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LCR Liquido cefalorraquideo

Hb Hemoglobina

g/dl Gramo por decilitro

mm? Milimetro cubico
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t Traslocacion

HIM Hospital Infantil de Morelia

AMO Aspirado de medula 6sea

UMSNH Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo
PBS Solucion amortiguadora de fosfatos
FITC Isotiocianato de Fluoresceina
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1. INTRODUCCION

En los udltimos afios, en México se observa un aumento en la incidencia de casos
nuevos de cancer en pediatria, el cual representa 5% de todos los padecimientos
malignos de la poblacion general. En algunos estados de la Republica Mexicana
se presentan tasas superiores a la de los paises industrializados." La leucemia
linfoblastica aguda (LLA) es el cancer mas frecuente en nifios y representa del
23% al 30% de los casos en menores de 15 afios con una tasa anual de 30 a 40
casos por millén de habitantes.™ ? La incidencia en nifios hispanos parece ser de
las mas altas (43 por millén en menores de 15 afios) >® y en México la LLA
representa mas del 40% de las neoplasias en pediatria. En la actualidad, la tasa
de supervivencia a 5 aflos ha aumentado de 60 a 90% en nifios menores de 15

afios.*

La enfermedad residual minima (ERM) es la cantidad de células leucémicas que
permanecen al término de las distintas fases del tratamiento. La ERM es un
marcador prondstico del resultado final del tratamiento.>®’® Los pacientes con
indices superiores a 0.01% de ERM al final de la induccion tienen un prondéstico
mas pobre que aquellos con indices mas bajos o indetectables.'® Actualmente los
principales grupos internacionales utilizan la ERM al final de la induccién como
factor determinante de la intensidad del tratamiento de posinduccion: los pacientes

con indices mas altos se asignan a terapias mas intensas y aquellos con buena
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respuesta, a terapia de menor intensidad. Los indices tempranos de ERM (dias +8
y +15 de la induccién) y posteriores (semana 12) también predicen el resultado del
tratamiento.>®’® En México es muy poca la informacién de la ERM por lo que la
asociacion entre el nivel de ERM y la respuesta al tratamiento, generara

conocimiento para la toma de decisiones en el tratamiento de la leucemia.
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2. MARCO TEORICO

2.1Definicién.

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) constituye un grupo de neoplasias malignas
caracterizadas por la proliferacion y expansion clonal de células linfoides
inmaduras o linfoblastos, ocasionada por alteraciones gendmicas. La Organizacion
Mundial de Salud (OMS) la define como la presencia de >20% de blastos en un

aspirado de medula 6sea como criterio diagnéstico.’

2.2 Epidemiologia

La neoplasia mas comdn en México y el resto del mundo es la leucemia
linfoblastica aguda que ocurre del 35 al 52% de los casos, seguida de linfomas y
tumores de sistema nervioso central.” La LLA es més frecuente en nifios que en
nifias (1.3:1.0) y mas com(n en paises industrializados.'® La edad de
presentacion es variable; la LLA puede aparecer desde el nacimiento, hasta los 18

afios de edad, con un pico de presentacion es entre los 2 y los 5 afios de edad.™

2.3Etiopatogenia

El analisis molecular de las alteraciones genéticas presentes en las células
leucémicas ha contribuido al entendimiento de la patogénesis de la LLA. El
mecanismo general incluye la expresion de oncogenes creados principalmente por

la fusion de genes que codifican cinasas y alteran factores de transcripcion. Estas
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alteraciones contribuyen a la transformacion leucémica de la célula madre
hematopoyética o de sus progenitores por medio del cambio de las funciones
celulares como regulacion del ciclo celular, proliferacion, diferenciacion y
apoptosis. En la LLA infantil hay evidencia de que en precursores linfoides
comprometidos existen alteraciones en etapas tempranas de la diferenciacion
celular lo que favorece la proliferacion celular no controlada, alterandose

finalmente la apoptosis.**

2.4 Factores predisponentes

Se reconocen como factores predisponentes a factores genéticos tales como el
Sindrome de Down, Ataxia telangiectasia y el Sindrome Bloom; factores quimicos
como la exposicion al benceno; factores fisicos como la radiacion ionizante y
factores biol6gicos como son las infecciones virales, principalmente el Epstein Barr

virus.*?

2.5 Clasificacion

La clasificacion actual de las leucemias incluye criterios morfolégicos,
citogenéticos e inmunofenotipicos, los cuales tiene el propdsito de definir
categorias con caracteristicas clinicas y biolégicas comunes. En términos
generales, las leucemias se clasifican en agudas y crénicas, y de acuerdo al linaje
en linfoides y mieloides. En nifios, las leucemias agudas son las mas frecuentes y
representan 97-99%, mientras que las crénicas ocurren sélo en 1 a 3% de los

casos, dentro de las leucemias agudas, las linfoblasticas son cuatro veces mas
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comunes que las de estirpe mieloide (80% vs 20%).™

2.5.1 Clasificacion morfolégica

Esta basada en la clasificacion Franco-Americano-Britanico (FAB), que fue
consensada a finales de la década de los 70’s, se basa en hallazgos morfologicos
y citoquimicos. Las leucemias las linfoides las clasifico en L1, L2 y L3, las

leucemias mieloides las clasifico de la MO a M7.%*

2.5.2 Clasificacion Inmunologica

La hematopoyesis es un proceso complejo en el que las células sanguineas
expresan de manera coordinada antigenos nucleares, citoplasmicos y de
superficie que les confieren caracteristicas y funciones que son determinantes
para la diferenciacion y maduracion. La clasificacion inmunoldgica se establece en
base a la expresion de marcadores antigénicos asociados a linaje. Las células B
presentan cuatro etapas de maduracion: pre-B temprana, pre-B, pre-B transicional
y B madura. Los marcadores para células pre-B tempranas incluyen CD19, CD22,
CD10, IgM (inmunoglobulina M) y deoxinucleotidil transferasa terminal (TdT). Las
células pre-B representan cerca del 25% de los casos de LLA y se define por la
expresion de cadenas pesadas de inmunoglobulinas en el citoplasma, pero no en
la superficie. Estas células expresan ademas CD 19, CD 22 y CD 79a. Mas del
95% de las células pre-B expresan CD10 y TdT, pero solamente dos terceras
partes expresan CD34. La célula pre-B transicionales expresan cadenas pesadas

citoplasmaticas y de superficie sin cadenas ligeras k 6 A. Los blastos expresan
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CD10, usualmente TdT y algunas veces CD34. Las leucemias de células B
madura representan 2 al 4% de los casos y los blastos expresan cadenas pesadas
y ligeras ¥« 6 A de inmunoglobulinas de superficie. Este inmunofenotipo se
correlaciona en la mayoria de los casos con el subtipo morfolégico L3. La célula

expresa CD19, CD22, CD20 y frecuentemente CD10 y CD23.%

2.5.3 Clasificacion Citogenética

De acuerdo al contenido de sus cromosomas, se dividen en alteraciones
numéricas y estructurales, se presentan en el 40% de los casos y confieren
importancia pronostica.’® Las alteraciones numéricas incluyen la hiperdiploidia
(mayor de 47 cromosomas) presente en 20 a 25% de los casos de LLA de
precursores B. La hipodiploidia (menos de 46 cromosomas) se presenta en menos
del 1% de los nifios con LLA.' Las alteraciones estructurales mas comunes
incluyen la t (12:21) (p12:922) presente en el 20 al 25% de los casos, la t (9:22)
(934;911) o Cromosoma Filadelfia presente en el 3%, la t (4:11) (g21;923)

presente en el 5% y la t (1:19) (g23:p13) presente en el 5% de los pacientes.?

2.6Cuadro Clinico

La presentacion clinica de los pacientes con LLA es el reflejo de la proliferacion de
los blastos leucémicos en la meédula ¢6sea y de la infiltracion a o6rganos
extramedulares. En la médula ésea la proliferacion de las células leucémicas
interfiere con la hematopoyesis normal y las citopenias son la principal causa de la

sintomatologia caracteristica de esta entidad. La anemia causa fatiga, astenia y
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adinamia y cuando es severa puede ocasionar letargia y disnea. La
trombocitopenia es la principal causa de sangrado, que generalmente se presenta
en piel y mucosas y cuando es severa puede poner en peligro la vida, como en el
caso de la hemorragia intracraneal. La neutropenia predispone a infecciones de
repeticion y si es profunda puede condicionar infecciones severas. Es posible que
se presente fiebre relacionada a citosinas pirdgenas liberadas por los blastos
leucémicos, como la interleucina 1, interleucina 6 y el factor de necrosis tumoral, o
bien como consecuencia de infecciones relacionadas con neutropenia.'® El dolor
0seo es debido a la infiltracion del periostio por células leucémicas y puede
acompafarse de aumento de volumen en las articulaciones, por lo que en
ocasiones se confunde con enfermedades reumaticas como artritis reumatoide
juvenil, lo que puede retrasar el diagnéstico de la LLA.* Los blastos leucémicos
pueden infiltrar 6rganos extramedulares, con mayor frecuencia higado, bazo, timo
y ganglios linfaticos. El examen fisico de los pacientes con leucemia puede revelar
palidez, petequias, hemorragia de mucosas, gingivorragia, epistaxis, adenopatias
y hepatoesplenomegalia.® La infiltracion al sistema nervioso central (SNC) ocurre
hasta en 5% de los pacientes con LLA al diagndstico, la forma mas frecuente es la
infiltracion meningea, pero puede presentarse en parénquima o pares craneales.
El estado del SNC se ha clasificado en SNC 1, 2 y 3 con base en los hallazgos
citoquimicos y por citocentrifugacién del LCR ademas de la afeccion de pares

craneales.'?
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2.7Caracteristicas de Laboratorio

La mayor parte de los pacientes presentan una cifra de hemoglobina (Hb) en el
limite de 7 a 11 g/dL (45%) y con menor frecuencia la hemoglobina es normal.*?
Es frecuente encontrar una cifra de leucocitos menor a 10,000 mm? (53%) y la
cuenta de plaquetas usualmente se encuentra con menos de 100,000 mm?®
(75%).%2 Es posible encontrar diferentes alteraciones de la homeostasis como el
sindrome de lisis tumoral, alteraciones hematologicas, sindromes compresivos,
infecciones y otras alteraciones metabdlicas que ponen en peligro la vida del

paciente.™

2.8Diagnostico

Se realiza mediante un aspirado de medula 6sea el cual debera presentar mas de
20% de blastos de aspecto linfoide, basado en la clasificacion FAB, con técnicas
de inmunohistoquimica e inmunofenotipo. Como parte de la valoracion inicial de
un paciente con sospecha de LLA es necesario tomar estudios que identifiquen
posibles complicaciones que ponen en riesgo la vida del paciente, entre otros;
perfil hematoldgico, pruebas de funcién renal, pruebas de funcién hepatica,
electrolitos séricos y perfil de coagulacion. Estudios de gabinete como radiografia
de térax para realizar diagnosticos diferenciales. Otros estudios de mayor

complejidad se reservan para casos clinicos especiales.*®

2.9Tratamiento

El paciente con LLA al inicio cuenta con una carga leucémica aproximada de
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1x10"? células, la meta quimioterapéutica al término de la induccion a la remision
(IR) es que disminuya a 1x10°. El tratamiento incluye quimioterapia administrada
durante 3 afios y radioterapia en casos de alto riesgo seleccionados.™® El esquema
de quimioterapia se divide de la forma siguiente:

-Induccion a la remision que inicia posterior al diagnaostico.

-Terapia de posinduccion (después de lograr la remision completa) que
consta de:

-Terapia de consolidacion o intensificacion.

-Terapia de mantenimiento o continuacion.

El tratamiento de IR es la fase mas importante del manejo de la LLA y es similar
en todos los protocolos de los grandes grupos internacionales. Consta de
vincristina, antraciclina, L-asparaginasa y esteroide. Aproximadamente 1 a 3% de
los pacientes con este esquema mueren durante la terapia de induccion a
consecuencia de la enfermedad y otro 1 a 3% muere durante induccién por
complicaciones relacionadas con el tratamiento. La fase de consolidacion consiste
en la administracion de metotrexate en altas dosis (mayor de 2 g por metro
cuadrado) que tiene la finalidad de penetrar en los sitios donde los agentes

guimioterapéuticos difunden con dificultad como el SNC.

Finalmente, se continda con la fase de mantenimiento que se basa en la rotacion
de medicamentos con mecanismo de accién diferentes aplicados en pares

semanalmente por espacio de 120 semanas. Esta parte del tratamiento puede
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variar de acuerdo al protocolo que utilice el grupo médico tratante.® Actualmente
el tratamiento se basa en el riesgo que tiene el paciente en recaer de la
enfermedad. Este enfoque permite que se trate a los nifios que tradicionalmente
tienen un desenlace muy bueno con un tratamiento menos intenso y se evite un
tratamiento mas intenso y téxico. Al mismo tiempo, permite que los nifios que
tienen una probabilidad mas baja de sobrevivir a largo plazo reciban un

tratamiento mas intenso que potencialmente aumente su probabilidad de curacién.

2.10 Factores Pronosticos y Definicion de Riesgo

A pesar del tratamiento actual, 20 a 25% de los pacientes presentaran recaida en
algin momento de la evolucion. Se han descrito factores de riesgo para recaida, la
mayoria de los cuales se establecen al diagnostico e incluyen variables del
huésped, de la leucemia y de la respuesta al tratamiento. Los factores de alto
riesgo para recaida son: edad mayor de 10 afios y menores de 1 afios, sexo
masculino, cifra de leucocitos mayor a 50,000 mm? al diagndstico, inmunofenotipo
T, la presencia de enfermedad en SNC, infiltracion testicular, traslocaciones como

la t (4:11), t (9:22), t (1:19), la hipodiploidia y la mala respuesta al tratamiento.*

2.11 Enfermedad Residual Minima (ERM)

2.11.1 Definicién

Es la cantidad de células leucémicas que permanecen al término de las distintas
fases del tratamiento, su analisis permite evaluar la eficacia del tratamiento vy,

actualmente, se acepta que dependiendo del nivel de expresién, se estratifique al
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paciente en buen o mal respondedor al tratamiento. El estudio de la ERM
mediante citometria de flujo, requiere definir al diagndstico el fenotipo asociado a
la leucemia, el cual servira para evaluar la cantidad de células residuales que
permanecen al final de cada fase del tratamiento. Posee una sensibilidad superior
a 1x10™*, es decir es capaz de detectar una célula tumoral entre 10,000 células
normales. Tradicionalmente se consideraba en remision con menos de 5% blastos
en el estudio morfolégico de médula 6sea, lo que equivale a la persistencia de 10
células o EMR del 1%. Sin embargo, el estudio de EMR puede detectar 1 célula
maligna en 10,000 células normales o mas, lo que cuantitativamente es 100 veces
mas sensible que técnicas morfolégicas.®>*® En general, se acepta que la
citometria de flujo detecta perfiles inmunofenotipicos anormales usando
marcadores que no son usuales en los linajes de médula 6sea y sangre. Asi, mas
del 90% de los casos de LLA pueden ser estudiados mediante citometria de flujo.
Otra ventaja de la citometria de flujo sobre las técnicas moleculares, es que la
primera analiza células vivas, eliminando células muertas o detritus de acidos

nucleicos, los cuales pueden dar positivos con los métodos moleculares.*>®

2.11.2 Citometria de flujo y su papel en leucemia linfoblastica aguda

Campana demostré que la deteccion de ERM >0,01% en médula ésea en la
remision posinduccion se correlaciona con altas tasas de recurrencia, y si dicha
ERM es >1% el prondstico es especialmente pobre. Igual hallazgo se observé con
niveles de ERM >0,1% en la semana 14 de terapia continua. La ERM fue

detectada con mayor frecuencia al final de la primera induccién (68%) que a la

DR ELOY PEREZ RIVERA Pagina 18



DETERMINACION DE ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL EN PACIENTES
PEDIATRICOS CON LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA DE LINAJE B

semana 14 (7%), pero la persistencia de ERM en la semana 32 se correlaciono
con pobre pronéstico.’” En estudio previo el mismo autor habfa demostrado que
los resultados obtenidos el dia 19 son mas fidedignos, puesto que la deteccién de
ERM se correlacionaba con recurrencia en el 28.4% a 3 afios, mientras que en
ausencia de ERM en este punto la recurrencia era del orden de 1.9%.*® Campana
también demostré que la presencia de células tumorales residuales al final de la
induccion (6 semanas) en 23% de los casos, iba disminuyendo con el paso de las
semanas alcanzando 17% en la semana 14, 5% en la 32, 4% en la 52 y ninguna al
final de la terapia en la semana 120. A su vez, la detecciobn de enfermedad
residual se correlacion6 con desarrollo de recurrencia en el 32.5% vs 7.5% en el
grupo negativo al final de la induccién y en la semana 14 de 42.2% contra 6.6%."
Estudios subsecuentes de Campana mostraron que encontrar ERM en el dia 19
de la terapia de induccién, al final de la misma y en las semanas 14, 32 y 56, se
correlacionaba con tasas mas altas de recurrencia, teniendo pobre prondstico los
niveles de ERM 21% al final de la induccion y 20.1% en la semana 14.'® Campana
logré concluir que los pacientes con negativizacion de ERM en la semana 14
tenian igual riesgo de recurrencia que los que nunca tuvieron EMR después de
completar la terapia de induccion, mientras que los que persistian con ERM
durante la terapia de continuacién incrementaba el riesgo de recurrencia a medida
gue pasaba del tiempo; de ahi, que algunos investigadores consideren que los
pacientes con ERM al final de la induccion se benefician de la medicion periddica

de ERM.2
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Mandrell concuerda en afirmar que ERM >1% al final de la induccién es indicador
de mal prondstico. Presenta un estudio del Hospital de San Judas donde se hace
medicion de ERM al fin de la terapia de induccién y en 3 momentos durante la
terapia de mantenimiento; en éste se encontrd correlacion entre ERM con altas
tasas de recurrencia; la persistencia de ERM al final de la induccion predecia
recurrencia en el 43% de los casos contra 10% en los nifios sin ERM; el riesgo de
recurrencia se incrementaba al 68% si persistia ERM en la semana 14 contra el
7% de los negativos. A la semana 32 ERM fue altamente predictiva. Se establecio
1% como el punto de corte de ERM al final de la induccion. EI mismo estudio
permiti6 reconocer que ERM se asocia frecuentemente a edad desfavorable,
cromosoma Filadelfia positivo y sensibilidad del blasto a la quimioterapia.™ La
identificacion de estos factores de alto riesgo ha facilitado la estratificacion de los
pacientes y ha permitido ajustar la intensidad del tratamiento al grupo de riesgo.
La finalidad es establecer un tratamiento de acuerdo al riesgo de presentar recaida y asi
reducir el numero de farmacos y en algunos casos las dosis de los agentes
quimioterapéuticos con lo cual se podrian disminuir las muertes por toxicidad y las
secuelas relacionadas con el tratamiento. De igual manera, la intensificacién del
tratamiento en casos de pobre pronéstico, reduce las fallas debidas al desarrollo de
resistencia a farmacos antineoplasicos.'® Existen caracteristicas clinicas y de laboratorio
que no determinan riesgo de falla al tratamiento, pero que contribuyen a la morbi-
mortalidad temprana y que impactan directa o indirectamente en las tasas de
supervivencia. Estas caracteristicas incluyen la presencia de alteraciones metabdlicas
como el sindrome de lisis tumoral y la hipercalcemia, alteraciones en la coagulacion,

procesos infecciosos y alteraciones en el estado nutricional, particularmente desnutricion.
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En el Hospital Infantil de Morelia, los recursos diagndsticos para la estratificacion
de los pacientes se han incrementado en las ultimas dos décadas. Actualmente,
no contamos con infraestructura para la evaluacion diagnéstica inicial y la
clasificacion inmunoldgica, citogenética y molecular. Estudios como el que se
presenta permitirian la estratificacion de nuestros pacientes e incrementar

potencialmente las tasas de supervivencia.
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3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La presencia de menos del 0.01% de células leucémicas al término de la
induccion a la remision en pacientes pediatricos tratados en el Hospital Infantil de

Morelia con leucemia linfoblastica aguda es un marcador de buen prondstico?
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4. HIPOTESIS

La negatividad de la enfermedad residual minima en los dias +15 y +35
posquimioterapia en nifios con LLA se asocia a buena respuesta clinica y factores

pronostico importantes.
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5. JUSTIFICACION

La leucemia linfoblastica aguda es el cancer mas frecuente en pediatria,
enfermedad que se encuentra cdémo la segunda causa de muerte en nifios. A
pesar de que la leucemia potencialmente puede alcanzar tasas de curacion de
hasta el 90%, en el Hospital Infantil de Morelia (HIM), el resultado es menor al
50%. Esto se debe probablemente a falla del tratamiento y efectos toxicos
colaterales. Uno de los parametros determinantes para identificar pacientes con
buen prondstico, es la cuantificacion de células leucémicas residuales (ERM) que
permanecen durante y al término de induccion a la remision. En nuestro pais aun
es poca la informacion de la ERM y no ha sido establecido el porcentaje de
respuesta a la ERM, por lo que no es posible identificar pacientes con buen
prondéstico (pacientes con indices menores al 0.01% de células leucémicas) y que
potencialmente se pueden beneficiar de una terapia menos intensa y con menos
efectos adversos. Ademas, tampoco es posible identificar los pacientes que
potencialmente se beneficien con aumentar la intensidad de la terapia, cuando

presentan indices mayores al 0.01% de células leucémicas.

En el presente trabajo se pretenden establecer las condiciones para la
cuantificacion de la ERM por citometria de flujo y su asociacion al tratamiento

quimioterapéutico.
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6. OBJETIVO

6.1 Objetivo general:

1. Cuantificar la enfermedad minima residual en los dias +15 y +35
posquimioterapia de induccién a la remision y su asociacion clinica y

diferentes factores prondéstico.

6.2 Objetivos especifico

1. Clasificar el subtipo de LLA de linaje B y establecer el inmunofenotipo

asociado a leucemia.

2. Correlacionar la cantidad de enfermedad residual minima con el estado

clinico.

3. Correlacionar los principales factores pronostico con la enfermedad residual

minima
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1Sitio de estudio

Departamento de Hemato-Oncologia del Hospital Infantil de Morelia “Eva Samano
de Lépez Mateos”, Laboratorio Citopatologia Molecular de la Division de estudios
de Posgrado de la Facultad de Ciencias Médicas y Bioldgicas “Dr Ignacio Chavez”

de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

7.2Muestra
Se incluyeron 51 pacientes que departamento de Hemato-Oncologia Pediatrica
durante el periodo del 1 de septiembre de 2011 al 30 de noviembre de 2012 en los

cuales se corroboro el diagnostico de Leucemia Linfoblastica Aguda.

7.3Disefio experimental
Es un estudio clinico, longitudinal, prospectivo y observacional en un grupo de

pacientes con leucemia linfoblastica aguda de estirpe “B”.

7.4Criterios de inclusion

7.4.1 Diagnostico de Leucemia Linfoblastica Aguda ratificado con analisis
morfolégico e inmunofenotipico de las células de médula ésea.

7.4.2 Sin tratamiento antineoplasico previo

7.4.3 Pacientes menores de 18 afnos.
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7.5Criterios de exclusion

7.5.1 Pacientes cuyo tutor no desee ingresar al protocolo

7.5.2 Pacientes que no reciban el tratamiento de induccion a la remision completo

7.5.3 Leucemia mieloblastica aguda, leucemia linfoblastica aguda de estirpe “T”
o leucemia aguda bifenotipica

7.5.4 Abandono anticipado del tratamiento

7.6Criterios de eliminacion
7.6.1 Pacientes que no sea posible obtener las muestras de medula 6sea para
cuantificacion de ERM en los dias +15 y +35.

7.6.2 Pacientes que fallezcan en la induccién a la remision.

7.7Descripcién de variables

7.7.1 Variable independiente. Porcentaje de enfermedad residual (ERM) al dia
+15y +35 de la terapia de induccion a la remision.

7.7.2 Variable dependiente. Estado clinico del paciente, factores pronostico,

analisis morfolégico de la medula 6sea.

7.8Procedimientos
Al sospecharse LLA se hospitaliza al paciente y se realiza la siguiente secuencia

de estudios.
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Estabilizacion y prevencion de
complicaciones

Firma de consentimiento
= informado y valoraciones por
Psicologia y Trabajo Social

. Diagnosti
md  Aspirado de medula osea ‘ = ?S. I_CO e.
Inmunotipificacion
e Estudios de laboratorio
e Estudios de gabinete

Sospecha de LLA

Quimioterapia de Analisis

estadistico

induccion a la
remision

7.8.1 Aspirado de medula 6sea.

Como parte del diagnéstico de leucemia linfoblastica aguda, se realizo el aspirado
de médula 6sea puncionando la espina iliaca postero-superior del lado derecho,
empleando la aguja de Hamshidi; bajo anestesia general inhalada con halotano
aplicada por médico anestesidlogo y acompafiado por una enfermera del servicio

en sala de procedimientos ambulatorios. La toma se realiz6 en dos partes; primero
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se obtuvieron 0.5 mL de muestra y se realizaron frotis en 5 laminillas, se tifieron
con el colorante de Wright, se contaron 500 células en el microscopio optico y se
determind leucemia aguda al encontrar al menos 25% de linfoblastos.
Posteriormente se tomaron 3 mL con anticoagulante EDTA (1/10 parte) para

realizar posteriormente el analisis inmunofenaotipico.

7.8.2 Estudios de laboratorio generales

Se tomé a los pacientes una muestra de sangre periférica para estudios hematicos
y seroldgicos para valoracion inicial y sospecha de leucemia, los cuales se
realizaron en el laboratorio clinico del Hospital Infantil de Morelia consistentes en
citometria hematica completa, pruebas de funcidon renal (creatinina, nitrégeno
ureico en sangre), electrolitos séricos (potasio, sodio, cloro, fosforo y calcio), acido
arico, deshidrogenasa Lactica. Se realizé ademas frotis de sangre periférica con
tincion de Wright y se analizaron las caracteristicas de las células periféricas con

la basqueda intencionada de blastos.

7.8.3 Estudios de gabinete

Se realiz6 radiografia de Torax postero anterior y lateral en caso de presencia de
masa mediastinal, tomografia de craneo en caso de sospecha de sangrado
intracraneal y resonancia magnética de craneo en casos de sospecha de

infiltracion leucémica al sistema nervioso central.
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7.8.4 Inmunotipificacion mediante Citometria de Flujo.

La muestra de sangre periférica o0 médula 6sea se filtrd y se realizé una dilucion
1:5 con solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) y posteriormente se contaron
los leucocitos empleando un contador automatizado. Se colocaron doscientos
cincuenta mil leucocitos en cada tubo (la cantidad de tubos fue de acuerdo al
grupo de anticuerpos que se emplearon dependiendo del subtipo de leucemia y
posteriormente se adicionaron los anticuerpos especificos conjugados a
Isotiocianato de Fluoresceina (FITC): CD3, CD5, CD10, CD34, CD20, IgM
citoplasmatico, TdT, y Ficoeritrina (PE): CD2, CD7, CD22, CD13, CD33, CD79a,
CD58 PerCP, con el anti-CD45PerCP como seleccionador de los blastos en cada
tubo. Para identificar los antigenos intracelulares, las células se incubaron con
solucion fijadora (50 pL) durante 15 min a 4°C, luego se adicionaron el anticuerpo
y 50 uL de solucion permeabilizadora. Se incub6 durante 20 min en refrigeracion y
después se agregd 1 mL de solucién de lisis incubando 15 min en refrigeracion.
Enseguida se centrifug6é a 1500 rpm durante 5 min, se deseché el sobrenadante y
se agregaron 500 uL de PBS centrifugando a 1500 rpm por 5 min. Finalmente, se
resuspendieron las células con 350 pL de PBS, se adquirieron en el citbmetro de
flujo y se analizaron empleando el programa Expo32 (Beckman Coulter, Inc. Miami

Florida, USA).
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7.8.5 Estudio de la Enfermedad Residual Minima mediante Citometria de
Flujo
Se tomaron de 3 a 5 mL de médula 6sea en los dias 15 (+15) y 35 (+35) del inicio
del tratamiento de induccion a la remision. Se contaron los leucocitos en
analizador automatizado de hematologia. Se colocaron un millébn de leucocitos en
dos tubos y se tifleron con los anticuerpos a) CD34-FITC/CD22-PE/CD19-
PerCP/CD45-ECD y b) CD19-FITC/CD34-PE/CD58PerCP/CD45-ECD durante 20
min a temperatura ambiente y oscuridad. Luego, se lisaron los eritrocitos
adicionando 2 mL de cloruro de amonio (NH4CL) durante 15 min a 4°C y
oscuridad. Se centrifugaron los tubos a 1500 rpm durante 5 min, se deseché el
sobrenadante y la pastilla celular se lavé con 1 mL de PBS dos veces, empleando
el tiempo y rpm antes descritas. Al final, las células se resuspendieron en 500 pL
de PBS y se adicionaron 50 uL de formaldehido al 1% en PBS. Se adquirieron y
analizaron de 250 a 500 mil células en el citometro de flujo Altra con el programa

Expo32 (Beckman Coulter, Inc., Miami Florida, USA)

7.8.6 Estabilizacion y prevencién de complicaciones oncolédgicas asociadas
Se iniciaron soluciones hiperhidratacion calculado a 3000 mim?scdia mas
alcalinizacién con bicarbonato de sodio a 50 megm?sc buscando mantener el pH
urinario entre 7 y 7.5, el gasto urinario >100 mim?schr. En presencia de sindrome
de lisis tumoral y falla terapéutica se indica tratamiento dialitico. Se utilizaron
hemoderivados a dosis de 15mlkgdo de concentrado eritrocitario y concentrado

plaguetario a dosis de 4 m?scdo para mantener niveles hematoldgicos minimos de
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hemoglobina de 10 gr y plaquetas >20 mil. En presencia de cor anémico se
transfunde a 5 mlkghr o transfusidbn por recambio. En pacientes con masa
mediastinal, hiperleucocitosis, sindrome de vena cava superior, sindrome de vena
cava inferior o sindrome de mediastino anterior se indicé dexametazona 1 mgm?do
intravenoso cada 6 horas, dosis maxima 16 mg en 24 horas, o prednisona

60mgm?sc dividido en 3 dosis.

Se inici6 de ventana esteroidea con prednisona a dosis de 60mgm?sc dividido en 3
dosis por 7 dias. Al termino toma de frotis de sangre periférica con tincion de
Wright y cuenta de blastos en sangre periférica en minimo de 100 células
analizadas considerandose buena respuesta a esteroide cuando se encuentran

<1000 blastos y mala respuesta a esteroide cuando se encuentran <1000 blastos.

Inicio de induccién a la remisién con vincristina a 2 mgm?scdo, intravenoso, en
bolo cada semana por 4 dosis totales. Daunorrubicina a 30 mgm?scdo,
intravenoso en infusion de 1 hora, cada semana por 4 dosis totales. L-
asparaginasa a 10,000 Ulmim?scdo intramuscular profundo cada 3 dias, nueve
dosis y prednisona a 60mgm?sc dividido en 3 dosis por 28 dias, con dosis de
reduccion de un 25% cada 3 dias hasta terminar. Se aplicd6 quimioterapia triple
intratecal con hidrocortisona, arabinosido de citosina y metotrexate, una dosis
semanal, 4 totales. Se realizaron revisiones al paciente al menos dos veces

durante la aplicacion del esquema de induccién a la remisiéon con toma de los
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estudios comentados en el punto 2, aunado a la toma de glucosa sérica y pruebas
de funcidn hepética (Transaminasa glutamico oxalacetica, Transaminasa

glutamico piravica, bilirrubina total, bilirrubina indirecta y bilirrubina directa)

7.9 Andlisis estadistico

Se realizé estadistica descriptiva inicialmente y para analizar la asociacion entre
los pardmetros clinicos y la EMR, se realiz6 ANOVA. Para la evaluacién de la
supervivencia en relacion a la EMR, se emplearon las curvas de Kaplan y Meier y

para comparacion de estas las curvas el test de Log Rank.

7.10 Consideraciones éticas.

Los pacientes fueron incluidos s6lo bajo el consentimiento de su padre o tutor. El
meédico a cargo les explico en que consistio el proyecto y que se requirid para el
estudio de la EMR, para lo cual firmaron la carta de consentimiento en la que
estuvieron de acuerdo en participar en el proyecto. Al paciente se le explico
claramente que las muestras requeridas son las que normalmente se toman para
el diagnostico de la enfermedad y para realizar su vigilancia clinica, sin que se
requirieran muestras adicionales. Los aspirados de médula 6sea lo realizaron los
médicos de base adscritos al servicio, bajo anestesia con las medidas necesarias
para prevenir cualquier complicacion. Se conté con evaluaciones por el servicio de
Psicologia del paciente y familia asi como valoracion por el servicio de Trabajo

Social.
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7.11 Recursos Fisicos y Materiales

El laboratorio de Citopatologia Molecular de la Divisiéon de Estudios de Posgrado
de la UMSNH se compone de un éarea fisica con las condiciones y equipamiento
adecuados para el desarrollo de protocolo. Cuenta principalmente con Citbmetro
de flujo FACS Altra (Beckman-Coulter, Inc. Florida, USA), campana de flujo
laminar, congeladores y ultracongeladores, centrifugas clinicas y microcentrifugas.
Contamos con toda la infraestructura y reactivos para realizar las metodologias
descritas en este proyecto. No se generd ningun gasto para los pacientes o

familiares.
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8. RESULTADOS

Se incluyeron 51 pacientes; 32 (62.7%) del sexo masculino y 19 (37.3%) del sexo
femenino (grafica 1) con un rango de 4 meses a 17 afos. La relacion hombre-
mujer fue 1.6:1 observandose un mayor grupo de pacientes del grupo masculino

en la muestra estudiada.

Grafica 1. Distribucion por sexo

Femenino
37.3%

Al agruparse los pacientes de acuerdo grupos etarios de importancia pronostica se
encontré que el grupo de menores de 1 afio a mayores de 10 afios fueron 14
(27.5%) y los mayores de 1 afio a menores 10 afios fueron 37 (72.5%) (Grafica 2).
El grupo de mal prondstico presenta una mayor incidencia, principalmente a
expensas de pacientes mayores de 10 afios (13/92.8%) ya que solo se observo un

paciente menor de 1 afio (1/7.2%) resultando que el grupo de pacientes en estudio
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presenta un gran numero de pacientes adolescentes que se asocia con mal
pronéstico. El porcentaje aqui reportado es mayor a lo que se ha publicado por
diferentes autores esperandose una incidencia de adolescentes del 20% y en este
estudio el porcentaje total de adolescentes es del 25.4%. También llama la
atencion que hay diferencias en los pacientes menores de 1 afio ya que lo
esperado en este caso era al menos un 3% y en este estudio fue de 1.9%.

Grafica 2. Distribucion por edad

m <1 ailo a >10 afos

>1 afio a <10 afios

72.5%

La enfermedad residual minima al dia +15 resulto; menor que 0.01% en 5 (21.7%),
de 0.01 a 0.99% 10 (43.5%) y mayor a 1% en 8 (34.8%) (Grafica 3). La
negatividad resulta ser menor a la esperada aunque al considerarse como punto
de corte de buen pronostico 1% para el dia +15 como sugieren grupos
internacionales se cuenta con 15 (65.2%) que es en un porcentaje similar a los

resultados publicados por los grupos cooperativos mas importantes del mundo.
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Grafica 3. Enfermedad Minima Residual al dia +15

21.7%

34.8%
0.0
m0.01a0.99
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La Enfermedad Residual Minima del dia +35 resulto; menor de 0.01% en 12
(37.5%), de 0.01 a 0.99% en 18 (56.3%) y mayor de 1% en 2 (6.3%) (Grafica 4).
La negatividad de la enfermedad minima residual resulta francamente menor
considerando el punto de corte al dia +35 menor de 0.01% ya que se espera un

85% en este nivel de ERM diferente al 37.5% de la muestra estudiada.
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Grafica 4. Enfermedad Minima Residual al dia +35

0.0
m0.01a0.99
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El atraso en la quimioterapia de menos de 7 dias se encontrd6 en 12 (37.5%)
pacientes, mientras que un retraso mayor a 8 dias se observo en 20 (62.5%)
(Tabla 1). En los pacientes con retraso de quimioterapia menor a 7 dias y ERM
<0.01, se encontraron 10 (31.2%) y con atraso de mas de 8 dias 2 (6.2%). La
ERM >0.01 en pacientes con retraso menor a 7 dias se observo en 2 (6.2%),

mientras que en pacientes con retraso mayor a 8 dias fueron 18 (56.2%).

Tabla 1. Retraso en la quimioterapia de induccion a la remision

Retraso
<7 DIAS 12 (37.5%) 10 (31.2%) 2 (6.2%) 0.005
>8 DIAS 20 (62.5%) 2 (6.2%) 18 (56.2%)
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Los leucocitos al diagnostico encontrados; mayor a 50,000, en 11 (21.6%) y menor
a 50,000 en 40 (78.4%) (Grafica 5). No existe diferencia al porcentaje esperado de

mal prondstico.

Grafica 5. Cuenta de leucocitos al diagnostico

>50,000
m <50,000

Al revisar las principales variables con valor prondstico en el tratamiento de la LLA
encontramos que la infiltracién primaria al Sistema Nervios Central se presento6 en
3 (5.9%) y fue negativo en 48 (9.1%) que resulta similar a lo esperado (Grafica 6).
En este factor pronostico no existen diferencias con lo reportado a nivel

internacional.
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Grafica 6. Infiltracion del Sistema Nervioso Central

5.9%

Positivo

B Negativo

La respuesta a esteroide medida en frotis de sangre periférica por microscopia de
luz encontramos buena respuesta en 38 (74.5%) y mala respuesta en 13 (25.5%).
Nuestro grupo encontré una respuesta pobre a la prefase con esteroide mayor a la
esperada (10%) (Grafica 7). Tradicionalmente se ha considerado que la respuesta
a esteroide es una prueba de quimio sensibilidad in vivo, similar a la enfermedad
residual minima y llama la atencién que la respuesta no es adecuada encontrando
células leucémicas residuales, en este caso en mayor cantidad a la esperada

posterior a la aplicacion del esteroide.
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Grafica 7. Respuesta a esteroide
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El indice de DNA encontrado fue de 1 en 42 (82%), mayor de 1 a 1.15; 6 (7.7%) y
mayor de 1.16; 3 (5.9%) (Grafica 8). Menor a 1 no se encontraron casos. El indice
de DNA de buen pronéstico fue menor al esperado (20-25%).

Grafica 8. indice de DNA

INDICE DNA
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La fase S del ciclo celular <6.5 encontrada fue de 25 (49%) y >6.5 fueron 26 (51%)
(Grafica 9). El resultado en nuestro estudio es similar en relacion al punto de corte
considerado factor prondstico, pero diferente a lo publicado por otros

investigadores.

Grafica 9. Fase S del ciclo celular

E>6.5

49% <6.5

El inmunofenotipo méas frecuente fue el pre-b con 31 (60.8%), seguido de B-
temprana con 12 (23.5%) y de pro-B con 8 (15.7%) (Grafica 10). El inmunofenotipo

de buen prondstico encontrado fue el esperado inicialmente.
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Grafica 10. Inmunofenotipo al diagnhostico

PRO-B
B-TEMPRANA

N PRE-B
23.5%

La coexpresion de CD33 se presentd en 6 (11.8%) pacientes. Y de 5 (9.8%) en la

coexpresion de CD 13.

La expresion de CD10 fue positiva en 40 (78.4%) y negativa en 11 (21.6%)
(Grafica 11). Se esperaba un 90% de positividad por lo que el resultado es

diferente a lo publicado.
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Grafica 11. Presentacion de CD 10

m POSITIVA
NEGATIVA

Al final del estudio el estado actual documentado fue; pacientes vivos y libres de
enfermedad fue de 39 (76.8%), en recaida 5 (9.8%) y 7 (13.7%) fallecieron

(Grafica 12). Este resultado es satisfactorio ya que previamente se contaba con

vivos y libres de enfermedad del 50%
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Grafica 12. Estado actual

m VIVOS
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Al realizar el analisis de correlacion de las variables consideradas como de buen
pronéstico, encontramos significancia estadistica en la cuenta de leucocitos y la
negatividad de la ERM al dia +15 lo cual confirma el buen prondstico de contar
con baja carga tumoral al diagndstico. La positividad de CD33 resulto
correlacionarse con la positividad de la ERM al dia +35, previamente considerada
factor de mal prondstico debido a resistencia a la quimioterapia en el trabajo
documentamos que su presencia explica la mala respuesta en nuestros pacientes

(Tabla 2).
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Tabla 2. Factores pronostico

VARIABLE n (%) Dia 15 Dia 35
SEXO 0.596 0.937
Masculino 32 (62.7%)

Femenino 19 (37.3%)
EDAD 0.635 0.736

<1 a >10 anos 14 (27.5%)

>1y <10 37 (72.5%)
SNC 0.259 0.651
Positivo 3 (5.9%)
Negativo 48 (94.1%)
ESTEROIDE 0.262 0.309
Buena respuesta 38 (74.5%)
Mala respuesta 13 (25.5%)
INDICE DNA 0.371 0.906
<1 1(1.9%)
1 42 (82.4%)
1-1.15 6 (7.7%)
>1.16 3 (5.9%)
LEUCOCITOS 0.008 0.400
Menor de 50 mil 40 (78.4%)
Mayor de 50 mil 11 (21.6%)
CD 10 0.070 0.926
Positivo 40 (78.4%)
Negativo 11 (21.6%)
CD 13 0.630 0.826
Positivo 5 (9.8%)
Negativo 46 (90.2%)
CD 33 0.714 0.040
Positivo 6 (11.8%)
Negativo 45 (90.2%)
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9. DISCUSION

La negatividad de la ERM resulta ser menor a la esperada al dia +15 aunque al
considerarse como punto de corte 1% para el dia +15 como sugieren grupos
internacionales se cuenta con 15 (65.2%) que resulta en un porcentaje similar a los

resultados publicados por los grupos cooperativos mas importantes del mundo.

La negatividad de la enfermedad minima residual al dia +35 resulta francamente menor
considerando el punto critico menor a 0.01% ya que se esperaba un 85% en este nivel de

ERM, diferente al 37.5% de la muestra estudiada.

El retraso en la quimioterapia de induccién en el dia +35 se identific6 que 8 dias de
retraso impacto en el resultado de la ERM. Este retraso corresponde a una semana en el
tratamiento de la quimioterapia de induccion la remision y se presento en el 62.5% (20) de
casos analizados comparado con 37.5% (12) en los cuales el retraso fue menor de 7 dias.
Esta diferencia resulto estadisticamente significativa al comparar los casos de ERM
>0.01% con 8 dias de retraso, al observarse en 18 (56.2%) y solo 2 (6.2%) en aquellos
con menos de 7 dias de retraso, con una p0.005. Este hallazgo puede explicar las
diferencias de respuesta, en nuestro trabajo hay mas casos de ERM positiva en el dia +35
respecto a los publicado por grupos internacionales con una mayor respuesta medida por
ERM. Hasta nuestro conocimiento no hay reportes en la literatura que menciones este

resultado, probablemente esta en relacion a que la ERM es un estudio que
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frecuentemente no se realiza en paises como el nuestro donde el retraso en la

quimioterapia es frecuente.

La relacion hombre-mujer fue 1.6:1 observdndose un mayor grupo de pacientes del grupo
masculino en la muestra estudiada el cual en estudios previos se consider6 de mal
prondstico. En el andlisis correlacién no se observé significancia estadistica en cuanto al

sexo Y la respuesta a ERM en dias +15 (p 0.596) y +35 (0.937).

Al revisar las principales variables con valor pronéstico en el tratamiento de la LLA
encontramos que el grupo etario de mal prondstico presenta una mayor incidencia,
principalmente a expensas de pacientes mayores de 10 afios (13/25.4%) ya que solo se
observé un paciente menor de 1 afio (1/7.2%). En el grupo de pacientes en estudio existio
un nimero elevado de pacientes adolescentes, lo cual que se asocia con mal prondstico.
El porcentaje aqui reportado es mayor a lo que se ha publicado por diferentes autores
esperandose una incidencia de adolescentes del 20% y en este estudio el porcentaje total
de adolescentes es del 25.4%. Sin embargo en el analisis de correlacion no existio
diferencias entre la edad y la ERM en los dias +15 (p 0.635) y +35 (0.736). Llamo la
atencion que hay diferencias en los pacientes menores de 1 afio ya que lo esperado en

este caso es al menos un 3% y en este estudio fue de 1.9%.

La infiltracion primaria al Sistema Nervioso Central resulto similar a lo esperado. Este
factor prondstico al estar asociado con fracaso del tratamiento y corresponder al segundo
sitio mas frecuente de recaida parece no tener lugar en la explicacion de los resultados
bajos de respuesta de la ERM al dia +15 (0.249) +35 (0.651) como podria presuponerse

inicialmente.
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En la cuenta de leucocitos encontrados al diagnostico que se considera una variable
asociada a carga tumoral, y que se considera como bésica para la decision terapéutica ya
gue se asocia con la respuesta al tratamiento no existié diferencia en cuanto al porcentaje
esperado de mal prondstico, sin embargo en el analisis de correlacion, el dia +15 mostro
una significancia de 0.08 con la cuenta menor de 50,000 leucocitos. En el dia +35 (0.400)

no se observo diferencia correlacion.

Nuestro grupo encontré que la respuesta pobre a la prefase con esteroide fue mayor
(25.5%) a la esperada (10%). Tradicionalmente se ha considerado que la respuesta a
esteroide es una prueba de quimio sensibilidad in vivo, esto es, similar a la Enfermedad
Residual Minima y la correlacién no mostro significancia estadistica (Dia +15, p 0.262 y
dia +35, p 0.309).El indice de DNA de buen prondstico fue menor al esperado (20-25%).
El porcentaje de pacientes en fase S resulto muy similar en ambos grupos sin observar
correlacion entre con la ERM, por lo que es necesario continuar con estos estudios ya que
los farmacos quimioterapéuticos tienen blancos distintos en la interfase del ciclo celular y
el conocimiento de las caracteristicas de la leucemia en nuestros pacientes podria ofrecer

una ventana terapéutica interesante.

El inmunofenotipo, la expresion de CD10 y la coexpresion mieloide CD13 y CD33 no
observo diferencias significativas con la ERM en el dia 15. Pero mostro significancia la

coexpresion mieloide CD33 con la respuesta en el dia +35.

El resultado del tratamiento hasta la Ultima evaluacién no mostro correlacién con la ERM

en ninguna de las tomas, sin embargo y a pesar de que la ERM es el principal factor
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pronostico asociado a recaida habra que considerar en el tiempo de seguimiento aun es

breve.

Al analizar el retraso en la quimioterapia se encontré que un tiempo mayor a 8 dias el cual
corresponde a una semana de la quimioterapia de induccion o al 25% de tiempo de la
intensidad de dosis presenta correlacion con la positividad de la enfermedad minima
residual. Este hallazgo no ha sido reportado en otros trabajos, probablemente debido a
que el retraso en la quimioterapia se presenta en paises en vias de desarrollo
principalmente, con dificultades en el tratamiento de soporte. EI mejoramiento de las
condiciones de tratamiento de estos pacientes potencialmente mejoraria la intensidad de
dosis aplicada y aumentaria el efecto anti leucémico de los farmacos que se pierde

durante el retraso.

Finalmente, debemos considerar que este trabajo comparado con lo que grupos
internacionales reportan, es claro que hay diferencias. Esta situacion, sugerimos, debe ser
investigada, desde nuestro punto de vista con mas estudios y potencialmente un mayor
namero de pacientes, preferentemente en paises como México en vias de desarrollo, en
un universo de pacientes en las condiciones econdémicas, geograficas y probablemente de
raza similares a la nuestra, ya que los paises donde la ERM se encuentra mejor
desarrollada las condiciones donde viven y son tratados estos pacientes son

sustancialmente diferentes a los nuestros.

La investigacion en México en una patologia como es la LLA resulta mandatoria, tanto por
las implicaciones de incidencia, como por la potencial tasa curacion que estos pacientes

presentan. Recordando que en estos pacientes el tratamiento oncolégico es
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completamente gratis y en general se cuentan con los medicamentos completos, es

necesario identificar ,las posibles causas de las diferencias en los resultados de

tratamiento y con el tiempo e investigacion clinica efectiva mejorarlos.
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10.CONCLUSIONES

La enfermedad minima residual requiere de mayor investigacion en el pais,
nuestro grupo encontr6 que la cuenta menor a 50 mil leucocitos al
diagndstico, la coexpresion de CD33 tiene correlacion con la respuesta a la
quimioterapia y la enfermedad residual minima y el retraso en la
quimioterapia juega un critico importante en el fracaso en el tratamiento de

la leucemia
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11.ANEXO 1
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo : identificado con
En representacion legal de

manifiesto haber sido informado sobre el
objetivo de la recoleccion de una muestra de sangre o de medula 6sea (tomada
durante los procedimientos de medula 6sea (MO) programados dentro del
protocolo) para evaluar probables marcadores de enfermedad residual no evidente
con los examenes usuales como las biopsias y citologias de medula 6sea y
hemogramas realizados durante el tratamiento. Las muestras tienen como fin ser
evaluadas para unos marcadores que buscan evaluar si hay enfermedad
leucémica residual no evidente con los estudios que se hacen a la fecha. Dado
que de los resultados de esta busqueda aun no sabemos su real utilidad y lo que
pretendemos es aclarar si los hallazgos tienen o no relacibn con el
comportamiento futuro de la enfermedad, por ahora estos resultados no seran
tenidos en cuenta sino que se verificaran al final del tratamiento buscando si se
asociaron a eventos como buena respuesta al tratamiento, recaida o persistencia
de enfermedad. Seré informado de los resultados en el momento en que yo lo
solicite, también podré solicitar informacién adicional de la evolucién del
conocimiento y su impacto en estos resultados, podré rehusarme a autorizar que
se lleven a cabo los estudios en las muestras posteriores, estos procedimientos no
representardn riesgo adicional dado que se realizaran en el mismo tiempo
anestésico de la quimioterapia intratecal programada dentro de su protocolo de
tratamiento. No se tomaran biopsias de médula 6sea ni estudios adicionales con
miras a realizar Unica y exclusivamente estos marcadores. Podré retirar mi
consentimiento para continuar con esta evaluacibn en el momento que lo
considere pertinente. Los resultados de esta evaluacion no tendran por ahora
ningun impacto sobre el tratamiento propuesto a mi hijo. No habra perjuicio para el
paciente en caso de retirar mi consentimiento para continuar con esta evaluacion.
En constancia de lo anterior y sin dudas o aclaraciones adicionales firmo:

DR ELOY PEREZ RIVERA
En calidad de testigo

DR PRIMO CRUZ BORJA
En calidad de testigo
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12. ANEXO 2

Hoja de recoleccidon de datos en pacientes con leucemia linfobldstica aguda

1) Al diagnéstico

Fecha de No. de
ingreso registro
Nombre Afiliacion
Sexo Edad Observaciones:
Antecedentes:

AHF.- Neoplasias hematologicas

No
hematoldgicas

APNP.- Residente
Originario

Ocupacion Nivel socioeconémico

Urbano/rural Escolaridad

Mielotéxicos benceno solve pesticid
ntes as

electromagnétic radiacio Quimioterapia
0S nes

Otros:

APP.- Cronicos DM HAS Cardiologicos
degenerativos:

Nefropatias Hepatopatias Hepatopatia

Neuropatia OTROS
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PERINATALES

Peso

Talla

SDG

Patologias del
producto

Patologias de

la madre

Patologias del padre

Madre

toxicomanias

Padre toxicomanias

Sintomas al diagnéstico:

Tiempo de evolucion del

padecimiento:

Astenia Adinami Pérdida de peso Hiporexi
a a

Cefalea Mialgias Artralgia Dolor

S 0seo
Disnea Infeccion Sangrad

es 0s

Otros
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Examen fisico al diagnostico:

Adenopati Palidez Sangrad Parpura
as 0s
Hepatomegalia Esplenomegalia Dolor éseo
cm cm
Fiebre Infecciones
Infiltracion
extramedular
Peso Karnofsky
Otros:

(Al diagndstico)
Enfermedad Residual

2. En cada toma de muestra para evaluar

BH Q.S Serologi Médula Inmunofenotipo Cariotipo
a Osea
Hb Gluc. VH Morf. % Ac. %| IMF Ac. % | IMF No.
B copi
as
Hto Urea VH Eritro CD2 CD79
C
VCM Creat. VIH Prom CD3 TdT
HCM Mielo CD5 MPO
Leuc Metami CD7 Glif A
Neutr Bandas CD10 HLA
Linf Alb: PT Seg CD11 igM
Basof BT Eos CD13 C. kap
Eos BD Bas CD14 C. Lam
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Mono Bl Linf CD15 Indice
DNA

Blasto DHL Mono CD19 Reacciones
S Citoquim
Coagulaci | K Plasm CD20 %
on
Plaq Ca Blastos CD21 Perox

P Megas CD22 PAS

AC.Uri Celular CD33 Cariotipo Sudan

co negro

LCR Infil CD34 Esterasa

Clasif. CD38 NaF
FAB
CDh41
CD71
ESTUDIOS DE IMAGEN
Rx torax
Otros
ASPIRADO DE MEDULA OSEA
Cantidad de blastos Dia +15 Dia +35
ESQUEMA DE QUIMIOTERAPIA
Vincristina D+7 D+14 D+21 D+28
Daunorrubicina D+7 D +14

Asparaginasa D+8 | D+10 | D+12 | D+15 | D+17 | D+19 | D+22 | D+24 | D+26

Esteroide Inicio Termino

COMPLICACIONES

Fecha Eventualidad
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