
con la enfermedad como causa de ella) o modifiesdde efecto (factor que cambia la

fuerza de asociacion entre dos variables) corselteglo de interés (Rothman, 1998).
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METODOLOGIA

Pregunta de Investigacion

¢Es la citometria de flujo un procedimiento dia¢jo6s mas preciso que la
citomorfologia para identificar Enfermedad MinimasRiual en la $ semana de
tratamiento en nifios con Leucemia Aguda Linfobt@siiLAL) en aparente remision
inmunohematoldgica?

Hipotesis
Comparada con la citomorfologia, la citometria gofidentificara Enfermedad
Minima Residual en un mayor volumen de pacientesLenicemia Aguda Linfoblastica

gue se encuentran en aparente remision duranté kerfana de tratamiento con

guimioterapia en el Hospital Infantil del EstadoStenora.

Generalidades

Se llevé a cabo un estudio transversal durantedsesnen pacientes de 0 a 18 afios
de edad que fueron atendidos en el Hospital InfdetiEstado de Sonora (HIES) debido
a leucemia aguda linfoblastica (LAL) diagnosticadediante aspirado de médula ésea
(AMO) en el periodo 1° de Enero de 2009 al 31 deialue 2010. Todos los

procedimientos del proyecto fueron avalados p@oghité de Etica del HIES.

Para establecer el diagnostico de LAL se uso &rayimorfologico de la presencia
de mas de 25% de células blasticas, mismas quenfetasificadas como;l.L, y L; de
acuerdo a los criterios de la Federacion Francofaiea-Britdnica de Morfologia de
Leucemia Aguda Linfoblastica (FABpi CH, 2002).

Los sujetos de estudio se agruparon de acuerdofadtores pronosticos de la LAL
recomendados por Lanzkowski (Lanzkowski, 2005).imdio del estudio a todos los

sujetos se les solicitd inmunofenotipo (conteo @®A0 células) por citometria de flujo
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y citogenética. El inmunofenotipo inicial se detartncon los marcadores CD10, CD19,
CD20, CD22, CD45, CD34, HLA-DR, CD38, CD2, CD3, GDheD7, TdT, CD58,
CD13, CD33, clgs, slgs\, ésto con el propésito de establecer el linajalaely

diferenciar leucemias mieloides, T o B.

Una vez completada su fase inicial de evaluaciomce de la LAL, se procedio al
manejo terapéutico de acuerdo al protocolo 08 i@blexido en el HIES (Anexo 1). El
protocolo de manejo en el HIES consiste en la adtmaion de una ventana de
prednisona a 40mgfmile superficie corporal (MSC) durante 7 dias, mamigpterapia
intratecaf, a dosis determinada de acuerdo a la edad deimacomo a continuacién se
menciona: edad menor al ailo Metotrexate 5mg, bita@alOmg, hidrocortisona 10mg;
edad entre 1 a 2 afio con Metotrexate 7.5mg, Cita&@®mg e Hidrocortisona 20mg en
dosis Unica; edad entre 2 a 3 afios con Metotreg@tag, Citarabina 30mg e
Hidrocortisona 30mg en dosis Unica; edad > 3 abosMetotrexate 12.5mg, Citarabina

40mg e Hidrocortisona 40mg en dosis Unica.

Al completar la semana de esteroide, en el dia 8etermind la cantidad de
linfoblastos en un frotis de sangre periférica,ap&er la respuesta al esteroide.
Subsecuentemente, la fase de induccién quimiotetiapépor 4 semanas fue llevada a
cabo con: vincristina 2mgmz2sc IV semanal por 4sgjgsiednisona VO 40mgmz2sc por 4
semanas, L-Asparginasa 6000Ul m2sc IM por 6 d@gis closis aplicada cada tercer dia
y doxorrubicina 30mgm2sc IV en la semana 4 tratataide acuerdo al protocolo HIES
08 para LAL.

Una vez completado el esquema de quimioterapiandeccion (dia 14), se
determiné por AMO la persistencia de linfoblastosdiante la busqueda de células
blasticas en el microscopio de luz tefiidas porétmita de Wright. Este reporte fue
categorizado como M1= Remision hematoldgica con pnaporcion menor a 5% de
células malignas y ausencia de datos clinicos deidad maligna con datos de

2 Se refiere a la administracién de los medicameamtiseoplasicos mediante una inyeccion en la aspin
dorsal. Intratecal es el espacio localizado emasechpas de tejido que recubren el cerebro y lall@éd
espinal
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hematopoyesis eficaz (criterio para consideraraaigmte en remisibn hematoldgica);
M2= presencia de linfoblastos entre 5% y 29% comdiepoyesis ineficaz; M3=
presencia de linfoblastos >30% con hematopoyesficar y datos clinicos de actividad

leucémica.

Finalmente, en una muestra de médula 0sea sedrémliieterminacion de EMR en
la semana 5 (dia 35) posterior al inicio del tra¢emto. Esta muestra fue tomada bajo
técnica estéril por un médico oncélogo. Se aspim@ muestra de 5 ml de médula 6sea
usando Trocar tipo Osgood de calibre 16 o 18 enenraa de 10ml, colocada en tubo
vacutainer bafiado con EDTA 7.5mg. La muestra s@dajo refrigeracion a 4° C a un
laboratorio independiente. Esta muestra se prggadla realizacion de la citometria de
flujo, considerando que el primer reporte de innfenotipo al ingreso del paciente es el
gue permite definir el linaje de la LAL (Tabla IEn el citometro de flujo se realizé un
conteo de al menos 100,000 células mononucleatessabdo intencionadamente la
presencia de inmunofenotipos aberrantes persistemsando para ello la combinacion
de cuatro fluorocromos en los anticuerpos (Ac’ shoatonales marcadores sefialados en
la tabla V.

Una vez detectados los inmunofenotipos aberrargedetermind la cantidad de
células leucémicas residuales detectadas por ditiantke flujo en la muestra de médula
0sea; la respuesta se agrupd de acuerdo al pgecetgacélulas detectadas como
persistentes. Se consider6 EMR negativa cuandetsetd una cantidad menor a 0.01%
de células mononucleares con expresion de antigdrasantes; fue considerada como
EMR positiva si se detectd una cantidad mayor &%.@e células mononucleares con

antigenos aberrantes.

Fuentes de Datos

Se us6 una hoja de recoleccion disefiada especéitampara el estudio, basados en
consulta con expertos y literatura publicada (PdHi 2002; Lanzkowski, 2005; Pizzo

PA, 2005) en la que se registré informacion tantmaalemogréafica como clinica,
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Tabla V. Inmunofenotipos aberrantes en leucemia aguda lidstba.

Lg;ﬁ:: Combinacion de Marcadores Aphcizmdad’
LAL linaje T Tdt/CD5/CD3/(CD19/CD33/HLA-DR 92
CD34/CD5/CD3/(CD19/CD33/HLA-DR 21
LAL linaje B CD19/CD34/CD10/CD38 52
CD19/CD34/CD10/CD58 49
CD19/CD34/CD10/CD45 47
CD19/CD34/CD10/TdT 43
CD19/CD34/CD10/CD66C 31
CD19/CD34/TdT/IgM 17
CD19/CD34/CD10/CD22 11
CD19/CD34/CD10/CD13 10
CD19/CD34/CD10/CD15 10
CD19/CD34/CD10/CD21 6
CD19/CD34/CD10/CD33 6
CD19/CD34/CD10/CDNG2 5
CD19/CD34/CD10/CD65 4

Fuente: (Campana D y cols. 2004)
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reportes de laboratorio clinico, oncoldgico y dplicacion celular de la citometria de
flujo y biologia molecular. La definicion operacande las variables estudiadas se

detalla en los anexos 5-7.

Aspectos Bioéticos

En los sujetos elegidos se tomo en cuenta la idedyly autonomia de los sujetos
en investigacion, por lo que sus tutores y ellosrmois, decidieron libremente participar
en el estudio. Dado que el propésito central de iesestigacion fueeconocer en cada
paciente y en forma independiente, la respuedtataimiento de induccion, al detectar
EMR estuvimos en posibilidad de realizar ajusteglgorotocolo de tratamiento lo que

constituye un beneficio clinico para los sujetosngestigacion.

Ninguno de los sujetos seleccionados o sus famidiemyd gasto alguno por la
determinacion de los estudios diagnosticos inchielo el estudio. Dado que uno de los
procedimientos, el aspirado de médula ésea, tienglicaciones potencialmente
peligrosas (p.e. infeccidn, dolor en el sitio d&a@dan, sangrado o en casos muy raros
ruptura de aguja en el procedimiento para los pteEs¢ recalcamos que aunque es un
procedimiento clinico rutinario en nifios con LALjrhos particularmente cuidadosos en
proporcionar informacion suficiente tanto a lospmssables de los nifios como a ellos
mismos. No se usaron identificadores personales etoproposito de garantizar la
confidencialidad de los pacientes, en ningun céso,resultados individuales seran
objeto de publicacion y Uunicamente resultados dgsbpodran difundirse en ambitos

académicos y cientificos.

Muestreo y Tamafo de la Muestra

El tipo de muestreo que se empled fue de tipo nbahilistico, intencionado; este
tipo de muestreo se considerd apropiado dada laabeta exploratoria del estudio,

ademas de que asuntos financieros y técnicos ld#ion la posibilidad de aleatorizar la
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muestra. Una precaucioén asociada a este tipo dstreaees que probablemente los

hallazgos no podrian generalizarse a poblaciorstinidis a las del estudio.

Los casos fueron elegidos del registro de diagrastde primera vez de céancer
infantil ingresados en la unidad de oncologia gad@&del HIES. Se estimé que en un
periodo de 10 afios, de 500 casos nuevos de pataagologica, 40% corresponden a
LAL, es decir 200 nuevos casos de la enfermedad geriodo mencionado. Asi, se

esperaba que durante los 18 meses del estudiolstara a 30 sujetos con LAL.

A los 30 casos esperados se les determiné el gstidistico con el programa G*
power 3.0.10, por un lado, en base a una pruelyd den un tamafio del efecto de 0.50
y 1 grado de libertad y por el otro, con una prugéda de Student con un tamafio del
efecto a 0.80 con intervalos de confianza de 93%%.9En ambas pruebas el poder
estadistico fue mayor a 80%, lo que garantiza gueuestra esperada de 30 sujetos con
LAL podra determinar diferencias si es que realmelasis hubiera y discutir los

resultados (Pértegas y Pita, ).

Criterios de Seleccién

Criterios de Inclusién

* Nifos recién nacidos y hasta 18 afios de edad, endeggntemente de su lugar de
procedencia o residencia.

» Diagnostico de LAL establecido por el servicio deaogia del HIES.

» Criterio diagnostico: mas de 25% de células blasticatalogadas de acuerdo a la
clasificacion de la FAB como L1, L2 y L3.

» Contar con estudio de inmunofenotipo por citometddlujo y genético basal.

Criterios de Exclusion

» Haber recibido un tratamiento citostatico previo.

» Pacientes en recaida clasificados como refractargpsmioterapia.
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Criterios de Eliminacion

» Estudio de citometria de flujo para EMR con conteenor de 100,000 células
mononucleares.
 Complicaciones de la LAL indirectas (P.e. Sepsisemdrragias severas,

desequilibrios metabdlicos, etc.) que no compl&equimioterapia de induccion.

Procesamiento de la Muestra para Determinacion dellEnfermedad Minima
Residual por Citometria de Flujo
En el dia 35 posterior al inicio del tratamientot@®6 una muestra de aspirado de
médula 6sea para determinar la EMR. La muestréofuada por un médico oncologo y
enviada a un laboratorio independiente en donder@eeesé de manera inmediata de

acuerdo a los siguientes pasos:

1) Se realizé el conteo celular para conocer tantgalatidad y proporcion de las
poblaciones celulares que componen la muestra.dilarae empled un equipo Cell
Dyn 3700 de ABBOTT Laboratorios ®.

2) Se ajustd al equipo para efectuar un conteo midexd millon de células mono
nucleares.

3) Al conteo de células mononucleares, se agregé 5@ muestra por tubo y 20 ul de
cada marcador y se incub6 20 min en la oscuridathperatura ambiente.

A la anterior mezcla se le agregan 2 mL de liséditaido 1:10 con agua tridestilada
filtrada) a cada tubo y se deja reposar a temparambiente por 10 minutos en
obscuridad.

4) Se centrifugo por 5 minutos

5) Posteriormente se decantd, eliminando el sobretadarse agregan 2 ml de Facs
Flow® (Fluorescence-activated cell sorting) a cada tista mezcla fue centrifugada

y decantada.

3 L L, -
Facs Flow (Beckton Dickinson): solucion utilizadag mantener estable la estructura celular, sa@ewn 0.5 %
de albumina bovina.
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6) Finalmente se agregaron 250 ul de formaldehidaddtilal 2%

7) Esta mezcla se guardé en refrigeracion hasta segamiento en citdbmetro.

Procesamiento de las Muestras para Marcadores Citégsmicos

A las muestras de pacientes para detectar losuanpias intracitoplasméticos de las
células leucémicas, se les realizo el siguientegqatiniento:

1) Colocar 50 ul de la muestra en tubo de poliestireno

2) Adicionar 100 ul de fijador (reactivo intraprep B&gitar vigorosamente
3) Incubar a Temperatura ambiente

4) Adicionar 4 ul de Facs Flow (BD) y centrifugar 5rmi

5) Aspirar sobrenadante

6) Adicionar 100 ul de permeabilizante (reactivo 2dptep) se incubar 5 min.
7) Agitar en vortex a baja velocidad 2 segundos

8) Adicionar los anticuerpos seleccionados

9) Incubar a T ambiente 15 min.

10)Adicional 4 ml de facs flow y centrifugar 5 min @Gbg

11)Aspirar el sobrenadante

12)Re-suspender en 500 ul de formaldehido al 0.5% grzabzar en el citbmetro

Caracterizacion de los Inmunofenotipos Aberrantes

Las células mononucleares fueron caracterizadasifmnetria de flujo de cuatro
colores. El citdmetro empleado para tal caracteibrafue el FACScalibur (BD) ®, y el

analisis celular se realiz6 con el software Cel&D®

Para determinar el fenotipo de las células sezdtila siguiente bateria de

Anticuerpos monoclonales Fluoromarcados:

FITC (Isotiocianato de Fluoresceina)

Anti-CD13, CD33, CD10, TdT (DakoCytomation, Copegha, Denmark)
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Anti-CD38, CD58, CD21, CD66¢c (Beckman Coulter, Ettibn, Ca, USA)
Anti-CD22, CD45, CD15 (Beckton Dickinson, BD, Saisd Ca, USA)

PE (Ficoeritrina)

Anti-CD10 (DakoCytomation)
Anti-CD56 (Beckman Coulter)
Anti-NG2 (Beckman Coulter)

PerCP (Proteina Clorofila Peridinina)

Anti-CD34
APC (Aloficocianina)

Anti-CD19 (Beckton)

Reconocimiento de Inmunofenotipos Aberrantes

Se buscaron los inmunofenotipos aberrantes de LiAizando 4 anticuerpos fluoro
marcados bajo las siguientes mezclas base CD 19/Fjemplo:
CD 19/34/10/38
CD19/34/10/59
CD19/34/10/45
CD19/34/10/TdT
(o cualquiera de los demas 66C, IgM, 22, 13, 15331NG2, 56)

Para el reporte de las poblaciones aberrantes gadans, se realiz6 un calculo
basado en el porciento encontrado de células wasitiel conteo total de células

analizadas en el citometro de flujo:
Ejemplo:
1% células aberrantes detectadas = 1000 célulasaabes detectadas en 100,000

contadas
0.1% =100
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0.01% =10
0.001% =1

Célula aberrante detectada en 100,000 contadas.
El limite de deteccion del citbmetro esta precigamen el rango de 0.001 a 0.01%
estableciéndose como punto de corte 0.01% o seangb superior del limite de

deteccion.

Plan de Analisis

Para el andlisis estadistico los sujetos fueronpagtos en dos grupos: (a) pacientes
en los que se detecté EMR y (b) pacientes sin BMR diferencias en la distribucion de
las caracteristicas clinicas y bioldgicas fueromgaradas por una prueba T de Student
en el caso de las variables continuas y por unaebprae Chi-cuadrada para variables
categoricas. Para evaluar las diferencias en taldision proporcional de la expresion
de anticuerpos monoclonales, se estratific6 a &m$eptes de acuerdo al tipo de LAL
gue se diagnostico, asi tuvimos pacientes con LAkcélulas B y LAL de células T. La
proporcion de anticuerpos fue categorizada ennt&@uerpos de linaje y (b) anticuerpos
asociados a linaje, y la proporcion de ellos fuangrada al momento del diagndstico,
en el seguimiento a la semana 5 y en el seguim@ntosemana 52. Las diferencias
fueron examinadas mediante una prueba de chi-aledkéalores de p <0.05 fueron
consideradas como significativas.Todos los andlisison realizadas con el programa
NCSS ® version 7.
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RESULTADOS

Los sujetos de estudio fueron 35, de éstos, 65u¥om varones y 34.6% mujeres
(p=0.063). Respecto a la edad de los sujetos, 6&6%4n entre 1 y 9 afios de edad, vy el
restante 31.4% se agrupo tenia 10 y mas afos @8)0A clasificarles de acuerdo a su
estatus de EMR, se observé que 5 sujetos (14.386)rfupositivos a EMR, en tanto en
otros 29 (82.8%) no ocurrio, uno de los sujetospndo ser clasificado. La edad
promedio de los casos de EMR fue de 9.95+6.04 afiosntras la de los sujetos
negativos fue de 8.49+4.65 afos, una diferenciaigimficancia estadistica (p=0.6854);
si se apreciaron diferencias significativas en @whero promedio de leucocitos y el

riesgo de BFM, no asi en el peso corporal (Tab)a VI

Los casos de EMR fueron clasificados de acuerddexios estdndares prondsticos
(Lanzkowski, 1999), asi se detectd que un sujetoEdR (+) tenia bajo riesgo clinico,
dos alto riesgo y dos muy alto riesgo. Cuando usamaalasificacion de riesgo BFM
(Sierrasesimaga, 2005) predomind el riesgo intdor@d60% de los sujetos con EMR;
en tanto 19 (66%) pacientes sin EMR tuvieron uo basgo, seguidos por los de riesgo
intermedio, aunque las diferencias no fueron gigativas. Independientemente del
criterio de clasificacion empleado, no apreciamiéasrehcias al interior de los estratos.
Respecto a los sujetos sin EMR, 51.7% de ellosclasificado como de bajo riesgo
clinico, seguidos por 34.5% para alto riesgo. Bmegd, los pacientes con EMR tenian
hepatomegalfa>10 cm (p<0.000), pero sin esplenomegdjig=0.0145) (Tabla VII).

* Hepatomegalia es el aumento en el tamafio del tjgaidsobre los limites estimados para cada grapo d
edad

® Esplenomegalia se refiere al incremento en el fiandal bazo por arriba de los limites estimadoa par
cada grupo de edad
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Tabla VI. Diferencia de medias en variables seleccionadgmeientes pediatricos con

leucemia aguda linfoblastica, segun estatus derfeftad Minima Residual (EMR)
HIES, 2009-2010.

EMR
Variable PRESENTE (N=5)  AUSENTE (N=29) d
Edad (afios) 9.95£6.04 8.49£4.65 0.0208
Peso (kg) 47,90 +34.85 3147+1822  0.0577
Leucocitos 135,226+228,151 36677+74,331 0.0325
Riesgo BFM 146+0.71 1.06+0.37 0.0298

*Basado en una T de Student para diferencia de ddsasimuestrales
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Tabla VII. Distribucién de estandares prondésticos, segutusstie la EMR en
pacientes pediatricos con leucemia aguda linfalbERSHIES, 2009-2010.

EMR
Variable Presente. N (%)  Ausente. N (%) p”
N=5 N=29
Grupo de Riesgo Clinico
Bajo Riesgo 1(20.0) 15(51.7) 0.732
Alto Riesgo 2 (40.0) 10 (34.5)
Muy Alto Riesgo 2 (40.0) 4(13.8)
Visceromegalias (cm)
Hepatomegalia >10cm 4(80.0) 1(3.4) 0.0000
Hepatomegalia <10cm 1(20.0) 28 (96.5)
Esplenomegalia > 10cm 1(20.0) 0(0.0)
Esplenomegalia < 10cm 4(80.0) 29 (100.0) 0.0145
Grupo Riesgo BFM
Bajo (0.8-1.2) 1(20.0) 19 (65.5) 0.0561
Intermedio (1.2 - 1.7) 3(60.0) 9(31.0)
Alto (>1.7) 1(20.0) 1(3.4)

1/ Basada en una Cpara diferencia de proporciones

*Determinado por la formula ( Vol. Tumoral= 0.20g] (blastos/ml+1)+ 0.6 x hepatomegalia en cm+ 8.8dplenomegalia en cm)
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La tabla VIII muestra el patrén bioquimico de lagesos. En general, se observo
gue la mayoria de pacientes presentaba anemia atladesu cuenta leucocitaria estaba
por debajo de 50,000 mm3, la mayoria tenia plagueta debajo de 50,000 mm3,
tenian cifras anormales de DHL y estaban con rsvelermales de transaminasas
hepaéticas, glucosa sanguinea y acido Urico, permuanto la neutroperfiase aprecié
gue en los niflos con EMR la de grado | fue masuéete (80%), en tanto en los
pacientes sin EMR la de grado IV (55%) (p=0.00@8)i llama la atencién que ninguno
de los sujetos con EMR presenté este grado deidagiareutropénica.

En relacidon a las caracteristicas inmunomolecularetependientemente de su
estatus de EMR, se observo que la mayor propo(6it#b) de pacientes correspondié a
leucemias de linaje B, mientras el resto fue dlzesiio como de linaje T. Tres de cada
cuatro sujetos tuvo un cariotipo normal y en el 804os pacientes, el indice de DNA
fue > 1. (Anexo 2). Por otro lado, la mayoria (80%) de pacientes con EMR (+)
fueron diagnosticadas como leucemia de linaje Bicaimmente un caso registro
inmunofenotipo T. Tres (60%) de los sujetos con EMRtuvieron lesion estructural e
indice DNA < 1.

Al tomar en consideracion el estatus de EMR, neapmos diferencias en cuanto
al inmunofenotipo ni la morfologia, pero si en afiotipo (p=0.0071) y en el indice de
DNA (p=0.02). En el caso del cariotipo, hubo unayangroporcién (60% vs 10%) de
lesiones estructurales en los individuos con EMRy(en el indice de DNA, hubo un
mayor porcentaje (60%) en los pacientes EMR (+) iodite <1 con EMR (+) (Tabla
1X).

® Neutropenia es la disminucién aguda o crénicardeujocitos, también conocidos como leucocitos
polimorfonucleares, en la sangre, lo que puedeigpeder a la adquisicién de infecciones.
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Tabla VIII. Caracteristicas bioquimicas de los sujetos derdowesu estatus de EMR
HIES, 2009-2010.

EMR
Variable Presente. N (%  Ausente. N (%, p Y
N=5 N=29
Anemia (g/dl)
Leve ( >10gr/dl) 0 2(6.9)
Moderada( <10 - 6gr/dl) 4(80.0) 22(75.9) 0.8403
Severa( <6gr/dl) 1(20.0) 5(17.2)
Leucocitos(mm3)
< 50000 3(60.0) 25(86.3) 0.1557
> 50000 - 99999 1(20.0) 1(3.4)
> 100000 1(20.0) 3(10.3)
Neutropenia %
Grado | 4(80.0) 6(20.7) 0.0072
Grado Il 0(0.0) 2(6.9)
Grado Il 1(20.0) 4(13.8)
Grado IV 0(0.0) 16(55.1)
Plaquetas (mm3)
<50000 3(60.0) 16(55.1) 0.8409
51000 A 100000 2(40.0) 8(27.6)
> 101000 0(0.0) 5(17.2)
DHL (U/dI)
Normal (240-480) 1(20.0) 4(13.8) 0.7174
Anormal 4(80.0) 25(86.3)
Transaminasas (U/dl
TGO
Normal (0-38) 4(80.0) 13(44.8) 0.217
Anormal 1(20.0) 13(44.8)
TGP
Normal (7-41) 3(60.0) 22(75.9) 0.2858
Anormal 2(40.0) 5(17.2)
Glicemia (mg/dl)
Normal (<110) 4(80.0) 18(62.1) 0.9315
Anormal 1(20.0) 5(17.2)
Acido Urico (mg/dl)
Normal 5(100.0) 18(62.1) 0.1873
Anormal 9(31.0)

1/ Basada en una Chi2 para diferencia de propagsion
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Tabla IX. Caracteristicas inmunomoleculares de los sujetastlidio, de acuerdo a su
estatus de EMR HIES, 2009-2010.

EMR
Variable Presente. N (%)  Ausente. N (%) p v
N=5 N=29
Inmunofenotipo
Células B 4 (80.0) 27 (93.1) 0.3894
Pre-B 2 (40.0) 6 (20.7)
Pre-B Temprana 1 (20.0) 20 (68.9)
Pre-B con expresion CD7 0(0.0) 0(0.0)
Pre-B Temprana cc
expresion CD33 1 (20.0) 1(3.4)
Células T 1 (20.0) 2 (6.9)
Morfologia
L1 1 (20.0) 13 (44.8) 0.2975
L2 4 (80.0) 16 (55.2)
Cariotipo
Lesion Estructural 3(60.0) 3(10.3) 0.0071
Normal (46XX, 46XY) 2 (40.0) 23 (79.3)
Sin reporte 3(10.3)
Indice de DNA
Indice DNA< 1 3(60.0) 2 (6.9) 0.002
Indice DNA =1 11(37.9)
Indice DNA> 1 1 (20.0) 13 (44.8)
Sin Reporte 1 (20.0) 3(10.3)

1/ Basada en una Chi2 para diferencia de propagsion
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La Tabla X describe el criterio de respuesta taragee de todos los pacientes. Se
observé que 34 sujetos (97%) tuvieron una respuadezuada al tratamiento de
induccidn; ademas, en la semana 5 --por citomggfaldel aspirado de médula 6sea, al
100% de los sujetos no se les detect6 actividazbtaica. Se aprecio que a pesar de una
aparente total recuperacion de las médulas O0seasaniente 83% de los pacientes
estaba libre de actividad leucémica cuando fuevatuados por citometria de flujo a la
semana 5 de tratamiento. Asi, la EMR fue positivéb @pacientes (14%), determinada

por el andlisis de citometria de flujo con una (P&

Todos los casos con EMR negativa tuvieron una buegpuesta al dia 14 por
analisis de microscopia de luz, aunque 59% de #lnian médula 6sea no recuperada
(Tabla XI).

La figura 6 muestra el resultado de 34 casos eslafude acuerdo a su estatus de
enfermedad minima residual y la cantidad de célmlalignas detectadas a la semana 5
del tratamiento de induccion. Observamos que tddsssujetos con EMR negativa
tuvieron un conteo de ceélulas malignas residualesoma 1000 (<0.01%), con una
media de 0.1706+0.2139. Los 5 casos positivos &R Et+) tuvieron un conteo mayor
a 1000 (>0.01%) células malignas residuales conmedia de 3.1566+2.0385, esta
diferencia fue estadisticamente significativa (p3163).

La tablas Xl y Xlla muestran la expresion inmunmafgpica inicial de los 35
sujetos con leucemia aguda linfoblastica (LAL) dkilas B (LAL-B) y T (LAL-T), y en
ellas se despliegan los anticuerpos (Ac) monoocksnaberrantes residuales de la EMR
identificados por citometria de flujo en la seménde induccién y en el seguimiento
clinico a la semana 52 del tratamiento.

Los Ac monoclonales para diagnéstico de LAL-B miésdentes fueron los CD10,
CD22, CD19, CD79A, e Igc (Tabla 7); por lo que exp a LAL-T, los Ac
identificados fueron Tdt, CD2, CD3, CD7 y CD5 (TalElA).
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Tabla X. Criterio de Respuesta al Tratamiento de Inducai@n los sujetos

investigados.
Variable N=35 % p !
Medula Osea del dia 14
Negativa 34 97.1 0.000
Positiva 1 2.9
Medula Osea semana 8
Negativa 35 100 0.000
Positiva 0 0
Criterio de Respuesta Medular
M 1 (Médula 6sea normal) 16 45.7 0.612
M 2 (Médula 6sea sin blastos,
no recuperada) 19 54.3
M 3 (Médula 6sea con mas de 5% de ble stos) 0 0
Enfermedad Minima Residual”
EMR positiva 5 14.3 0.000
EMR negativa 29 82.8
Sin Reporte 1 2.9

al Se considero positiva si la cuenta de linfdblaera >0.05%, y negativo cuando la cuenta €:85%

b/ EMR positiva si la cuenta de inmunofenotip osamees era >0.01%, y negativa si la cuenta ef@146. Esta clasificacion
se realizd en la semana 5 del tratamiento de imftucc

1/Basado en una prueba deGtra diferencia de proporciones
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Tabla XlI. Criterio de Respuesta Medular segun reporte de EviRpacientes

pediatricos con leucemia aguda linfoblastica, HIE®)9-2010.

Variable

Respuesta Medular del dia 14
Negativa
Positiva

Criterio de Respuesta Medular
M1 (Médula 6sea normal)

M 2 (Médula 6sea sin blastos no recuperada)
M 3 (Médula 6sea con més de 5% de blastos)

EMR
Presente. N (%)  Ausente. N (%) p”
N=5 N=29
1(20.0) 29 (100.0) 0.000
4(80.0)
4(80.0) 12(41.4) 0.110
1(20.0) 17(58.6)
0(0.0) 0(0.0)

1/ Basada en una Chi2 para diferencia de propasion
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Figura 6. Cuantificacion de células malignas residuales i@Bosncon leucemia aguda
linfoblastica. HIES, 2009-2010

1= Enfermedad Minima Residual= EMR (+)
2= Enfermedad minima Residual= EMR (-)
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Tabla XII. Distribucion proporcional de la expresion de mdoras en pacientes

pediatricos con leucemia aguda linfoblastica delaélB, HIES, 2009-2010.

Inmunofenotipo Inmunofenotipo  Inmunofenotipo

Panel diagndstico Aberrante Aberrante
diagnésticc semana 5 semana 52

N=35 % =34 % N=16 % pt
Marcador de celula
B
CD10 26 74 19 56.0 2 125 0.1816
CD22 25 715 22 65 0 0 0.5491
CD19 24 68.5 21 62 0 0 0.5528
CD79a 23 67.6 12 35 2 12.5 0.0086
lgC 7 20.0 1 3.0 0.0269
Marcadores asociados
CD34 25 715 22 65.0 4 25 0.5491
HLADR 25 715 17 50.0 3 18.8 0.0682
CD45 24 68.5 11 32.0 1 6.3 0.0026
CD38 22 62.8 12 35.0 3 18.8 0.0220
CD24 15 43.0 7 20.5 1 6.3 0.0472
CD20 10 28.5 7 20.5 2 12.6 0.4417
Tdt 7 20 6 18.0 2 12.6 0.7578
CD11c 2 6 0 0.0 0 0 0.1572
CD7 1 2.85 1 3.0 1
CD 33,21,56, 13 1 2.85 0 0.0 0 0 0.3208
CD 58 0 0 3 9.0 1 6.3 0.0853
No detectado 0 0 2 6.0 3 12.6 0.1454
CD5 0 0 1 3.0 1 6.3 0.3068
lgM 0 0 1 3.0 0.3068
Defuncion 0 0 0 0 2 12.6
No realizado 0 0 0 0 7 43.¢

1/ Basada en una Chi2 para diferencia de propasion
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Tabla Xlla. Distribucion proporcional de la expresibn de maocad en pacientes
pediatricos con leucemia aguda linfoblastica delaéIT. HIES, 2009-2010.

Inmunofenotipo Inmunofenotipo

Inmunofenotipo
Panel dagnosico Aberrante semana 5 Aberrante semana 52¢
diagnstic N=3 m N % p!
Marcador de celula T
Tdt 3 100.0 1 33.3
CD3c 3 100.0 3 100.0
CD5 3 100.0 3 100.0
CD7 3 100.0 3 100.0
CD2 3 100.0 1 33.3
Marcadores asociados
CD38 3 100.0 0 0.0
HLADR 1 33.3 2 66.6
CD45 2 66.6 1 33.3
CD58 1 33.3 0 0.0
CD22,10,20,33,8, 1 33.3 0 0.0
CD38 1 33.3 1 33.3
Referidc 1 33

*Ningln paciente habia completado el sequimiehtocanento del corte del estudio
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En el seguimiento a la semana 5, se aprecio emaamea reduccion en el volumen
de células malignas residuales en la LAL-B, aunspile fue significativa para CD79a
(p=0.0086) e Igc (p=0.0269). Otros Ac expresad@srguson muy frecuentes en LAL-B
fueron Tdt, CD58 e IgM, y estos dos ultimos incrataeon su expresion a la semana 5,
mientras en dos sujetos no hubo registro de Ac pionales aberrantes. También
encontramos que dos pacientes con LAL-B expres&tonmonoclonales que son
exclusivos de LAL-T, tales Ac fueron CD5 y CD7.

En el seguimiento a la semana 52, se observo queastuvo la reduccion en la
expresion de Ac monoclonales aberrantes. Aunqueorgeniente sefialar que en el
grupo de pacientes con LAL-B, hubo dos defunciones otros siete sujetos no fue
posible determinar la expresion de Ac’s por divensmtivos (p.e. muestra inadecuada,

proceso séptico, entre otros)

Una situacion particular fue la deteccion de uretsujcon EMR positiva con
expresion de inmunofenotipo de células pre B (CBOD22, CD24,CD79a, IgC, Co-
expresion CD13), CD34,CD48,CD45,HLADR, que cambidlaa semana 5 de
seguimiento por una linea de expresion inmunofpivati leucémica de CD19,
CD22,CD24,CD34,CD38,CD45,HLADR, CD10(-), que clameente es considerada

como de mal pronostico.

Por otro lado, aunque soOlo se encontraron 3 pa&dewbn LAL-Tlos Ac
monoclonales mas frecuentes fueron Tdt, CD3, CIy, ¢CD2, y a la semana 5 no se

apreciaron cambios en su expresion cuantitativéa(faa).

Finalmente, la tabla Xl resume los hallazgos icbs mas significativos en los
nifios que tuvieron EMR (+). En ella, se aprecia gueuanto al criterio de pronostico
clinico, estos pacientes fueron clasificados ppalohente como pacientes de alto y muy
alto riesgo de recaida; también destaca que hulpragominio de LAL de linaje B en
los casos. En este grupo de pacientes, tambiértsetdl la presencia de una lesion
genética en tres de los cinco sujetos. De los pese so6lo en uno de los cinco, se

documentd una recaida temprana.
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Tabla Xlll. Caracteristicas clinica—biolégicas de los pacgepegliatricos con EMR.
HIES, 2009-2010.

Sujetos

Caracteristicas 1 2 3 4 5
Sexo M M F M F
Edad 5.25 4 14.2 7.3 18.3
Grupo de Riesgo Clinico MAR MAR AR BR AR
Leucocitos mnf 540,000 78,410 40,810 15,010 57,000
Riesgo BFM* 2.6 1.48 131 1.25 0.65
Respuesta a la induccion di
14 M2 M2 M2 M1 M1
Morfologia L2 L2 L2 L1 L2

Pre-B
Inmunofenotipo Pre-B T Pre-B Temprana Pre B
A7XY+22

Cariotipo 46XY;(9;22) t(8;11) Normal 46XY;1(6;14) Normal
indice DNA 1 1 1.09 1 Sin registro
EMR % Células 458 2 12 2 6
Estado Actual Recaida Referido Remision Remision Abandono

MAR: Muy Alto riesgo, AR: Alto Riesgo, BR: Bajo Rigo
M1:Médula 6sea normal; M 2 :Médula dsea sin blastoeecuperadaM3: Médula 6sea con >25% blastos
* Determinado por la férmula  Vol. Tumoral= 0.2 xfblastos/ml+1)+ 0.6 x hepatomegalia en cm+ 0.84pienomegalia en cm)
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DISCUSION

Los hallazgos de este estudio corroboran que taneitria de flujo (CF) es una
herramienta (til para identificar Enfermedad MinifRasidual (EMR) en nifios con
Leucemia Aguda Linfoblastica (LAL) que reciben gigterapia de induccién, tal como
ha sido demostrado en otros paises (Bjorklund, ;20@Biales, 2003; Borowitz, 2003;
Borowitz, 2008) y sugieren la conveniencia de sugistematico en hospitales similares
al del estudio, donde la CF no es empleada rusimeite como herramienta prondstica.
La identificacion oportuna de EMR tiene relevandiaica pues permite la estimacion
de la carga leucémica, ayuda a seleccionar lastegims terapéuticas mas apropiadas y
constituye un predictor importante de recaida cdiren pacientes con LAL (Coustan,
2006; Borowitz, 2008).

Aunque es posible argumentar que los estudios d& BM! predicen con total
precision la recaida clinica, la CF ha mostradogtementar adecuadamente el estudio
minucioso de factores de prondstico clinico con® doe fueron empleados en este
estudio. El valor de la CF para detectar EMR hao sigh demostrado e
independientemente de la modalidad técnica empleada ejecucion, las mejoras en su
validez, confiabilidad, simplicidad y costo-bengdichan por un lado, incrementado su
capacidad como predictor independiente de recdidecac (Dworzak, 2002) y como
instrumento discriminatorio para estratificar losotpcolos de manejo terapéutico
(Attarbashi, 2008).

La prevalencia de EMR que observamos para el dime5inicamente del 14.7%
(5/32), una cifra inferior a lo reportado en otpagses en los que la prevalencia de EMR
oscila entre 20 y 35%. (Coustan, 1998; Coustan);2B6rowitz, 2003; Stow, 2010). No
obstante la baja prevalencia de EMR que encontragsosonveniente sefialar que en
México no se conoce con precision esta cifra, @i@maente porque el uso de la CF
para detectar EMR no es rutinario en el pais, aairsgureconoce la utilidad de la CF
(Coronel, 2005).
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De esos cinco pacientes con EMR, solo tres fueniciaimente categorizados
como” pacientes con alto riesgo” de falla al tra@mo de induccién, lo que muestra
gue los factores de prondstico clinico aunque b&ieno son suficientes para detectar
posibles recaidas en pacientes pediatricos con NaLtenemos evidencia concluyente
para generalizar nuestros hallazgos, entre otrasvesopor el pequefio nimero de
sujetos que estudiamos, pero es posible inferirumaeproporcion cercana al 10% de
pacientes con mediano y bajo riesgo de recaida aavigm ser identificados sino
mediante el empleo de la CF.

La baja prevalencia de EMR observada pudiera sglicaga por la variabilidad
bioldgica del tipo de leucemia. En nuestros sujesesaprecio que solamente dos de
ellos (6%) correspondieron a leucemia de célulagu€,se asocian a un mayor riesgo de
recaida. Otros estudios revelan que la proporagimdividuos con LAL de células T es
cercana al 15% (Pui, 2002, Pizzo, 2005). Esto t@mi@na también, con el hecho de que
usando marcadores clinicos como el riesgo BFM @sar2010) y las visceromegalias,
uno de cada tres pacientes fue categorizado comthejo riesgo” de recaida clinica al
comienzo del estudio, mientras que Unicamente doeimes (6.2%) fueron clasificados
como de “alto riesgo”, lo que nos indica que laedeinacion de EMR mediante CF
puede apoyar positivamente al oncélogo en su decde inducir nuevos esquemas
terapéuticos o reforzar los seleccionados. Lossasdhultivariados que han controlado
el efecto de variables como el inmunofenotipo,dads el sexo, la cuenta leucocitaria y
tipo de tratamiento, han mostrado que la EMR epradictor independiente de recaida
clinica (Van, 1998), pero estudios adicionales queorporen aberraciones

cromosomicas y el indice de DNA son aun necesarios.

Por otra parte, se aprecio que 83% de todos lasmas estudiados tuvo una EMR
negativa, es decir, inmunofenotipos aberrantesé&uas mononucleares < a 0.01%,
cuando lo esperado es una proporcion cercana al Es¥a prevalencia de EMR
negativa es mayor a la reportada por (Borowitz 32@dustain, 2000), pero es inferior a
la consideracion clinica de que hasta 97% de logpies oncologicos atendidos en el

HIES y que son estudiados Unicamente por citommgfal tendrian una respuesta
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medular negativa (Rendén, 2000). Esto también sizsteiestra recomendacion de usar
CF para determinacién de EMR, pues la medicién élelas residuales en LAL
mediante morfologia convencional tiene Unicamemig sensibilidad de 1 a 5% para
detectar blastos, lo que le confiere una validézad limitada. (Pui, 2000; Meshinchi,
2001; Coustan, 2006; Coustan, 2009.)

También es posible que la elevada proporcion detasijcon EMR negativa que
identificamos al final del tratamiento de inducci®®a consecuencia de una respuesta
favorable al protocolo empleado en el HIES. En éstpital, dicho protocolo incluye
menos antineoplasicos (vincristina, prednisonaodobicina, quimioterapia intratecal
con metotrexate+citarabina y L-asparginasa), queoters hospitales, en los que se
llegan a emplear hasta 8 farmacos (Coustan, 200&jiakes, 2003). Por lo que es
posible inferir que usando un esquema antineoplagstandar se disminuye la
citotoxicidad y se prolonga la remision completgdeientes con LAL (Mdricke, 2008),
lo que implica que este esquema empleado en el pilie8e constituir una herramienta
terapéutica eficaz para reducir la ocurrencia deREpEro es conveniente que nuevos
estudios observacionales prospectivos y ensayogadi se disefien para probar esta
hipotesis.

Por otro lado, uno de los objetivos de este estudie identificar los
inmunofenotipos aberrantes en nifios con LAL. Didasacterizacion fenotipica es
posible debido a los progresos logrados en la GRekevancia clinica es irrefutable,
porque entre otras cosas, contribuye a identiétarigen de células neoplasicas, definir
grupos de riesgo y detectar EMR en pacientes quoanzdron remision clinica
(Campana, 1995; Sanchez, 2002; Bjorklund, 2003pBitz, 2008). Lo que nosotros
encontramos es consistente con la literatura. Lgp@#itio clasificar a las LAL de
acuerdo su linaje precursor; asi, encontramos faesidn de los inmunofenotipos
CD10, CD22, CD19, CD34 y HLA-DR en aproximadamer@®o de los pacientes con
LAL de linaje B (LAL-B), lo que es semejante a reps previos que han sefialado que
la presencia de estos antigenos oscila entre 8%-X@0 todas las LAL-B pediatricas

(Pui, 2004; Marsan, 2004). Adicionalmente, trescdda cuatro pacientes con LAL-B
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expresaron CD10, lo que tendria una relevanciacalirpues dicha expresion ha sido
vinculada a mejor prondstico clinico (Dakka, 2008)n cuando no existe consenso al
respecto (Consolini, 1998; Rivera, 1997). Estudlitsros pueden evaluar la correlacion
entre la expresion de CD10 y la sobrevida a latgeopen nifios con LAL-B como los

del presente estudio.

Otros inmunofenotipos aberrantes que se detectral menos dos tercios de los
casos de LAL-B fueron CD79a, CD45 y CD38. Este dzglb es semejante a lo
reportado en la literatura, en donde se ha docwdenjue los patrones de expresion
inmunofenotipica mas prevalentes en pacientes obdh ibcluyen a los fenotipos
CD10/CD34/CD19/CD45 y CD10/CD38/CD19/CD45, ambosthan el 100% de los
pacientes (Jmili, 2010) aunque otros patrones cesison CD34/CD22/CD19/CD45
(66%) y HLA-DR/CD20/CD19/CD45 (60%). La expresiéa @D19, CD10 y HLA-DR
ocurre en general, entre 80 y 85% de las LAL-B @eidas, semejante a nuestros
resultados, aunque en nuestros pacientes se apueila expresion de CD19 (68.5%)
fue algo inferior. Por otro lado, hasta en 75%agedacientes con LAL de precursor B
tienen el fenotipo pre-B temprano, lo que se asaamejor prondstico. Los pacientes
con pre-B tienen inmunoglobulina citoplasmica (IgiB)cual es indicador de una etapa
intermediaria de células B diferenciadas. En naestrie de casos solamente se observo
IgC en 20% de los pacientes con LAL-B, lo que rerpiconfirmarse en adicionales

investigaciones locales.

En nuestro estudio, una situacion particular fuedteccion de un caso de EMR
positiva con expresion inmunofenotipica pre-B teamprque cambid su expresion a un
linaje pre-B. Al respecto, algunos investigador€anipana 1999; Pui, 2002) han
descrito la pérdida entre un 10 y 20% de marcaddeesuperficie como CD10, TdT,
HLADR, CD20, lo que puede provocar variaciones énnmunofenotipo de linaje
(lineage switch). Esta variacion se considera cod® células leucémicas no
relacionadas a la clona leucémica original, lo puede ser un indicador de malignidad

secundaria.
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Por otra parte, apreciamos que la expresion innemodipica en pacientes con LAL
de células T (LAL-T) es consistente con lo repastaeh la literatura. Asi, los
marcadores de linaje Tdt, CD3c y CD5 se observarolos tres pacientes identificados
con LAL-T; de hecho, la sola deteccion de CD3c y6GDn suficientes para establecer
el diagndstico inmunoldgico (Campana, 1990). Erseguimiento a la semana 5 de
nuestros sujetos no se apreciaron cambios en la@sap de los marcadores de linaje;
cambios en la expresion fenotipica ocurren corufracia tanto en pacientes con LAL-B
y LAL-T, lo que puede estar relacionado con resjauesdversa al tratamiento
(Campana, 1990).

En todo caso, la identificacion de estos patroreesxpresion sea en LAL-B o en
LAL-T, es posible mediante la determinacion de EptR CF, lo que contribuye a que
la estratificacion del riesgo de recaida sea mé&siga, entre otras cosas debido a que la
determinacion cuantitativa de la EMR permite difeiar la probabilidad de recaida en
pacientes con EMR detectable de aquellos que remig lo que justifica decisiones
clinicas para intensificar o modificar los esquemeadratamiento (Goulden, 2001). En
adicion a la utilidad de la citometria, otro métap® en el futuro conviene examinar es
la reaccion en cadena de polimerasa (PCR) ya saadptectar la amplificacion de los
reordenamientos de antigenos receptores de inmamdigla o de receptores de células
T, que también han mostrado ser herramientas @aglipara predecir recaidas en nifios
con LAL de linaje B (Zhou, 2007)

Aunqgue hay evidencia cientifica que avala la wiidde la CF como marcador
prondstico en LAL que permite distinguir linfocitog células hematopoyéticas
indiferenciadas, incluso en momentos en que la taégmhea puede estar con muy baja
celularidad (Elanie, 2000). No obstante esto, umdod problemas de la CF en EMR es
gue requiere el uso de diferentes anticuerpos nhmmales para su rastreo (Elaine,
2000) lo que eleva considerablemente los costds pleieba y constituye un argumento
para no usarla sistematicamente en escenarios @muestro. Es posible usar
estrategias para disminuir los costos de la CFemonplo, un estudio en Brasil se limitd

al empleo de tres marcadores (CD19/CD10/CD34) Basncon leucemia de células B
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(Elanie, 2006), algo que es razonable pues somikmsadores mas frecuentemente
detectados. También podemos argumentar que la Gmagtécnica reproducible en

laboratorios de mediana complejidad técnica y naéath que la biologia molecular.

Por lo que respecta los factores clinicos prongstie los pacientes con EMR,
observamos que la CF nos ayudé a identificar S5epges con EMR (+) que estaban
aparentemente en remision clinica completa despeida terapia de induccién. Como
sefialamos anteriormente, en tales sujetos preddmiol@sificacion clinica pronéstica
de “alto” y “muy alto riesgo”, segun (Lanskowsky)b). Estos criterios son auxiliares
importantes para detectar si un paciente tienemayer probabilidad de recaida clinica,
pero no parecen suficientes para detectar a t@sdogdcientes con riesgo de EMR. Los
hallazgos de nuestro estudio muestran que medeheteamen morfoldgico y el empleo
de esos criterios de riesgo, se habria pronostigad®7% de los sujetos estarian libres
de EMR, cuando solamente 83% en realidad lo estues.criterios de riesgo y el
estudio de médula 6sea son la herramientas diaga®stadicionales para demostrar
EMR, pero como ha sido sefialado, tienen limitadasibdidad al término del

tratamiento de induccion (Elanie, 2005)

Diversos son los criterios clinicos prondsticos gaeemplean sistematicamente en
pacientes con LAL, e incluyen entre otros a la edkd cuenta leucocitaria
(>50,000mn), el ensanchamiento mediastinal, el inmunofenobaariotipo, el indice
DNA, infiltracion a oOrganos santuarios (p.e. tadtie y sistema nervioso central),
respuesta inicial al esteroide, respuesta al diarbtientemente, el resultado de EMR.
Todos estos criterios son usados en conjunto, gunim de ellos de forma individual
posee la suficiente validez para pronosticar resa@inicas. Esto es importante que se

tome en cuenta en hospitales como el del presstudie.

En los sujetos con EMR (+) se observo que tenianagdad promedio (5.6 afios)
inferior que los niflos con EMR (-), este hallazgodiferente de lo reportado en la
literatura, pues en general los pacientes con ENMR{elen tener o menos de 1 afio o
mas de 10 afios de edad (Pizzo PA, 2005). Adenes,de los casos de EMR (+)
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tuvieron cuentas leucocitarias <50,000 Info que sugeriria un prondstico favorable al
tratamiento de induccion (Pizzo, 2005) y que si€faprobablemente no hubieran sido

identificados.

Por otra parte, en el estudio del cariotipo, tresigntes tuvieron una lesion
estructural cromosémica de mal pronostico, en tdosootros dos tenian cariotipo
normal. No tenemos ninguna evidencia para con@ugste respecto, pero algunos
reportes han sefialado que aproximadamente 50%sdeatoentes con fenotipo pre-B
tienen cariotipo normal, mientras que la deteccdériperdiploidia en nifios con pre-B
temprana es una sefial de buen pronédstico (Ham@@dg). Es conveniente que se
realicen a nivel local, estudios para examinaolastacion entre el estudio del cariotipo,

la deteccién de EMR y la recaida clinica en paeigenon LAL.

La clasificacion de riesgo BFM (Madero, 2005; Sisesumaga, 2005) usada por
grupos europeos ha mostrado ser util. En nuestialies esos criterios ayudaron a
clasificar a tres de los sujetos como de riesgarnmédio, uno mas como de “alto riesgo”
y otro como de “bajo riesgo.” Esta clasificacion s$ido poco utilizada en América
Latina, pero recomendariamos su empleo rutinari@sppermite apreciar una
estratificacion de riesgo en estos pacientes, B epentualmente ayuda a decisiones
terapéuticas. Lo que conviene, es ejecutar nuestoglios para evaluar la correlacion
entre los criterios BFM y la CF.

Una situacion interesante fue que en cuatro deciltotso casos con EMR (+) se
detect6 la presencia de indices de DNA distinto4.dé (punto de corte) en la CF. A
este respecto se ha reportado que un indice de &Hor a 1.16 tiene peor prondstico
que los casos con indices entre 1.16 y 1.6 (Ghlkafbi, 2000; Ulrikka N). Mientras
los indices elevados de DNA se han asociado &kepcia de hiperdiploidias en LAL y
a una mejor respuesta terapéutica a los regimemgiea@dos (Forestier, E). Basados en
los hallazgos, sugerimos que en pacientes con ENIR€ considere la posibilidad de
falla al tratamiento cuando exista un reporte ddéicen de DNA < a 1.16, aunque

conviene que se ejecuten nuevos estudios multicéstipara incrementar el poder
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estadistico del analisis.

Cuando se examiné el inmunofenotipo de los pagerta EMR (+), fue evidente
el predominio de LAL de linaje B. No obstante, esveniente sefialar que la LAL B
gue observamos mostraron algunas particularidadesexpresion fenotipica que
pudieron contribuir a la positividad de EMR, poeraplo, apreciamos en dos casos la
expresion de inmunoglobulina citoplasmatica, coresidn de CD7 y co-expresion de
CD33, lo que no ha sido asociado a resultados \dasflales al tratamiento
antineoplasico (Drexler, 1991; Neg, 2000). Estostituye otra evidencia adicional de la
utilidad de la CF, pues la identificacion de la gidn de marcadores de superficie

define de mejor modo la linea leucémica.

Por otro lado, aunque no hay consenso al respeatece que la deteccion de EMR
mediante CF al final de la induccién es el Unicctda prondstico independiente para
predecir recaida clinica de LAL, y su capacidaddipte’a es excelente cuando se
encuentran valores menores de 1%, pues se haifigieit recaidas entre el 70 a 100%
de los pacientes con EMR positivas mientras que Eklgativas han reportado 2 a 10%
de recaidas (SIOP, 2010; Van Dogen et al, 1998).obkiante, alin es conveniente
realizar evaluaciones adicionales acerca de laealde la CF como instrumento para

identificar EMR en pacientes como los que estudsamo

Limitaciones del Estudio

Los procedimientos técnicos para detectar EMR emepses con leucemia aguda
han avanzado considerablemente y se han convertidma herramienta confiable para
correlacionar el estatus clinico y la respuestaraahmiento. No obstante su utilidad,
existen algunas limitaciones que deben conside@rsikadosamente al interpretar los
hallazgos. Dos de ellas pueden haber afectado strauestudio, la primera es que el
inmunofenotipo de las células leucémicas puede @anaurante la evolucién de la
enfermedad. Si esos cambios, o la velocidad coroquean, afectan a los marcadores

utilizados para monitorear el comportamiento deEMR, entonces es probable que
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ocurran falsos negativos (Oelschalegl, 2000; Camp2d04). Si esto sucede no es claro
para el oncélogo si se deba llevar a cabo una céituderapéutica, lo cual depende

claramente de la variabilidad biolégica del casa.Alk.

Dado que no fue posible extender en demasia el e combinaciones de
marcadores, lo que reduciria el potencial efectteder falsos negativos, no podemos
asegurar que no hubiera ocurrido este fendmendaliematorios con mayor capacidad
(p-e. que cuenten 5 fluorocromos o conteos elevddagtlulas), es posible prevenir los

falsos negativos usando paneles mas amplios driargbds marcadores.

La segunda limitacion se relaciona con el hechqueela sensibilidad de la CF es
superior al 90% cuando existe 1 célula leucémicalib células normales, pero es
inferior cuando hay 1 célula leucémica por 0mas células normales (Campana,
2004). Nosotros observamos una proporcion de gstagntes de 10%, lo que implica
gue habriamos dejado de identificar a algunos aaijeon EMR, lo que tiene una

relevancia clinica que no es posible determinarat@studio que realizamos.

También se reconoce que la deteccion de EMR potigDE algunas dificultades
especificas al momento de su interpretacién y essgs resultados en ocasiones pueden
ser interpretados erroneamente de acuerdo a tadatiel aspirado de médula 6sea o a
una potencial contaminacion de la muestra de méthda con células hematopoyéticas
de tipo hematogonias, ambos hechos pueden modifiear caracteristicas
inmunofenotipicas distintivas de la leucemia o leélinmaduras normales, y es que los
resultados que produce no son binarios (si/no) ceomlos de PCR debido a que las
caracteristicas inmunofenotipicas distintivas del@emia son frecuentemente, aunque
no siempre, el resultado de diferencias cuantdaten la expresion antigénica de células
leucémicas y células normales. Esto puede evitrse usan inmunofenotipos que se
traslapan con los de células normales para losgiaécomienda usar tres o cuatro Ac’s
conjugados con fluorocromos (Campana, 1995) emeslepte trabajo se uso rastreo de

cuatro fluorocromos.
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Por otra parte, el periodo de seguimiento de nuestiudio no parece ser suficiente
para determinar a cabalidad la probabilidad deidecalinica, por lo que recomendamos
gue el periodo de seguimiento y las determinaciomasinofenotipicas se extiendan por
lo menos un afio después de haber finalizado catiartiento. También es posible que
tuviéramos falsos negativos debido a que la mudstnamédula 6sea analizada no fuera
representativa de la distribucién leucémica. Latieh poca experiencia técnica a nivel
regional para detectar EMR mediante la CF pudo i&imbaber afectado la validez y
confiabilidad del método, por lo que recomendamas sg realicen adicionales estudios

en la region.

Respecto a las limitaciones metodoldgicas del ptesestudio podemos apuntar
gue la naturaleza transversal del disefio si bie peymitié probar la hipotesis de
trabajo, no es suficiente para responder si lasiémiclinica observada, es decir, libre de
EMR permanecera sin cambios en un futuro proximestiitciones de tiempo han
limitado el proyecto a 18 meses y dada la bajagbeecia de la LAL en el sitio de
estudio, el tamafio de muestra fue pequefio lo i@ peder estadistico a los hallazgos.
También el tipo de muestreo que empleamos, impali@alculo de intervalos de

confianza, y por lo tanto desconocemos la var@ddulique introduce la aleatoriedad.

Es posible también que haya un potencial sesgeldecin pues por un lado sélo
incluimos sujetos sin derechohabiencia a seguroicmé@l.e. homogéneos en sus
caracteristicas socioeconémicos) y por otro, nduewaos ciertas caracteristicas clinicas
y bioldgicas, como la dosis de quimioterapia, aradisades genéticas y el metabolismo
de drogas antineoplasicas, que pueden estan realei® con la velocidad inicial de

citoreduccién y por lo tanto con la EMR.

Las limitaciones metodolégicas pueden ser superaglasnuevos estudios
prospectivos y multicéntricos que incluyan a unadmde muestra apropiado, para de
esta forma incrementar el poder estadistico déh#diszgos, y aportar mas evidencia

para el uso rutinario de la CF en pacientes péctidtrcon LAL tal como se hace en
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otros paises del mundo (Campana, 1995; Sanche2; Bjdrklund, 2003; Borowitz,
2008; Elanie, 2000, 2006).
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CONCLUSIONES

El presente estudio corrobora que la citometrifiujie (CF) es una técnica util para
la detecciéon de Enfermedad Minima Residual (EMBg permite un monitoreo mas
preciso acerca de la remisién inmunoldgica de lacemia Aguda Linfoblastica en

nifos y adolescentes.

La CF permite reconocer casos de EMR con exprasianofenotipica distinta a la
clona inicial, de manera independiente a los fastalinicos prondsticos, lo que

puede definir la respuesta al tratamiento antiréesiqbd

La EMR debe ser utilizada como un factor pronosgoolos protocolos de LAL
cuando la positividad se encuentre por arriba de ¥que puede orientar la

decision clinica de intensificar el tratamiento
. Si Unicamente se usa citomorfologia como métoda gatectar remision clinica en
pacientes con LAL, es probable que se pierda He&t206 de pacientes que aun

tienen células leucémicas. La CF ayuda a detestampeoporcion

La prevalencia observada (14.7%) de EMR para eBS8lifue inferior a lo reportado

en otros paises en los que la prevalencia de EMiRa@ntre 20 y 35%
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a)

b)

RECOMENDACIONES

Metodologicas

Incrementar el tamafio de la muestra, dos estrategia pertinentes: (1) realizar
estudios multicéntricos a nivel regional y/o naaior(2) extender el periodo del

estudio por al menos tres afios

Disefiar un estudio de cohorte prospectiva para ieearta EMR y su efecto en la

sobrevida a 5 afios, libre de recaida de LAL
De investigacion

Restringir el estudio inmunofenotipico con los nmdares CD19, CD10 y CD34 en
LAL de células B en el dia 19, asi como con COB2 Y CD7 para células T; lo

gue reduciria los costos de la prueba

Examinar la correlacion de aspectos biomoleculérasotipo e indice de DNA)
como factores clinicos prondsticos y la EMR pardpcir falla al tratamiento de

induccién en nifios con LAL
De politicas de salud

Que el Seguro Popular mantenga la cobertura dé leo®0 método de apoyo para
detectar EMR en nifios con LAL atendidos en el Haspnfantil del Estado de
Sonora, y eventualmente extender dicha cobertuhmspitales similares al del

presente estudio.

Adquirir un citémetro de flujo en el Hospital Infdndel Estado de Sonora para la
deteccion sistematica de EMR en nifios y adoless&oie LAL
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ANEXO 1

Protocolo de Manejo de Quimioterapia en Leucemiad&g infoblastica. Hospital
Infantil del Estado de Sonora. 2010

HOSPITAL INFANTIL DEL ESTADO DE SONORA
LEUCEMIA AGUDA LINFOBLASTICA

Semanas 12 3 4 5 6 7T 8 8 10 11 12 13 15 16 47 18 20 23 27 37 43 49
MO FS5P MO Mo MO MO
Prednisona l:l R 3 s O
40mg /m* 5C
Vincristina T T T T T T T T T
2ma Im*sC
;6 sem.

Lasparginasa Tl
5000 U m*SC Lasp. 25000wm2 | [k i

ADR 30 mg/m2 5C l,

MTX ] T 1L) ] ] ¥ cldzemxs *i12
Ca
HDGC
?—MP, ’
' % 7 7
Snre TTT TTT TTT

Acfolinico 9mgim* SC

Methotrexate V.0 20 ma/m2/sgm. I]] I]] ﬂ] I]] [l]] I]]
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ANEXO 2

Caracteriasticas de los Sujetos Investigados

Variable N % pY
Inmunofenotipo
Células B 32 91 0.000001
Pre-B Temprana 22 63
Pre-B 8 23
Pre-B con expresion CD7 1 3
Pre-B Temprana
con expresion CD33 1 2
Células T 3 9
Morfologia
L1 14 40 0.236724
L2 21 60
Cariotipo
Lesion Estructural 6 17 0.000002
Normal (46XX, 46XY) 26 75
Sin reporte 3 9
Indice de DNA
Indice DNA< 1 2 5.71 0.004396
Indice DNA = 14 40
Indice DNA> 1 14 40
Sin Report 5 14.29
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ANEXO 3

Caracteristicas Bioguimicas de los Sujetos

N N
Biometria Hematica (%) pY Perfil Bioquimico (%) pY
Anemia (g/dl) DHL
Leve 2(6)  0.00000. Norma 5(15, 0.00002.
Moderada 26(74) Anormal 30(85)
Severa 7(20) Transaminasas
Leucocitos(mm3) TGO
< 50000 29(83) 0.00 Normal 14(40 0.00567!
> 50000 - 99999 2(6) Anormal 18(51)
> 100000 4(11) TGP
Neutropenia Normal 26(75) 0.000001
Grado | 10(29) 0.000054 Anormal 7(20)
Grado Il 2(6) Glicemia
Grado IlI 5(14) Normal 22(63) 0.001022
Grado IV 17(49) Anormal 6(17
Plaquetas (mm3) Acido Urico
<50000 20(57) 0.006738 Normal 24(69) 0.00002
51000 A 100000 10(29 Anormal 9(26)
> 101000 5(14)
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ANEXO 4

Definicién Operacional de Variable Independiente YDependiente en la Enfermedad Minima

Residual
Variable Concepto Medicion Escala Fuente
Dependiente: Leucemia residual Proporcion de Categorica Reporte de
Enfermedad detectada por estudio inmunofenotipos Dicotémica laboratorio
minima inmunolégico aberrantes detectados| 1 = Positiva clinico
residual por citometria de >0.01%

flujo 0 = Negativa

<0.01%

Independiente | Tratamiento citotdxico Dosis en mg/rsc de *Continua Protocolo de
Dosis de llevado a cabo en las cada medicamento Dosis manejo
tratamiento primeras 4 semanas de | antineoplasico mg/m?sc HIES 08
antineoplésico | la LAL, bajo el administrado
de induccion protocolo HIES08 (1)

(1) (Vincristina 2 mg/mt2 semanal x 4; prednisona 40 mgit2 dia por 30 dias; L-asparginasa 6000 U/mt2 por @osis;
Doxorrubicina 30 mg/mt2, una dosis en la semana trapia intratecal DU en la semana 1, con 3 drogddTX 12.5
mg, Citarabina 40 mg e Hidrocortisona 40 mg.

69



ANEXO 5

Definicién Operacional de Covariables para la Enfemedad Minima Residual

EDAD La medicién del Afios cumplidos Continua, misma Cuestionario
tiempo cronolégico de | de vida gue servira
un sujeto desde su agrupar...
nacimiento hasta el
momento de inclusién
en el estudio
(Dorland, 2007
CUENTA Cifra de glébulos Cantidad de Continua, misma Reporte de
LEUCOCITAR blancos en primera leucocitos en gue servira para laboratorio
1A biometria hematica sangre periférica agrupar a los clinico
por mm?® en nifios | individuos en las
con Leucemia siguientes
aguda categorias
linfoblastica (1) <a 9999
(2) 10000 a
49999mnt
(3) 50000 a
999999mni
(4) >100000mmm
TIPO DE Linfoblastos de linaje | Deteccion de Cualitativa Reporte de
LEUCEMIA B 6 T en proliferacién | anticuerpos nominal laboratorio de
anormal monoclonales de (dicotomica) oncologia
superficie 0 = Linaje B
especificos para 1=Linaje T
células B o T por
citometria de
flujo
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ANEXO 6

Definicion Operacional de Covariables para la Enfemedad Minima Residual

VOLUMEN Cantidad de Vol Tumoral= 0.2 x Continua, misma que Reporte de
TUMORAL células leucémicas | log (blastos/ml servira para agrupar a laboratorio de
calculada en 1 x +1)+ 0.6 x los individuos en las oncologia
10" que predice el | hepatomegalia en siguientes categorias:
riesgo de los cm+ 0.04 x (1) Bajo Riesgo=0.8 a 1.2
sujetos esplenomegalia en (2) Riesgo
cm Intermedio=1.2al.7
(3) Alto Riesgo=>1.7
LESION Alteracion Resultado genético Cualitativa nominal Reporte de
GENETICA DE cromosémica o determinado por 1. Translocacion laboratorio de
LA LEUCEMIA estructural, técnica de cariotipo 2. Delecion oncologia
detectada en la por bandeo GTG 3. Inversion
LAL 4. Multiarreglos
5. Duplicacion
6. Mixta
6. Normal
INDICE DE Contenido celular Cantidad de DNA Continua, misma que Reporte de
REPLICACION de DNA medible determinado por servira para agrupar a replicacion
CELULAR citometria de flujo los individuos en las celular
siguientes categorias:
1=>a1.16
0=<al.l6
RESPUESTA Persistencia de Porcentaje de Continua, misma que Reporte de
LINFOBLAS- linfoblastos en linfoblastos en servira para agrupar a laboratorio de
TICAEN DIA 14 sangre periférica medula 6sea en el los individuos en las oncologia
endia 14 de la dia 14 de la siguientes categorias:
quimioterapia quimioterapia (1) Buena =< 5%
linfoblastos
(0) Mala =>5%
linfoblastos
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Anexo 7

Céculo del Poder Estadistico en Base al Programaower 3.0.10 de 30 Casos Esperados de
Leucemia Aguda Linfoblastica para la Cuantificacionde Enfermedad Minima Residual en una

Prueba dex’y t Student
3 1. ¥“tesis - Goodness-of-fittests: Cuntinde'nwtalb'les
Analysis: Compromise: Compute implied a & power

Input:

Effect sizew
Biaratio

Total sample size
Of

Moncentrality parameter A 7.500000

Critical ¥ 2429965
gerr grob 0119036
Berr 0.119036
Fower (1-B errgrob) 0.880964

tiests - Means: Difference between two independent means (two aroups)

2,
Analysis: Aprion: Compute reguiredsample size
Input: Tail(s)

Effectzize d

aerr prob

Fower (1-B-ermr prob)
Allocation ratio W2/MA

Output: ity parameter & 2332381
Criticalt 0.682234
DI 32
Sample size group 17
Sample size group 2 17
Total sample size 34
Actual power 0951833
3. ttests - Means: Difference between two independent means (two aroups)
Analysis: Apriori: Compute requiredsample size
Input: Tail(s)

Effectsize d
aerr prob
Power (1-8 e prob)

Allocation ratio M2/M1 = i
Output: Mancentrality parameter & = 21808490
Criticalt = (.683353
D)% = 28
Sample size group 1 = 15
Sample size group 2 = 15
Totalsample size =0
Actual power = (0936284
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ANEXO 8

Registro para el Protocolo Determinacion Cuantitatra de la Enfermedad Minima Residual en
Pacientes con Leucemia Aguda Linfoblastica. Hospitdnfantil del Estado de Sonora, 2009-2010

Ficha de Identificacion.
Nombre del paciente

Expediente

Edad afios MESES

Exploracion clinica.

Fiebre infeccion

Microorganismo y foco

Peso Superficie corporal

Datos para el registro clinico de la Leucemia Agudainfoblastica

Fecha de Diagndstico de la Leucemia Aguda Linftibdas dd/mm/aa

¢,Cual e es el tamarfio del higado por debajo deltelzostal en cm? cm

¢, Cual e es el tamarfio del bazo por debajo deldelmmstal en cm? cm

¢ Cantidad de glébulos blancos en primera bionferfatica? mm3
Registro Bioquimico

Hemoglobina gr/dl TGO u/L UREA mg/dl
Leucocitos mm3 TGP u/L CREATININA mg/dl
Neutrofilos % DHL v/l ACIDO URICO
Plaquetas mm3 FA u/L PT g/dl
Blastos % GLUCOSA ALBUMINA g/dl

Grupo de riesgo clinico por volumen tumoral

Grupo de Riesgo

Bajo 08al2( )

Intermedio 12al1l7( )

Alto 17( )
Caracteristicas Inmunolégicas y biolégicas de la Lieeemia Aguda Linfoblastica
Registro de inmunofenotipo

Fecha de realizacion dia, mes afio
Fecha de reporte dia mes afio
Registro de Marcadores Positivos del inmunofe notipeealizados y porcentaje de positividad
Anticuerpo Anticuerpo Anticuerpo
Monoclonal Monoclonal monoclonal
Cd21 CDz CD4t

CD2z CiGp Tdt

CD79% SIGu CD6€

CD1C SIGk ORMA CD1:z

CD7 CD3¢

CDtE CD 5¢

CD3: CD1:

CD6t CD1t

Registré el diagnostico inmunoldgico de la Leuce midguda Linfoblastica

Pre B tempranei:l Pre |:| Preﬂa]?ﬂcional[l B Madura |:| El
Registro de lesién genética de la Leuce mia Agudarifoblastica en estudio de cariotipo
Lesion Genétic Lesion detectac

1.Translocaci¢

2. Deleciol

3. Inversiol

4. Multiarreglos

5. Duplicaci6

6. Mixta

7. Normal

Registro de indice de DNA de Leucemia Aguda Linfdbstica realizado pro citometria de flujo

> 1.16 I:| <116

Vol Tumoral= 0.2 x log (blastos/ml+1)+ 0.6 x hepategalia
por debajo del reborde costal cm+ 0.04 x esplenaiegor debajo del reborde costal cm
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ANEXO 9

Registro Determinacion Cuantitativa de la Enfermedd Minima Residual en Pacientes con
Leucemia Aguda Linfoblastica. Hospital Infantil del Estado de Sonora, 2009-2010.

Médula 6sea del dia 14 del tratamiento

Fecha de realizacion de reporte de médula 6sea
Positivo( > 5% de Linfoblastos) Sl

Negativo (< 5% de Linfoblastos) Sl

M1 [ ] M2 [ ] m3 [ ]

Médula 6sea Semana 5 del tratamiento

Fecha de realizacion de reporte de médula 6sea
Positivo( > 5% de Linfoblastos) Sl

Negativo (< 5% de Linfoblastos) Sl
Clasificacion de respuesta en el dia 14 acuerdieac
M1 [ ] M2 [] M3

Reporte de enfermedad minima residual

Registro de enfermedad minima residual

Fecha de realizacion dia mes afo
Fecha de reporte dia mes afo
Anticuerpo Monoclonal Positivo y abemrantes

Anticuerpo  Anticuerpo  Anticuerpo
Monoclonal Monoclonal monoclonal

Cd21 CD3 CD45
CDh22 CiGp Tat
CD79a SIGp CD66
CD10 SIGk ORA CD12
CDh7 CD34

CD5 CD 58

CD33 CD13

CD65 CD15

Coexpresion abemrante

Células cuantiicadas EMR(cantidad minima a regidt®0 000 células)
Porciento de células detectadas positivas por efttarde fiujo en el estudio de EMR
Cantidad de células malignas detectadas en laretfad minima residual

Reporte de Enfermedad minima residual de acuerdo g@orciento de células detectadas
Enfermedad Minima Residual >0.01% [ |
Enfermedad Minima Residual < 0.01% [ ]
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ANEXO 10

Calendarizacion de Actividades para Pacientes condlucemia Aguda Linfoblastica de la
Enfermedad Minima Residual Durante el Periodo de 218-2010

TIEMPO
ACTIVIDADES SEMANA SEMAN SEMANA SEMANA SEMANA SEMANA
0 A 2 3 4 5
1
SOSPECHA DIAO
DIAGNOSTICA DE
LAL CLINICO Y
HEMATOLOGICO
DIAGNOSTICO DE REGISTRO DE
LAL EN ESTUDIO DE | DATOS CLINICOS
MEDULA OSEA Y LABORATORIO
PARA LAL EN
HOJA DE
RECOLECCION
DE DATOS
SOLICITUD DE ENVIO DE
INMUNOFENOTIPO MUESTRA DE
Y CITOGENETICAE MEDULA OSEA
INDICE DNA PARA A LABORATORIO
LAL
INICIO DE REGISTRO DE TRATAMIENTO SEMANAL EN
TRATAMIENTO DE HOJA DE RECOLECCION DE DATOS
QUIMIOTERAPIA
HIES 08
RECABAR REGISTRO REGISTR
RESULTADO DE DE O DE
INMUNOFENOTIPO ANTICUERP | CITOGEN
Y CITOGENETICA (O ETI-CAE
MONOCLON | INDICE
ALES DNA
DETECTAD
OS PARA LA
LEUCEMIA
DETERMINANACION ENVIO DE
DE EMR POR MEDULA
CITOMETRIA FLUJO OSEA A
LAB.
PARA
EMR
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