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RESUMEN

La Enfermedad Minima Residual permite la deteccion temprana de minimas cantidades
de blastos en muestras de méedula 6sea de pacientes con Leucemia Linfoblastica Aguda
B, lo cual seria imposible diagnosticarlo por métodos histopatolégicos, por lo que es
fundamental para la conformacion de los grupos de riesgo y respuesta al tratamiento. El
objetivo de este trabajo de investigacion es determinar la correlacion entre la
Enfermedad Minima Residual y recaida medular en pacientes pediatricos. El trabajo que
se plantea es de caracter descriptivo, correlacional, de corte transversal, no
experimental, a través de la recoleccion de datos de las historias clinicas de los
pacientes de SOLCA-Guayaquil, de Mayo del 2015 a Mayo del 2017. Los resultados
concluyeron que 203 pacientes fueron diagnosticados con Leucemia Linfoblastica
Aguda de los cuales 140 eran de estirpe B entre 1 y 14 afios (68.9%), la incidencia fue
del 2.02% en el 2016, de los 107 pacientes escogidos para el estudio 81 presentaron
Enfermedad Minima Residual post-consolidacion positiva (75,7%) de ellos 31
presentaron recaida medular (38,2%); mientras que 26 pacientes fueron negativos
(24,3%) y de estos 6 presentaron recaida medular (23.1%), por lo que se concluye que el
estudio de Enfermedad Minima Residual post-consolidacién es un importante factor
predictivo para la aparicion de recaida medular en los pacientes pediatricos con
Leucemia Linfoblastica Aguda B.

Palabras clave: Enfermedad Minima Residual, Citometria de Flujo, Leucemia
Linfoblastica Aguda B.



ABSTRACT

The Minimal Residual Disease allows the early detection of minimal amounts of blasts
in bone marrow samples from patients with Acute B Lymphoblastic Leukemia, which
would be impossible to diagnose by histopathological methods, so it is essential for the
conformation of risk groups and response to the treatment. The objective of this
research is to determine the correlation between Minimum Residual Disease and bone
marrow relapse in pediatric patients.The work proposed is descriptive, correlational,
non-experimental, through the collection of data from the clinical records of SOLCA-
Guayaquil patients, from May 2015 to May 2017. The results concluded that 203
patients were diagnosed with Acute Lymphoblastic Leukemia of which 140 were of line
B between 1 and 14 years (68.9%), the incidence was 2.02% in 2016, of the 107
patients chosen for the study, 81 patients had post-consolidation Minimal Residual
Disease positive (75.7%) of them 31 presentation bone marrow relapse (38.2%); while
26 patients were negative (24.3%) and of these 6 were bone marrow relapse (23.1%),
so it is concluded that the study of post-consolidation Minimum Residual Disease is an
important predictive factor for the appearance of bone marrow relapse in pediatric
patients with Acute B Lymphoblastic Leukemia.

Key words: Minimal Residual Disease, Flow Cytometry, Acute B Lymphoblastic
Leukemia.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION
La Leucemia es una enfermedad neoplasica que se produce por un trastorno genético
que ocasiona la transformacion maligna de una determinada célula hematopoyética
linfoide o mieloide dando origen a una proliferacion monoclonal de la misma y
constituyen las neoplasias malignas de mayor frecuencia en la infancia. (Berhman,
Kliegman, & Jenson, 2006) (Aixala, Basack, Chiappe, & Deana, 2012) (Kumar, Abbas,
& Fausto, 2010)

Segun la estirpe celular afectada la Leucemia sera mieloide o linfoide, esta Gltima a su
vez se divide en B o T, y de acuerdo a su evolucion en aguda o crénica

Para el 2017 la Sociedad Americana Contra el Céncer calculé que en los Estados
Unidos (incluyendo tanto adultos como nifios) aproximadamente habra 5,970 nuevos
casos de Leucemia Linfoide Aguda (3,350 hombres y 2,620 mujeres) diagnosticados y
aproximadamente 1,440 personas (800 hombres y 640 mujeres) moriran por su causa.
(Sociedad Americana contra el Cancer, 2017)

Segun datos de la pagina del Registro de Tumores de SOLCA la Leucemia Linfoide en
Guayaquil en el afio 2010 tuvo una incidencia de 2,7% en hombres y 3,8% en mujeres.
(Solca, 2017)

La Leucemia Linfoide o Linfoblastica Aguda B (LLA-B) representa el 85% de las
leucemias y se da principalmente en nifios, en los cuales la proliferacion monoclonal de
células inmaduras (linfoblastos) en médula 6sea(> 20%) produce un desplazamiento de
los elementos medulares normales lo que ocasiona citopenias (anemia, neutropenia,
trombocitopenia) con los consiguientes sintomas de palidez, fatiga, presencia de
hematomas, epistaxis y fiebre ademas de dolor 6seo y articular. (Berhman, Kliegman, &
Jenson, 2006) (Kumar, Abbas, & Fausto, 2010) (Rubin & Strayer, 2012)

La Enfermedad Minima Residual, es la presencia de células patologicas posterior a un
tratamiento quimioterapéutico, que no pueden ser detectadas por el estudio
histopatoldgico, constituye un factor para la clasificacion de los grupos de riesgo,
permite la deteccion temprana de recaidas en etapas previas a la aparicion de los
sintomas y de esta manera contribuye en la toma de decisiones clinicas dirigidas a la
remision completa de la enfermedad. (Aixala, Basack, Chiappe, & Deana, 2012)
(Sajaroff, Rubio, Medina, & Sanz, 2012) (Schrappe, Stanulla, & Harrison, 2010)

El estudio de la Enfermedad Minima Residual del dia 15, post-induccion y al terminar
la consolidacion permiten definir la adecuada respuesta al tratamiento con un rapido
descenso de blastos y la remision de la enfermedad, considerandose a estos tres estudios



como predictivos de recaidas, luego se la realiza durante el mantenimiento y al terminar
el tratamiento como estudios de control. (Aixala, Basack, Chiappe, & Deana, 2012)
(Sajaroff, Rubio, Medina, & Sanz, 2012) (Schrappe, Stanulla, & Harrison, 2010)

La recaida medular es la presencia de células patoldgicas (linfoblastos) en valores
superiores al 5% después de una remision completa durante o después del tratamiento
(Leach & Drummond, 2015)

El propdsito de este trabajo de investigacion es la correlacion de los datos obtenidos en
los estudios de Enfermedad Minima Residual que se realizan al terminar la fase de
consolidacién del tratamiento con el nimero de pacientes en los que se produjo recaida
medular y de esta manera sea utilizado como un factor predictivo de recaidas

Por tanto se propone el disefio de un protocolo estandarizado del servicio de Citometria
de Flujo para el diagnoéstico y seguimiento de los pacientes pediatricos con Leucemia
Linfoblastica Aguda B el cual colaborard como una herramienta importante para el
Departamento de Pediatria con el fin de obtener una mayor cantidad de pacientes en
remision de la enfermedad



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud, el cancer es una de las principales
causas de morbi- mortalidad a nivel mundial. En el 2012 se registraron cerca de 14
millones de nuevos casos, siendo la segunda causa de muerte en el mundo; en el 2015,
ocasiond 8,8 millones de defunciones que aproximadamente una de cada seis se debe a
esta enfermedad (OMS, 2017)

Se estima que el numero de nuevos casos de Leucemia en el 2017ser& de 13,7 por cada
100.000 hombres y mujeres por afio que corresponde al 3,7% de nuevos casos de cancer
y el niUmero de muertes sera de 6,8 por cada 100.000 hombres y mujeres por afio que
corresponde al 4,1% de todas las causas de muertes al afio en los Estados Unidos (NIH,
2017)

Segun datos de la pagina del Registro de Tumores de SOLCA la Leucemia Linfoide en
Guayaquil en el afio 2010 tuvo una incidencia de 2,7% en hombres y 3,8% en mujeres,
siendo la causa mas importante de cancer en la infancia (40%). (Solca, 2017).

La Leucemia Linfoblastica Aguda esté incluida dentro del Programa de Enfermedades
Catastréficas del Estado Ecuatoriano, amparados por la Constitucion en el capitulo
tercero articulo 35 el cual indica que recibiran atencion prioritaria y especializada en los
ambitos publico y privado, asi como también se incluye en los objetivos del Plan
Nacional del Buen Vivir, asegurando la prestacion universal y gratuita de los servicios
de atencion integral de salud (M.S.P, 2013).

1.2.1. DETERMINACION DEL PROBLEMA

El problema planteado es la deficiencia por parte del Departamento de Pediatria al no
utilizar el estudio de Enfermedad Minima Residual que se realiza al terminar la fase de
consolidacion del tratamiento como factor predictivo de recaida medular dentro del
protocolo de manejo de los pacientes pediatricos con Leucemia Linfoblastica Aguda B
en el ION-SOLCA Guayaquil.

Las causas de este problema provienen de: la falta de un criterio unificado para solicitar
el examen de Enfermedad Minima Residual post-consolidacion, la falta de informacién
del paciente, el costo del estudio, el abandono de los controles, provocando asi un
tratamiento inadecuado, la deteccion tardia de recaidas, la aparicién de complicaciones
e incluso el aumento de la mortalidad

1.2.2. PREGUNTAS DE INVESTIGACION
¢Cual es la incidencia de la Leucemia Linfoblastica Aguda en pacientes pediatricos?



¢Cual es la relacion entre la presencia de Enfermedad Minima Residual positiva post-
consolidacion vy la presencia de recaida medular?

1.2.3. JUSTIFICACION

El problema al no utilizar el estudio de Enfermedad Minima Residual post
consolidacion lleva a la pérdida de un importante factor predictivo de recaida medular,
el cual ayudaria a tener una mayor cantidad de casos con remision de la enfermedad.

El presente trabajo investigativo plantea que se establezca el estudio de Enfermedad
Minima Residual post consolidacion como factor predictivo de recaida medular en el
protocolo de manejo de los pacientes pediatricos con Leucemia Linfobléstica Aguda B
en el ION-SOLCA Guayaquil.

JustificAndose proponer el disefio de un protocolo estandarizado del servicio de
Citometria de Flujo de diagndstico y seguimiento de los pacientes pediatricos con
Leucemia Linfoblastica Aguda B

Colaborar de esta manera con una herramienta de utilidad en la decision terapéutica del
médico oncologo pediatra.

1.2.4. VIABILIDAD

El proyecto de investigacion se realiza en el Instituto Oncologico Nacional SOLCA
Guayaquil, con el apoyo del Departamento de Docencia, Departamento de
Investigacion, Departamento de Estadistica, Departamento de Anatomia Patoldgica,
Departamento de Citometria de Flujo y Departamento de Pediatria.

El estudio es viable ya que resulta de interés para la institucion y existen los permisos
correspondientes para su investigacion y realizacion. Se dispone acceso a las historias
clinicas del sistema informatico hospitalario, datos del departamento de estadistica, e
informacion referente a los informes de los estudios de Enfermedad Minima Residual
que se encuentran en el servicio de Citometria de Flujo, con el fin de seleccionar los
pacientes que han sido diagnosticados con Leucemia Linfoblastica Aguda B.

Se cuenta con la colaboracidn del equipo del servicio de Citometria de Flujo constituido
por: un Médico especialista en Anatomia Patoldgica, dos Bidlogos, un Quimico y una
secretaria administrativa, asi como también de los Médicos Tratantes del departamento
de Anatomia Patologica y de Pediatria



1.3. FORMULACION DE OBJETIVOS GENERALES Y ESPECIFICOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL.:
Determinar la correlacion entre la Enfermedad Minima Residual y recaida medular en
pacientes pediatricos con Leucemia Linfoblastica Aguda B.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:
Establecer la incidencia de Leucemia Linfoblastica Aguda B en pacientes
pediatricos.
Indicar cual es la relacion entre la presencia de Enfermedad Minima Residual

positiva post-consolidacion y recaida medular

Disefiar un protocolo estandarizado del servicio de Citometria de Flujo para el

diagndstico y seguimiento de

Linfoblastica Aguda B

1.3.3. HIPOTESIS
Existe una relacion entre la deteccion de Enfermedad Minima Residual post-
consolidacién y la presencia de recaida medular en los pacientes pediatricos con
Leucemia Linfoblastica Aguda B

1.3.4. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

los pacientes pediatricos con Leucemia

Escala
Variables Definicion Dimensiones Indicadores Instrumento Valorativa
Leucemia Enfermedad Presencia de | Presencia de | Microscopio Escala de la
Linfoblastica neoplasica en la | células infiltracién Optico FAB:
Aguda B cual un trastorno | neoplasicas en | blastica L1,L2,L3
genético produce | médula Gsea en
la un  porcentaje Citometria de | EGIL: Pre B,
transformacion de infiltracion | Ausencia de | Flujo Pro B, B
maligna de una | >20% infiltracion Comun
celula blastica Estudios de
hematopoyética Biologia Con
linfoide dando Molecular traslocacion

origen a una
proliferacién
monoclonal de la

misma

Sin
traslocacion




Enfermedad Es la presencia | Presencia  de | Presencia de | Citometria de | Positivo
Minima Residual | de células | células infiltracion Flujo
post patolégicas neoplésicas en | blastica
consolidacion posterior a la | médula Gsea en PCR Negativo
fase de | un  porcentaje
consolidacion de | de infiltracién > | Ausencia de
tratamiento, que | 0.01% infiltracion
no pueden ser blastica
detectadas por el
estudio
histopatoldgico
Recaida Medular | Es la presencia | Presencia de | Presencia de | Citometria de | Positivo
de células | células infiltracién Flujo
patolégicas neoplésicas en | blastica con o sin
(linfoblastos) en | médula 6sea en | sintomas PCR Negativo
valores un  porcentaje
superiores al 5% | de infiltracion
después de una | >5% Ausencia de
remision infiltracion
completa durante blastica
0 después del
tratamiento
Edad Edad de los | Medida en afios | Presencia o | Datos de la | Grupos de
pacientes desde | desde el | ausencia de la | historia clinica | edades :
el momento del | momento  del | enfermedad 1-4 afos
diagndstico nacimiento 5-10 afios
hasta el 11-14 afos
momento  del
diagndstico
Sexo Sexo de los | Masculino 0 | Presencia o | Datos de la | Masculino o
pacientes  con | femenino ausencia de la | historiaclinica | femenino
mayor frecuencia enfermedad

de presentacion
de la enfermedad




Inmunofenotipo De acuerdo al | Presencia 0 | Presencia o|Datos de la|PreB
estudio inicial de | ausencia de | ausencia de | historia clinica
Citometria  de | respuesta a los | respuesta a los |y de Citometria | Pro B
Flujo esta los | anticuerpos anticuerpos de Flujo
clasifica en Pro | marcados marcados usados B Comun
B, Pre B, B | medidos por el | por Citometria
Comun citdmetro

Grupos de Riesgo | Los grupos de | La medicion de | Datos Datos de la | Estandar
riesgo  se los | los criterios estd | hematoldgicos, historia clinica
obtiene a partir | establecido por | inmunofenotipo,
de la suma de los | protocolos citogenético, Alto riesgo
parametros internacionales | respuesta inicial
clinicos, Como el BFM- | al tratamiento y
hematoldgicos, ALLIC la evaluacion de Muy alto
inmunofenotipoc | Y en el ION- |la  Enfermedad riesgo
itogenético, SOLCA el | Minima Residual
respuesta inicial | protocolo (EMR)
al tratamiento y | SOLCA 2012

la evaluacién de
la Enfermedad
Minima Residual
(EMR)




CAPITULO 2

MARCO TEORICO

2.1. TEORIAS GENERALES

2.1.1. ONTOGENIA LINFOIDE B

Los linfocitos se originan en la meédula Gsea a partir de una célula madre
hematopoyética que se diferencia hacia una unidad formadora de colonias de linfocitos
Ty B respectivamente (Carr & Rodak, 2010). Las células progenitoras de linfocitos B
pasan por diversas etapas de diferenciacion las cuales dependen del reordenamiento en

los genes de la cadena pesada y ligera de inmunoglobulina. (Kumar, Abbas, & Fausto,
2010) (Barrena, 2011)

Una vez que se han reordenado los segmentos genéticos de ambas cadenas los
linfocitos B inmaduros, que expresan inmunoglobulina de membrana (IgM), abandonan
la médula y pasan al torrente sanguineo en busca de los 6rganos linfoides secundarios
de manera inicial los ganglios linfaticos, en base a esto se han identificado en la médula:
precursores pro-B, pre-B-l, pre-B-1l, linfocitos B inmaduros y células B naive
(virgenes). (Barrena, 2011)

Las células pro-B expresan los tipicos marcadores de las células precursoras CD34,
CD38, Tdt y HLA-DR, ademés de expresion débil de CD22, PAX5, CD45 y ausencia
de expresion de CD19. Las células pre B-I expresan: CD34, CD38, Tdt, CD19, CD79a
citoplasmatico. Las pre B- Il expresan CD10, CD19, CD20, CD45 Igu citoplasmatica
(Cylgp), y disminuye la expresion de CD34 y Tdt. (Barrena, 2011)

El linfocito B inmaduro expresa ademas de los mencionados en el estadio anterior, IgM
en su superficie y por altimo la célula B madura expresa ademas IgD, CD19, CD20,
CD22 citoplasmatico, CD79b. (Barrena, 2011)

PB Lymphoid PB BM/
BM ” Tissues 8’) MALT/
é SPLEEN
¥ immature Tdncry
B-cell o
Co10* co19
. o
O-0O-O- L /S

pro-B  pre-B4  pre-B-ll immature naive cD3s* CO4B™

CD22 D10 cpio B-cell Becell CD45" /’ sigMD/slgG/sigA .
CD34 cD19  cprg CD10® CD18 sigM/D -O =\ - 4
N

=1
Tdt  cp22 cp™ CD19  CD20 N I
CD34 cp22 CD20 cp22% s . e
cD38  cp3s CD22  CD4s™ germinal
CD4s® CD38  sigMD ter B-coll -
CD45 sigl center B-cel J ),, Ik J

Tdt Cydg CD4s™ cD10
(Taty  slgM naive ©D19 Plasmablast/ Plasma cell
mature N Plasma cell cD19
CD20"
B-cell cD27™ co19 CcD27
co19 D38 CD20* CD3geom
CD20 D44 cozr™ CD45
co22~ CD4s™ CD3s" CD138
co23 CD45 sig™
CD44"™ / CD138™
CD4as™ Ay N )
sigM/D sigM/sigGrsigA/sigD/sig™s:

figura 1Maduracion linfoide B en médula Osea, sangre
periférica y tejidos linfoides secundarios (Perez-Andres, Paiva,
Nieto, Caraux, & Schmitz, (2010))



2.1.2. LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

La Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) es una enfermedad neoplasica que se produce
por un trastorno genético que deriva en la transformacion maligna de una determinada
célula hematopoyética linfoide dando origen a una proliferacion monoclonal de la
misma (Kumar, Abbas, & Fausto, 2010); (Berhman, Kliegman, & Jenson, 2006);
(Aixala, Basack, Chiappe, & Deana, 2012)

La Leucemia Linfoblastica Aguda tiene una distribucion bimodal con un primer pico en
pacientes menores de 20 afios aproximadamente el 60% Yy un segundo pico después de
los 45 afios de edad con un 20%. (Aixala, Basack, Chiappe, & Deana, 2012)

2.1.2.1. EPIDEMIOLOGIA

La Sociedad Americana Contra el Cancer calculé para el 2017 que en los Estados
Unidos tanto en adultos y nifios aproximadamente habrd 5,970 nuevos casos de
Leucemia Linfoblastica Aguda (3,350 hombres y 2,620 mujeres) diagnosticados y
aproximadamente 1,440 personas (800 hombres y 640 mujeres) moriran por su causa

El riesgo promedio de padecer Leucemia Linfoide Aguda durante la vida es de menos
de 1 en 750 siendo mayor en hombres que en mujeres y mas en personas de raza blanca
que en afroamericanos. (Sociedad Americana contra el Cancer, 2017) y la incidencia a
nivel mundial es de 1-4.75 por 100.000 personas por afio, siendo la Leucemia
Linfoblastica Aguda B la causa mas frecuente de leucemia de la infancia y alrededor del
75% de los afectados son nifios menores de 6 afios (Borowitz & Chan, 2008); (Rubin &
Strayer, 2012)

2.1.2.2. ETIOLOGIA

La causa especifica de la Leucemia Linfoblastica Aguda se desconoce, sin embargo
numerosos factores se asocian a la aparicion de la misma entre ellos tenemos: trastornos
genéticos como Sindrome de Down, Ataxia-telangiectasia, Sindrome de Bloom,
Fanconi, Klinefelter, Neurofibromatosis, Turner, Li Fraumeni, Hemoglobinuria
Paroxistica Nocturna, tener un gemelo identico con leucemia, factores ambientales
como radiaciones ionizantes, alquilantes, nitrosoureas, benceno (Berhman, Kliegman,
& Jenson, 2006) (Rubin & Strayer, 2012)

2.1.2.3. MANIFESTACIONES CLINICAS

El cuadro clinico suele ser de inicio brusco y se da como consecuencia del
desplazamiento de los elementos medulares normales por parte de los linfoblastos, lo
que ocasiona citopenias (anemia, neutropenia, trombocitopenia) con los consiguientes
sintomas de palidez, fatiga, presencia de hematomas, epistaxis y fiebre ademas de dolor



0seo Yy articular (Rubin & Strayer, 2012) (Berhman, Kliegman, & Jenson, 2006) (Raetz,
2014)

Al examen fisico se suele encontrar ademas adenopatias, esplenomegalia y en menor
frecuencia hepatomegalia, la presencia de signos de hipertension intracraneal como
cefalea, edema de papila o pardlisis de los pares craneales son indicativos de afectacion
del sistema nervioso central (Berhman, Kliegman, & Jenson, 2006) (Rubin & Strayer,
2012)

2.1.2.4. DIAGNOSTICO
El diagnostico se lo realiza por la suma del cuadro clinico, datos de laboratorio, el
estudio histopatoldgico, la determinacion del inmunofenotipo y los estudios genéticos.

El examen de laboratorio en busca de citopenias, la evaluacion cito-morfologica de
sangre periférica, médula oOsea, liquido cefalorraquideo, complementado con la
Citometria de flujo y la Citogenética (Aixala, Basack, Chiappe, & Deana, 2012)

Entre los examenes de laboratorio se encuentra el hemograma para verificar
disminucion de los valores de glébulos rojos, hematocrito, hemoglobina y plaquetas, los
valores de globulos blancos pueden estar normales, elevados o bajos y la lactato
deshidrogenasa (LDH) generalmente esta elevada (Husain, 2016)

En la evaluacién histopatoldgica de la médula dsea el porcentaje de infiltracion blastica
para el diagnostico es >20% (Borowitz & Chan, 2008). El linfoblasto se caracteriza por
tener una relacién alta nucleo-citoplasma, la cromatina se dispersa de manera uniforme
con un delicado punteado y puede haber nucléolos, es dificil distinguirlo muchas veces
del mieloblasto por lo cual es necesario estudiar el inmunofenotipo para la designacion
del linaje (Husain, 2016)

figura 2 Linfoblastos: se observa su relacion alta nucleo-citoplasma y la
distribucion de la cromatina (Mihova D., 2013)
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Mediante inmunohistoquimica expresan Tdt, Cd19, Cd10 variable y carecen de
expresion para Cd20 (Rubin & Strayer, 2012)

El estudio de Citometria de flujo permite identificar las etapas de maduracion de la
célula B (inmunofenotipo) y no solo confirmar el diagnostico, sino que servira para
clasificarla y valorar tratamiento (Rubin & Strayer, 2012)

La citogenética determina la presencia de anomalias numéricas y traslocaciones las
cuales son parte fundamental dentro de la clasificacion de la OMS 2008

2.1.3. CITOMETRIA DE FLUJO

La Citometria de flujo tiene como principio fundamental el analisis de células aisladas
dentro de una poblacién heterogénea. Las células previamente marcadas con
anticuerpos especificos en suspension se las hace pasar de forma laminar (una sola linea
de células) por un haz de luz (laser) mediante el cual se detectan el tamafio de la célula,
complejidad, granulosidad y caracteristicas inmunofenotipicas este tipo de estudio se lo
realiza en médula Osea, sangre periférica, liquido cefalorraquideo, liquido pleural y
aspirado de ganglios linfaticos (Leach & Drummond, 2015)

Detectores de luz
rojay naranja

Detector de
luz reflejada
ag0®

H
0 — i @ Detector de
Q\\‘ luz verde

A

Espejos reflectares
de luz de
determinadas
longitudes de onda

Detector
de luz
incidente

Fuente de |uz laser

figura 3 : Esquema del principio de la Citometria de Flujo las células
pasan en flujo laminar a través del laser (Universidad Auténoma de
Madrid, 2015)

La Citometria de flujo (CMF) emplea anticuerpos monoclonales conjugados a
fluorocromos para identificar de forma paralela antigenos de superficie, nucleares y
citoplasmaticos de las células a estudiar, de esta manera se obtiene el inmunofenotipo y
la probable expresidn de antigenos aberrantes (Marsan, Del Valle, Socarras, Sanchez, &
Macias, 2012) (Barrera Ramirez, y otros, 2004)
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figura 4 Parametros que detecta la Citometria de Flujo (Barrera
Ramirez, y otros, 2004)

La informacion que se obtiene esta dada por: la dispersion de la luz al chocar con la
célula y por la emision de luz generada por los fluorocromos al ser excitados por el rayo
luminoso que se convierten en sefiales eléctricas y luego digitales que son interpretadas
por un computador (Barrera Ramirez, y otros, 2004) (Orfao, Ciudad, Ldpez, Lopez,
Vidriales, & Macedo, 1993)

2.1.4. CLASIFICACION

El grupo Franco-Americano-Britanico(FAB) en 1976 utilizaba caracteristicas como la
morfologia, el tamafio, caracteristicas del nucleo y la cromatina, presencia de nucléolos,
cantidad de citoplasma, basofilia, la existencia de vacuolas dando origen a los tipos L1,
L2, L3 (Orfao, Inmunofenotipo en Leucemias Agudas, 2002) (Rosay, 2013)

Tabla 1 Clasificacion FAB (Moreno, y otros, 2016)(Orfao, Inmunofenotipo en Leucemias Agudas, 2002)

L1 Células pequefias, nucleo grande, regular, cromatina homogénea y citoplasma
escaso, estirpe linfoide B o T, 70-80% de los casos de LLA

L2 Células mas grandes y heterogéneas, nucleo irregular, cromatina heterogénea y
citoplasma variables, estirpe linfoide B o T, 25% de los casos de LLA

L3 Células grandes y homogéneas, nucleo grande, y citoplasma pequefio, cromatina

homogénea con nucléolos evidentes y vacuolas citoplasmaticas, corresponde al
linfoma de Burkitt 1-2% de los casos de LLA

El Grupo Europeo de Clasificacion Inmunoldgica de las Leucemias (EGIL) en 1995
gracias al estudio del inmunofenotipo clasifico a las Leucemias Linfoblasticas Agudas
B en: Pro-B, B Comun, Pre B y B Madura (Orfao, Inmunofenotipo en Leucemias
Agudas, 2002) (Moreno, y otros, 2016) (Ciudad, 2007) (Ortolani, 2011)
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Tabla 2 CLASIFICACION DE LAS LLA-B POR EL INMUNOFENOTIPO

LLA de células B
INMUNOFENOTIPO
Pro- B CD79+CD19+CD10-Cylg-Smig-
B- Comun CD79+CD19+CD10+Cylg-Smlg-
Pre-B CD19+CD10+Cylg+Smlg-
B- Madura CD19+CD10+Cylg-/+Smig+ CD 20+

Cylg: clasificacion EGIL; Inmunoglobulinas en el citoplasma .Sm Ig: Inmunoglobulinas en la superficiede la
membrana (Moreno, y otros, 2016) (Orfao, Inmunofenotipo en Leucemias Agudas, 2002) (Ortolani, 2011)

La clasificacion de la OMS incorpora ademés de la morfologia, los conocimientos
inmunofenotipicos y citogenéticos y fue publicada en el afio 2008 (Rosay, 2013)
(Borowitz & Chan, 2008)

Leucemia Linfoblastica B/linfoma, sin otras especificaciones (Borowitz & Chan, 2008)
(Rosay, 2013)

Leucemia Linfoblastica B/linfoma, con anormalidades genéticas recurrentes (Borowitz
& Chan, 2008) (Rosay, 2013)

Leucemia Linfoblastica B/linfoma con t(9;22) BCR-ABL 1 (Borowitz & Chan, 2008)
(Rosay, 2013)

Leucemia Linfoblastica B/linfoma con t(v;11923) MLL reordenado (Borowitz & Chan,
2008) (Rosay, 2013)

Leucemia Linfoblastica B/linfoma con t(12;21) TEL-AML1(ETV6-RUNX 1) (Borowitz
& Chan, 2008) (Rosay, 2013)

Leucemia Linfoblastica B/linfoma con hiperdiploidia (Borowitz & Chan, 2008) (Rosay,
2013)

Leucemia Linfoblastica B/linfoma con hipodiploidia (Borowitz & Chan, 2008) (Rosay,
2013)

Leucemia Linfoblastica B/linfoma con t (5;14) IL 3 —IgH (Borowitz & Chan, 2008)
(Rosay, 2013)

Leucemia Linfoblastica B/linfoma con t (1;19) TCF-3 —-PBX1 (Borowitz & Chan, 2008)
(Rosay, 2013)

13



2.1.5. DETERMINACION DEL INMUNOFENOTIPO

La identificacion del inmunofenotipo de las células blasticas depende del
reconocimiento de la expresion de antigenos propios de la fase de maduracion del
linfocito B y ademas de la presencia de patrones no aleatorios de expresiones
antigénicas que son diferentes a lo normal (Leach & Drummond, 2015)

Estos patrones no aleatorios son:

Expresion de antigenos aberrantes (por ejemplo marcadores mieloides en Leucemia
Linfoblastica Aguda B)

Coexpresion de marcadores tanto de madurez como de inmadurez (asincronismo
madurativo)

Expresion aumentada o disminuida de un antigeno o expresion homogénea de un
antigeno normalmente heterogéneo (Leach & Drummond, 2015)

Por lo que el grupo EuroFlow propone el uso del siguiente panel de identificacion con
anticuerpos monoclonales marcados (Cytognos)

Tabla 3 Tubo de protocolo EuroFlow para inmunofenotipo de LLA-B (Cytognos) (Cérdova, 2016) (Recalde,
2016)

V450 V500 FITC PE PERCP | PECY7 | APC APCH7
CD20 CD45 CD58 CD66¢c | CD34 CD19 CD10 CD38

CD45
SmlgKappa cylgM CD33 CD34 CD19 SmigM | SmigLambda
CD9 D45 DT CD13 CD34 CD19 CD22 CD24

CD45
CD21 ggég & NG2 CD34 CD19 CD123 | CD81

El cual incluye diversos anticuerpos en los cuales no solo existen aquellos de linaje B
sino también algunos de tipo mieloide tomando en cuenta la probable expresion
aberrante de los mismos

La determinacion del inmunofenotipo depende de la expresién por parte de la poblacion
blastica de los antigenos de las células precursoras B mas comunes estos son CD34 y
Tdt, asi como también de los de activacion celular como son HLA-DR y CD 38 (Leach
& Drummond, 2015). La clasificacion EGIL agrupa a las Leucemias Linfoblasticas
Agudas B en: Pro-B, B Comun, Pre B y B Madura (Orfao, Inmunofenotipo en
Leucemias Agudas, 2002) (Moreno, y otros, 2016) (Ciudad, 2007) teniendo cada una su
propio patrén de expresion antigénica
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La Leucemia Linfoblastica Aguda Pro-B se caracteriza por tener el siguiente patrén de
expresion TdT (+), HLA-DR (+), CD19 (+), CD34 (+), CD10 (-), CD20 (-) (Cordova,
2016)

r

150000 200000 %
2 2 3
A50000 200000 I
i i
e

(3 o
\

e
>
’l’ - >
ot e 33

" s

e

N )
i

i

"wa

Ly
IL‘-‘

SSC-A LINEAR
e

SSC-A LINEAR
R

J4PE-A LOGICAL

o
1
o

o ’ —
"w

" "w " " T _’;l
ARFITC.A LOGICAL 1PE-A LOGICAL 1%PE-Cy7-A LOGICAL

l<
l<
’q

e

BOO00 00000
A A

TOMFITC-A LOGICAL
e

SSC-A LINEAR

-
s

1 L L L oo § - — ——
BO000 V00000 150000 200000 2% T W " W W

FSC.A LINEAR JOAAPC.A LOGICAL

figura 5 : LLA - Pro B (Coérdova, 2016)

En la Leucemia Linfoblastica Aguda Pro-B. A) CD45/SSC se observa la cantidad de
blastos leucémicos (naranja). B) La ausencia en la expresion de CD10 (-), C)
Sobreexpresion de los blastos a los marcadores CD34(+) / CD19(+). D) en el contraste
entre SSC frente FSC se observan los blastos B (haranja). E) Sobreexpresion de los
blastos a los marcadores Tdt(+)/CD79a(+) (Cérdova, 2016)
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La Leucemia Linfoblastica Aguda B Comun se caracteriza por el siguiente patrén de
expresion Tdt (+), HLA-DR (+), CD10 (+), CD34 (+), CD19 (+), CD20 (-) (Cérdova,

2016)
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En la Leucemia Linfoblastica Aguda B Comun. A) En el histograma se observa
CDA45/SSC la cantidad de blastos leucémicos (naranja), B) La sobreexpresion de CD10
(+) / Tdt (+), C) La sobreexpresion de CD10 (+) / CD19 (+), D) La sobreexpresion de
los blastos a CD34(+), E) Curva de maduracién CD10(+) / CD20(-), se observan los
blastos B (naranja), y los linfocitos B maduros (celeste). E) Sobreexpresion de los
blastos a los marcadores Tdt (+) / CD19(+) (Cordova, 2016)
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La Leucemia Linfoblastica Aguda Pre-B se caracteriza por el siguiente patron de
expresion Tdt (+), HLA-DR (+), CD19 (+), CD10 (+), IgMcit (+), CD34 (-), CD20 (-)
(Cérdova, 2016)
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figura 7 LLA —Pre B (Cordova, 2016)

En la Leucemia Linfoblastica Aguda Pre-B: A) En el histograma se observa CD45/SSC
la cantidad de blastos leucémicos (haranja), B) La sobreexpresiéon en los blastos de
CD19 (+) /CD10 (+). C) La sobreexpresion en los blastos de CD19 (+) y la ausencia del
CD34 (). D) En el SSC vs FSC se observan los blastos B (naranja). E) Curva de
maduracion CD10 (+) / CD20 (-), estan los blastos B (naranja) y los linfocitos B
maduros (azul). F) Ausencia en la expresion del CD34 (-) (Cérdova, 2016)
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2.2. TEORIAS SUSTANTIVAS

2.2.1. ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL

Se conoce como remision de la enfermedad a la presencia de menos del 5% de células
leucémicas en médula 6sea, lo que se traduce a la deteccién de un blasto por cada 20-30
células usando criterios morfoldgicos (estudio histopatoldgico) sin embargo a pesar de
esto muchos pacientes continuaban haciendo recaidas de la enfermedad (Leach &
Drummond, 2015)

El empleo de métodos ultrasensibles como la Citometria de Flujo, FISH y PCR
permiten detectar una célula neoplasica por cada 10.000 dando origen al estudio de
Enfermedad Minima Residual, lo que permite tomar medidas terapéuticas oportunas
ante el riesgo de una probable recaida medular (Leach & Drummond, 2015), (Schrappe,
Stanulla, & Harrison, 2010)

Por lo tanto la Enfermedad Minima Residual, es la presencia de células patoldgicas
posterior a un tratamiento quimioterapéutico, que no pueden ser detectadas por el
estudio histopatoldgico (Sajaroff, Rubio, Medina, & Sanz, 2012), (Juarez-Velazquez &
Perez, 2012)

Las aplicaciones clinicas del estudio de Enfermedad Minima Residual incluyen la
evaluacion a la respuesta inicial, determinar los grupos de riesgo, valoracion de la
respuesta al tratamiento intensificandolo o reduciéndolo de acuerdo al caso, control de
recaidas y estudio previo y post transplante de células madre alogénicas (Leach &
Drummond, 2015); (Sajaroff, Rubio, Medina, & Sanz, 2012)

El estudio del grupo BFM (Berlin-Frankfurt-Mdnich) reportado por Van Dogen et al en
1998 demostrd que existen dos momentos importantes para valorar la Enfermedad
Minima Residual estos son después de la induccién y antes de la consolidacion lo cual
permitio dividir a los pacientes en bajo riesgo con una tasa de recaida del 2%, de riesgo
intermedio con una tasa de recaida del 22% y de alto riesgo con una tasa de recaida del
80% a 5 afos, siendo ahora parte integral de los protocolos de tratamiento (Leach &
Drummond, 2015) (Van Dogen & Van der Velden, 2010)

Este estudio fue evaluado por instituciones como el Grupo Oncologico de Nifios, el
Saint Judes Children’s Research Hospital, el Hospital de Nifios de Birmingham y se
llegd a la conclusion de que aquellos pacientes con valores > 0.01% al final de la
induccidn tenian un riesgo de recaida del 40-50%, aquellos con un valor< 0.01% el
riesgo era del 5% y aquellos con valores > 10% tenian un riesgo de recaida de
aproximadamente del 50% y se los considera de muy alto riesgo (Leach & Drummond,
2015)
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Sin embargo el estudio de Enfermedad Minima Residual que se realiza al terminar la
fase de consolidacion esta asociada a un pobre prondéstico por lo cual se lo considera
también como un valor predictivo de recaidas (van Dongen, van der Velden,
Bruggemann, & Orfao, 2016) (Bastida Vilaa, Palacio Garcia, Solsona Riera, & Ortega
Aramburua, 2005)

Dworzak et al.(BFM Austria, 2002) en el estudio ALL-BFM 95, de Abril de 1996-
Octubre 1998, con 108 pacientes determinaron que los dias considerados importantes
para la realizacion de EMR son el dia 15 y 33, la semana 12 y las semanas 22-24
(Athale, Gibson, & Bradley, 2016)

Borowitz et al., en el estudio P9900, de Enero del 2000— Marzo 2005 con 2,143
pacientes determinaron que el valor para considerar positiva la EMR es de >0.01% y se
la realiza los dias 8 en sangre periférica, al final de la induccion (dia 29) y al final de la
consolidacion en médula 6sea (Athale, Gibson, & Bradley, 2016)

Zhou et al., en el estudio DFCI 95-01, de 1996-2000, con 284 pacientes, se determino
que el valor de EMR >0.1% al final de la induccion era de importante valor pronéstico
de recaidas (Athale, Gibson, & Bradley, 2016)

Conter et al., en el 2010 con los datos del estudio AIEOP-BFM ALL 2000 de Julio
2000—Junio 2006 con un total de 3,184 pacientes, determind que el valor de EMR
considerado positivo es >0.01% y las fechas a realizarla como predictivo de recaidas
eran los dias 33 y 78 (Athale, Gibson, & Bradley, 2016)

La Asociacion Italiana de Hematologia y Oncologia Pediatrica (AIEOP)-BFM 2000
determind que los estudios de Enfermedad Minima Residual realizados en los dias 33
(fin de la induccion) y dia 78 (fin de la consolidacion) en el cual los valores de EMR >
0.01% constituyen un importante factor predictivo de recaida medular (Athale, Gibson,
& Bradley, 2016)

El grupo EuroFlow propone el uso del panel para valoracion de la Enfermedad Minima
Residual con los siguientes anticuerpos monoclonales marcados (Cytognos)

Tabla 4 : tubo de protocolo EuroFlow para Enfermedad Minima Residual de LL-B (Cytognos) (Cérdova,
2016) (Recalde, 2016)

V450 V500 FITC PE PERCP | PECY7 | APC APCH7
CDe66c +

CD20 CD45 CD81 CD123 CD34 CD19 CD10 CD38
CD73 +

CD20 CD45 CD81 CD304 CD34 CD19 CD10 CD38
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La suma de los pardmetros clinicos, hematoldgicos, el inmunofenotipo, el estudio
citogenético, la respuesta inicial al tratamiento y la evaluacion de la Enfermedad
Minima Residual (EMR), son la base para conformar los grupos de riesgo: en estandar,
riesgo intermedio y alto riesgo (Aixala, Basack, Chiappe, & Deana, 2012)

En el ION-SOLCA se utiliza el protocolo de tratamiento SOLCA 2012 el cual esta
basado en el BFM-ALLIC 2010 y clasifica a los pacientes en grupos de riesgo estandar,
alto riesgo y muy alto riesgo (ION-SOLCA, 2016)

Tabla 5 : Grupos de Riesgo segun protocolo SOLCA 2012 (ION-SOLCA, 2016)

RESPUESTA AL TRATAMIENTO
GRUPO DE EDAD N° GB INMUNOFE BIOLOGIA
RIESGO NOTIPO MOLECULAR
DIA 8 DIA 15 DIA 35
(12;21)
STANDAR 1ANOA | <50.0000 LLAB Trisomia4y 10 | <1000 MO M1 MO M1
10 ANOS Hiperdiploidia | Plastosen EMR EMR
51 a65 sp <0.01% <0.01%
ALTO <1ANO | =50.0000 | LLAPREB | Hipodiploidia >1000 MO M1 o MO M1 o
RIESGO Y IgC- 44 a 45 blastos en M2 M2
>10A LLAT t(11;19) s.p. EMR:0.01% | EMR:0.01
a<1% % a<1%
1(9;22)
MUY ALTO >100.000 t(4:11) CORTICO MO M3 MO M3
RIESGO Hipodiplodia | RESISTE | EMR=>1% | EMR:>1%
24-28 NTE

El protocolo SOLCA 2012 utiliza como factor predictivo de recaida a los estudios de
Enfermedad Minima Residual en médula 6sea de los dias 15 y 35, que corresponden a
la fase de induccién y posterior a eso se realizan estudios de Enfermedad Minima
Residual al final de la consolidacion, durante y posterior al mantenimiento, sin embargo
no le da el carécter de factor predictivo de recaida al estudio post-consolidacion como si
esta establecido en otros protocolos internacionales (ION-SOLCA, 2016)

2.2.2. TRATAMIENTO
Los tratamientos estan basados en el Protocolo BFM (Berlin-Frankfurt-Munich) ALLIC
2010 (Aixala, Basack, Chiappe, & Deana, 2012) y consta de:

Una fase de induccion en la cual se busca la erradicacion rapida de los blastos en la
médula 0sea, la duracion de la misma suele ser alrededor de cuatro semanas, esta logra
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aproximadamente el 95% de remision, y en ella se utiliza un corticoide (que puede ser
prednisona, prednisolona o dexametasona), vincristina y una antraciclina (De Vita,
Lawrence, & Rosenberg, 2015)

La fase de consolidacion se da una vez que los pacientes se encuentran en remision y
variara su duracion dependiendo del grupo de riesgo de cada uno (Berhman, Kliegman,
& Jenson, 2006) y generalmente consiste en la rotacion de medicamentos como
metotrexate,  citarabina, ciclofosfamida y asparginasa (De Vita, Lawrence, &
Rosenberg, 2015)

La fase de mantenimiento es la ultima del tratamiento en la cual se usa dosis diarias de
mercaptopurina, semanales de metotrexate y mensuales de vincristina y prednisona y
puede durar de dos a tres afios (Berhman, Kliegman, & Jenson, 2006) (De Vita,
Lawrence, & Rosenberg, 2015)

El transplante alogénico de celulas madre se lo utiliza en pacientes de alto y muy alto
riesgo y con ella se ha conseguido mayores probabilidades de supervivencia libre de
enfermedad (Berhman, Kliegman, & Jenson, 2006)

Se suele agregar una quimioterapia intratecal en la cual se utiliza corticoides,
metotrexate, citarabina para reducir el riesgo de afectacion del sistema nervioso central
y en pacientes considerados de alto riesgo se administra radioterapia craneo espinal.
(Berhman, Kliegman, & Jenson, 2006) (De Vita, Lawrence, & Rosenberg, 2015)
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2.3. REFERENTES EMPIRICOS

Segun datos de la Sociedad Americana Contra el Cancer para el 2017 en los Estados
Unidos tanto en adultos y nifios habra aproximadamente 5,970 nuevos casos de
Leucemia Linfoblastica Aguda (3,350 hombres y 2,620 mujeres) diagnosticados y
aproximadamente 1,440 personas (800 hombres y 640 mujeres) morirdn por su causa.
(Sociedad Americana contra el Cancer, 2017)

El proyecto GLOBOCAN (2012) de la Organizacién Mundial de la Salud, determind
gue la incidencia de Leucemia a nivel mundial es de 2.7% en hombres y 2.3% en
mujeres por 100.000 habitantes por afio a nivel mundial, en América es de 2.8% en
hombres y 2.3% en mujeres por 100.000 habitantes por afio, siendo la Leucemia
Linfoblastica Aguda B la causa mas frecuente de leucemia de la infancia y alrededor del
75% de los afectados son nifios menores de 6 afios (OMS, 2017)

En el 2015 la Sociedad Argentina de Hematologia se registran 370 casos/afio en
menores de 15 afios (30 casos/1.000.000).y tiene una distribucién bi-modal tanto en
pacientes menores de 20 afios (60%) y en mayores de 45 afios (20%) siendo el 75 — 80%
en edad pediatrica con un pico de incidencia entre los 2 a 5 afios y el 20% de las de edad
adulta.

En un estudio hecho en el Hospital Universitario Materno-Infantil Vall d’Hebron,
Barcelona- Espafia, con 80 nifios entre 6 meses y 19 afios en pacientes con Leucemia
Linfoblastica Aguda B de Alto Riesgo tratada con transplante alogénico con precursores
hematopoyéticos, dividiéndolos en dos grupos: Enfermedad Minima Residual positiva
(>0.01%) y negativa(<0.01%) se comprobd que los pacientes tenian Enfermedad
Minima Residual positiva tenian una supervivencia libre de recaida del 50% y los que
tenian Enfermedad Minima Residual negativa era del 80% a 3 afios (Alvarez, 2016)

Cordova (2016) realizé un estudio en el ION-SOLCA con 140 pacientes pediatricos,
diagnosticados con Leucemia Linfoblastica Aguda B por Citometria de flujo, de los
cuales el 67% fue Leucemia Linfoblastica Aguda B Comun, el 32% Leucemia
Linfoblastica Aguda Pre — B, y el 1% Leucemia Linfoblastica Aguda Pro — B.
(Cdrdova, 2016)

Y se determind que la relacion entre la carga de blastos al momento del diagnostico y
la Enfermedad Minima Residual (EMR) posterior a la induccion, el 14% (20)
obtuvieron EMR de 0.01% (negativa), mientras que el 64% (90), valores de EMR entre
0.02 y el 1% ademas que el 35% (49) presentaron recaida medular durante el tiempo de
muestreo, el 9% recay0 durante la etapa de tratamiento de induccion, y el 12% durante
la etapa de consolidacion y concluyé que existe diferencia significativa entre la carga
de blastos al momento del diagnostico y la EMR post-induccion. (Cérdova, 2016)
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Un estudio realizado en el Hospital Oncologico de Sonora — México (Larios-Farak,
Renddn-Garcia, & Ornelas-Ceballos, 2016) en el que con 20 casos diagnosticados con
Leucemia Linfoblastica Aguda B, 18 presentaron Enfermedad Minima Residual post-
induccidn positiva, en total se presentaron 10 casos de recaidas dando un 50%.

EL Instituto de Hematologia e Inmunologia de La Habana, Cuba realiz6 un estudio
(2016) con 150 pacientes pediatricos con diagndstico de Leucemia Linfoblastica Aguda
por Citometria de Flujo de los cuales 111 (74 %) pacientes se diagnostico Leucemia
Linfoblastica Aguda B y 39 (26 %) Leucemia Linfoblastica Aguda T; 122 pacientes
(81,3 %) se encontré correspondencia entre la morfologia linfoide de los blastos y el
diagndstico de Leucemia Linfoblastica Aguda por Citometria de Flujo. (Suarez, O del
Valle Pérez, Diaz Dominguez, Macias Abraham, & Machin Garcia, 2016).

En 28 pacientes no se encontrd correspondencia entre el diagnéstico morfolégico e
inmunoldgico. En un paciente, mostré caracteristicas de mieloides pero la Citometria
concluyé como una Leucemia Linfoblastica Aguda pro-B. Por lo que los resultados
demuestran que la Citometria de Flujo es altamente sensible y especifica, no solo para
definir el linaje celular leucémico sino para identificar aquellos de dificil diagnostico, lo
que permite la aplicacion del tratamiento especifico. (Suarez, O del Valle Pérez, Diaz
Dominguez, Macias Abraham, & Machin Garcia, 2016)

En un estudio hecho por el departamento de Oncologia Pediatrica del Hospital Infantil
de Sonora-México (Rendén-Garcia, Alvarez-Hernandez, & Covarrubias-Espinoza,
2015)con 35 nifios con Leucemia Linfoblastica Aguda evaluados por Citometria de
Flujo, de los cuales 5 se consideraron con EMR positiva en la semana 5 de tratamiento
(post-induccion), la mayor proporcién (91%) correspondié a Leucemia Linfoblastica
Aguda B la prueba de EMR por Citometria de Flujo fue positiva en 14.3% de nifios, en
aparente remision clinica y cito-morfologica en médula dsea.

Por lo que se concluy6 que la Citometria de Flujo permite la valoracion mas eficaz de
remision de Leucemia Linfoblastica Aguda en pacientes pediatricos. (Renddn-Garcia,
Alvarez-Hernandez, & Covarrubias-Espinoza, 2015)

En un estudio en el hospital Garrahan (2014) con 208 pacientes diagnosticados
Leucemia Linfoblastica Aguda, se evaluaron por Citometria de Flujo en médula dsea
del dia 15,33y 78, se obtuvo como resultados que los estudios del dia 15 el 29% de los
pacientes presentaron Enfermedad Minima Residual<0,1%, 56% entre 0,1 y 10% de
blastos en medula dsea y 12% de los casos Enfermedad Minima Residual>10%.

En cuanto a los grupos de riesgo: el 13% fue asignado a Estandar, el 66% a Intermedio
y 21% a Alto Riesgo. El uso de el estudio de Enfermedad Minima Residual al dia 15
por Citometria de Flujo determind la reasignacion de grupos de riesgo en 30 casos (18%
de los pacientes): 20 pacientes de Estandar a Intermedio, 2 de Estandar a Alto Riesgo y
8 de Intermedio a Alto Riesgo .Esta reasignacion permitioé la adecuada intensidad del
tratamiento con el objetivo de disminuir las recaidas.
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En el Hospital de Nifios “R. Gutiérrez”, Argentina (2012) se hizo un estudio con 84
pacientes pediatricos con diagndstico de Leucemia Linfoblastica Aguda, tratados de
acuerdo al protocolo ALLIC-BFM-GATLA 2002. Tomando como valor de Enfermedad
Minima Residual positiva fue 0.01%. Se encontr6 con Enfermedad Minima Residual
positiva en el dia 15 al 57.5% de los pacientes, la Enfermedad Minima Residual fue
positiva al dia 33 en el 13.3% de los pacientes. (Soria, Gailliard, & Gutiérrez, 2012)

Se correlaciond significativamente con una pobre respuesta al tratamiento, recaida y
baja sobrevida libre de enfermedad y sobrevida global. La Enfermedad Minima
Residual positiva en el dia 15 y dia 33 de tratamiento son datos importantes para
anticipar recaidas en Leucemia Linfoblastica Aguda pediatrica (Soria, Gailliard, &
Gutiérrez, 2012).

Conter et al., en el 2010 con los datos del estudio AIEOP-BFM ALL 2000 de Julio
2000-Junio 2006 (Asociacion Italiana de Hematologia y Oncologia Pediatrica) con un
total de 3,184 pacientes, determiné que el valor de Enfermedad Minima Residual
considerado positivo es >0.01% y las fechas a realizarla como predictivo de recaidas
eran los dias 33 y 78 (Athale, Gibson, & Bradley, 2016).

En el Hospital Universitario Materno-Infantil Vall d’Hebron, Barcelona-Espafia
(Bastida Vilaa, Palacio Garcia, Solsona Riera, & Ortega Aramburua, 2005) con un total
de 199 muestras demostraron que el 37% de las muestras analizadas post-induccién y el
20% post-consolidacion tenian Enfermedad Minima Residual positiva con una mediana
de seguimiento de 26 meses, la supervivencia libre de enfermedad del grupo completo
fue del 92%.

Los pacientes con una Enfermedad Minima Residual positiva post-induccién tuvieron
una tasa de supervivencia libre de enfermedad del 79%. Ningun paciente con
Enfermedad Minima Residual negativa post-induccion ha presentado recidiva, por lo
que se concluyé que el estudio de la Enfermedad Minima Residual es imprescindible y
debe estar incluida en todos los protocolos de tratamiento de Leucemia Linfobléstica
Aguda representando un impacto en el pronéstico de respuesta al tratamiento de
induccidn. (Bastida Vilaa, Palacio Garcia, Solsona Riera, & Ortega Aramburua, 2005)
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CAPITULO 3

3. MARCO METODOLOGICO

3.1. METODOS

3.1.1. TIPO DE INVESTIGACION
La presente investigacion se trata de un estudio descriptivo, correlacional, de corte
transversal

3.1.2. DISENO DE LA INVESTIGACION
Es un estudio no experimental

3.2. MATERIALES

3.2.1. LUGAR DE LA INVESTIGACION

Este trabajo se realiza en el Servicio de Citometria de Flujo que pertenece al
Departamento de Patologia del Instituto Oncolégico Nacional Dr. Juan Tanca Marengo
(ION - SOLCA), localizado en la Avenida Pedro Menéndez Gilbert, Guayaquil,
Ecuador.

3.2.2. PERIODO DE LA INVESTIGACION
Mayo del 2015 a Mayo del 2017

3.2.3. RECURSOS UTILIZADOS

3.2.3.1. Recursos humanos
El investigador
El tutor
El equipo del Servicio de Citometria de Flujo constituido por: un Médico
especialista en Anatomia Patoldgica, dos Bidlogos, un Quimico y una secretaria
administrativa

3.2.3.2. Recursos fisicos
Citémetro de Flujo FACSCanto Il con el software asociado FACS DIVA.
Computador con Software INFINICYT (Cytognos SL, Salamanca, Espafia).
Computador con la base de datos de historias clinicas Intranet-SOLCA
Impresora
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Material de papeleria : papel, boligrafos, lapiz, marcadores
Material bibliogréfico: Libros y articulos de referencia tanto de la biblioteca del
Servicio de Citometria de Flujo y del Departamento de Anatomia Patoldgica

3.2.4. UNIVERSO Y MUESTRA
Universo: 203 pacientes diagnosticados con Leucemia Linfoblastica Aguda entre Mayo
del 2015 a Mayo del 2017

Muestra: 107 pacientes pediatricos diagnosticados con Leucemia Linfoblastica Aguda B
que se consideran aptos cumpliendo los criterios de inclusion.

Muestreo y seleccion de la muestra: EI método de muestreo es no probabilistico de
conveniencia. Se seleccionaran pacientes a partir de los datos de las historias clinicas
que se tiene en la base de datos del INTRANET del ION SOLCA, que cumplan con los
criterios de inclusion

Seleccion de pacientes: Se trabajara con datos de pacientes de 0 a 14 afios con
Leucemia Linfoblastica Aguda B diagnosticados entre mayo 2015 a mayo del 2017

3.2.5. CRITERIOS DE INCLUSION

Se tomara datos de pacientes masculinos y femeninos entre 0 — 14 afios, con Leucemia
Linfoblastica Aguda B, que se hubieran realizado el estudio de inmunofenotipo, con
estudios posteriores de deteccion de Enfermedad Minima Residual en muestras de
médula Osea en el Departamento de Citometria de Flujo del ION — SOLCA y que se
tratan en la institucion.

3.2.6. CRITERIOS DE EXCLUSION

Pacientes que no cumplan con la edad, que no tengan estudio de inmunofenotipo inicial,
estudios de Enfermedad Minima Residual o que no se realicen el tratamiento dentro de
la institucion.
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CAPITULO 4

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. RESULTADOS

4.1.1. Incidencia de la Leucemia Linfoblastica Aguda B en pacientes pediatricos

INCIDENCIA 2.029

CASOS CON
DIAGNOSTICO DE
LLA-B:
73

OTAL DE|CASOS
NUEVOS 3610

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

figura 8 Incidencia de Leucemia Linfoblastica Aguda B en pacientes pediatricos 2016

El total de casos diagnosticados como Leucemia Linfoblastica Aguda B en pacientes
pediatricos en SOLCA Guayaquil en el afio 2016 fue de 73 teniendo una incidencia del
2.02%.
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4.1.2. Correlacion entre la presencia de Enfermedad Minima Residual positiva
post-consolidacion vy la presencia de recaida medular

B Enfermedad Minima
Residual Negativo

B Enfermedad Minima
Residual Positivo

S| NO

Recaida Medular

figura 9 : EMR VS RECAIDA MEDULAR

De los 107 pacientes estudiados 81 presentaron Enfermedad Minima Residual post-
consolidacién positiva lo que representa el 75,7%, de ellos 31 hicieron recaida medular
esto es el 38,2%; mientras que 26 pacientes tuvieron Enfermedad Minima Residual
post-consolidacion negativa 24,3% y de estos 6 presentaron recaida medular lo que
representa el 23.1%
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Se establece las hipdtesis: Hipotesis Nula (HO): Las variables son independientes y la
Hipotesis Alterna (Ha): La variables estan relacionadas.

Luego se utilizo la siguiente la siguiente formula para calcular el chi-cuadrado:
(- r)
r=), '
fe
Donde el x? = frecuencia observada- frecuencia esperada)?/ frecuencia esperada
Siendo el valor del chi cuadrado experimental de 2,01
X% 2.01
Se calcula el grado de libertad (GL) con la siguiente férmula:

GL= (numero de filas — 1) * (nimero de columnas -1) =1

Usando la tabla de chi-cuadrado tedrico, con un grado de libertad de 1 y con un margen
de error de 0.05 (5%)

X20.05*1=3,841

Se acepta la
Hipotesis Nula

) \ 1384

2.01

figura 10 chi cuadrado

Siendo el valor experimental menor al valor tedrico; se concluye que la presencia de
Enfermedad Minima Residual post-consolidacion y de recaida medular son variables
independientes la una de la otra, confirmando la validez de la Hipotesis nula (HO)
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4.2. DISCUSION

La incidencia de Leucemia Linfoblastica Aguda B en pacientes pediatricos (1-14afios)
en ION-SOLCA en el 2016 fue de 2.02%, a nivel mundial (2012) segun datos del
proyecto Globocan de la Organizacion Mundial de la Salud la incidencia fue de 2.3 %,
por lo que comparado con este estudio el porcentaje es menor , en paises desarrollados
como Estados Unidos la incidencia es mas baja siendo del 1,6 % (2015), al igual que en
México que es del 1.3/% (2015), en Argentina y en Espafa el porcentaje es mas alto
Ilegando al 3% (2015).

En cuanto a la Enfermedad Minima Residual positiva de 107 pacientes estudiados 81
fueron positivos post-consolidaciéon (75,7%) comparado con el estudio hecho por el
departamento de Oncologia Pediatrica del Hospital Infantil de Sonora-México (Rendon-
Garcia, Alvarez-Hernandez, & Covarrubias-Espinoza, 2015)con 35 nifios con
Leucemia Linfoblastica Aguda, de los cuales 5 tuvieron Enfermedad Minima Residual
positiva post-induccion (14.3%), por lo que se observa que existe un porcentaje mucho
mas alto de diagnostico de Enfermedad Minima Residual post-consolidacién que post-
induccion.

En otro estudio hecho en el Hospital de Nifios “R. Gutiérrez”, Argentina (2012) con 84
pacientes pediatricos con diagnostico de Leucemia Linfoblastica Aguda, se encontrd
con Enfermedad Minima Residual positiva post-induccion el 13.3 % de los pacientes,
por lo que de igual manera se observa que existe un porcentaje mucho méas alto de
diagnostico de Enfermedad Minima Residual post-consolidacion que post-induccion.

En el Hospital Universitario Materno-Infantil Vall d’Hebron, Barcelona-Espafia
(Bastida Vilaa, Palacio Garcia, Solsona Riera, & Ortega Aramburua, 2005) con un total
de 199 muestras demostraron que el 37 % de las muestras analizadas post-induccién y
el 20 % post-consolidacién tenian Enfermedad Minima Residual positiva por lo que se
observa que el porcentaje siguié siendo mas alto en este estudio hecho en el ION-
SOLCA

Mientras que entre la correlacion de la Enfermedad Minima Residual post-
consolidacion con la Recaida Medular en este estudio 81 pacientes presentaron
Enfermedad Minima Residual post-consolidacion positiva y de ellos 31 presentaron
recaida medular lo que representa el 38,2% el cual comparado con el estudio hecho por
Cordova (2016) en el ION-SOLCA con 140 pacientes pediatricos, diagnosticados con
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Leucemia Linfoblastica Aguda B por Citometria de flujo 90 tuvieron valores de
Enfermedad Minima Residual positiva post-induccion (>0.01%) y 49 presentaron
recaida medular lo que representa el 54%, por lo que se observa un porcentaje mayor de
recaidas en relacion al examen de Enfermedad Minima Residual positiva post-induccion
comparado con el de post-consolidacion.

En otro estudio realizado en el Hospital Oncoldgico de Sonora — México (Larios-Farak,
Rendén-Garcia, & Ornelas-Ceballos, 2016) en el que con 20 casos, 18 presentaron
Enfermedad Minima Residual post-induccién positiva, se presentaron 10 casos de
recaidas dando un total del 50% siendo un valor mas alto que el obtenido en este estudio
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CAPITULO 5

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

Se determind que la incidencia de Leucemia Linfoblastica Aguda B en pacientes
pediatricos en el ION- SOLCA Guayaquil coincide con los datos registrados a
nivel mundial.

Se establece que el estudio de Enfermedad Minima Residual post-consolidacién
es un importante factor predictivo para la aparicion de recaida medular, por lo
que constituye una herramienta fundamental para obtener una mayor cantidad de
pacientes en remision de la enfermedad

5.2. RECOMENDACIONES

Por los resultados obtenidos se recomienda: la evaluacion periddica de la
Enfermedad Minima Residual por Citometria de Flujo en los pacientes
pediatricos con Leucemia Linfoblastica Aguda B, ya que es una prueba sensible,
especifica, confiable y de menor costo; para el diagndstico de recaida medular.

Ademas se recomienda la aplicacién de un protocolo estandarizado para el uso
de la Citometria de Flujo en pacientes pediatricos con Leucemia Linfoblastica
Aguda B (ver Anexos).
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ANEXO 1

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA: ARBOL DEL PROBLEMA LEUCEMIA
LINFOBLASTICA AGUDA B
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ANEXO 2 60 L

SOCIEDAD DE LUCHA CONTRA EL CANCER DEL ECUADOR’?F '

INSTITUTO ONCOLOGIO NACIONAL "W ;

DR. JUAN TANCA MARENGO

MISION

Brindamos a la comunidad atencion integral, basada en evidencia cientifica y contenido
ético. Procurando su seguridad y bienestar, involucrando al paciente y a la familia en su
tratamiento.

VISION

Somos una institucion de salud, del méas alto nivel en lo cientifico, tecnoldgico y
humano. Tenemos como vision fundamental realizar el control del cancer en nuestra
comunidad, contribuyendo para reducir su morbilidad y mortalidad, mejorando la
calidad de vida del paciente y su familia.

DEPARTAMENTO DE ANATOMIA PATOLOGICA
SERVICIO DE CITOMETRIA DE FLUJO

PROTOCOLO ESTANDARIZADO PARA EL USO DEL ESTUDIO
DE CITOMETRIA DE FLUJO DE PACIENTES PEDIATRICOS
CON LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA B

INTRODUCCION

La Leucemia Linfoblastica Aguda B es una enfermedad neoplasica que se produce por
un trastorno genético que ocasiona la transformacion maligna de la célula
hematopoyética linfoide B dando origen a una proliferaciéon monoclonal de la misma,
constituyen los tumores malignos mas frecuentes de la infancia y representan alrededor
del 41% de las neoplasias malignas en menores de 15 afios, el 85% de las leucemias se
da principalmente en nifios (Berhman, Kliegman, & Jenson, 2006) (Kumar, Abbas, &
Fausto, 2010) (Rubin & Strayer, 2012)

Se ha considerado instaurar este protocolo en base a datos obtenidos a partir de los
estudios hechos por el grupo Cytognos y EuroFlow, la Guia Practica para el
Diagnostico Hematologico por Citometria de Flujo (Leach & Drummond, 2015),
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Protocolo de Tratamiento Pediatrico Hospital Nacional Edgardo Rebagliati Martins,
Protocolo de la Sociedad Argentina de Hematologia (SAH), el trabajo de tesis titulado:
Relacion entre la Carga Blastica inicial y la Enfermedad Minima Residual en pacientes
pediatricos con Leucemia Linfoblastica Aguda B Precursora en la Sociedad de Lucha
Contra el Cancer (SOLCA) de Guayaquil durante el periodo de 2012 al 2014~
(Cordova, 2016) y el aporte de los miembros del Departamento de Citometria de Flujo
del ION-SOLCA.

OBJETIVO GENERAL
Establecer un Protocolo de diagndéstico estandarizado para el uso de la Citometria de
Flujo de Pacientes Pediatricos con Leucemia Linfoblastica Aguda B

OBJETIVO ESPECIFICO

Proporcionar al Departamento de Citometria un flujo grama especifico para el
diagnéstico del inmunofenotipo y control de Enfermedad Minima Residual en los
pacientes pediatricos con Leucemia Linfoblastica Aguda B

FASES DEL PROCESO:
e Fase pre-analitica
e Fase analitica

FASE PRE-ANALITICA
Tabla 6 FASE PRE-ANALITICA (Cérdova, 2016)

e La recepcion de las muestras en el servicio de Citometria de Flujo es en
tubos de 5ml con anticoagulante y se las almacena a 8° C hasta el momento
de su analisis.

e Correcta rotulacion e identificacion del espécimen con su respectiva
solicitud de estudio, indicando datos completos del paciente

e Para obtener mejores resultados se trabaja con 100ml de la muestra, tomando
en cuenta que puede existir contaminantes extracelulares y recuentos
leucocitarios mayores a 20.000 cel/uL; en tal situacion se realiza una
dilucién 1:1 con solucion salina (NaCl 0.5%) estéril, hasta obtener una
concentracion aproximada de 1x10* células/ uL (esto solo se realiza para la
determinacién del inmunofenotipo)

e Para la marcacion de anticuerpos en la superficie. Se coloca Sul. de cada
anticuerpo monoclonal marcado con el fluorocromo en cada tubo de acuerdo
al panel que se va a utilizar.

e Agregar 100uL de la suspension de la muestra con 1x10* células/ pL a los
distintos tubos marcados previamente se agita y se incuba por 15-20 minutos
en oscuridad y a temperatura ambiente

e Afadir 2 ml de la solucion lisante ( FACS lysing solution) y se agita

e La muestra lisada se la deja a temperatura ambiente y oscuridad de 10-15
minutos

e Se procede a centrifugar a 1600 rpm y descartar el liquido de la superficie

e Se realiza dos lavados con 2 ml de PBS y se centrifuga y luego se agrega
500uL de PBS a cada tubo
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e Para la tincidn intracelular A las células que quedaron en la base (pellet) se
le agrega 100 pL de solucion Permeabilizante Perm 2 y se incuba por 15
minutos a temperatura ambiente y oscuridad.

e Lavar con 2mL de PBS, y agitar.

e Se centrifuga y se elimina lo que queda en la superficie.

e Se procede a marcar con los anticuerpos de tipo intracitoplasmaticos y se
deja incubar.

e Por Gltimo se agrega PBS en cada tubo y se adquiere en el Citometro.

e La calibracion y compensacion del citometro se realiza a diario mediante el
uso de las perlas para calibrar CS&T.

FASE ANALITICA
Tabla7 FASE ANALITICA (Cérdova, 2016)

El Citdmetro de Flujo FACS Canto I, utiliza el programa FACS DIVA 6.0

Para el estudio inicial (inmunofenotipo) se adquiere a 50.000 eventos por tubo.

Para estudio de Enfermedad Minima Residual se adquiere 1°000.000 de eventos

Los paneles de anticuerpos monoclonales que se usan en el laboratorio de
Citometria de Flujo del ION- SOLCA, toman como base los disefiados por el
grupo Euroflow

e La determinacion del inmunofenotipo se lo realiza a todos los pacientes con
sospecha diagndstica de Leucemia Linfoblastica Aguda como primer estudio de
Citometria de Flujo para establecer su estirpe, siendo un primer panel general:

TUBO ALOT

Tabla 8 Tubo ALOT (Cérdova, 2016) (Cytognos) (Recalde, 2016)
V450 V500 FITC PE PERCP PECY7 APC APCH7
CyCD3 CD45 CyMPO CD79a CD34 CD19 CD7 SmCD3

Una vez que se determina que la muestra pertenece a una LLA-B, se realiza el
siguiente panel

TUBOLLA-B

Tabla 9 Tubo LLA-B (Cytognos) (Cérdova, 2016) (Recalde, 2016)
V450 V500 FITC PE PERCP PECY7 APC APCH7
CD20 CD45 CD58 CD66c | CD34 CD19 CD10 CD38
SmlgKappa | CD45 cylgM CD33 CD34 CD19 SmigM | SmlgLambda
CD9 CD45 TDT CD13 CD34 CD19 CD22 CD24
CDh21 CD45 ggég & NG2 CD34 CD19 CD123 CD81
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Resultados del Analisis del inmunofenotipo
Tabla 10 Resultado del andlisis del inmunofenotipo (Moreno, y otros, 2016) (Orfao, Inmunofenotipo en

Leucemias Agudas, 2002)

LLA de células B

INMUNOFENOTIPO
Pro- B CD79+CD19+CD10-Cylg-Smlg-
B- Comun CD79+CD19+CD10+Cylg-Smlg-
Pre-B CD19+CD10+Cylg+Smlg-
B- Madura CD19+CD10+Cylg-/+Smig+

Cylg: Inmunoglobulinas en el citoplasma.

Sm 1g: Inmunoglobulinas en la superficie de la membrana (Orfao, Inmunofenotipo en Leucemias Agudas,
2002) (Moreno, y otros, 2016)

Para la realizacion de los estudios posteriores en los pacientes pediatricos con
diagndstico de Leucemia Linfoblastica Aguda B, se utiliza los paneles de
Enfermedad Minima Residual

La valoracion de la Enfermedad Minima Residual se debe realizar en todos los
pacientes con diagnostico de Leucemia Linfoblastica Aguda B que hubieran
iniciado su esquema de tratamiento.

Se lo realiza el dia 15 (durante la induccion), dia 35 (al finalizar la induccién), al
finalizar la consolidacion (dia 78 para los de Riesgo estandar, dia 43 para los de
alto y muy alto riesgo) como factores predictores de recaida

En los pacientes sometidos a transplante los controles son a los 30, 60 y 90 dias
post-transplante y luego cada 3 meses segun el criterio de Oncologia Pediatrica
Luego se los realiza al finalizar la fase de mantenimiento y los controles post-
tratamiento de acuerdo a solicitud de la valoracion por el departamento de
Oncologia Pediatrica

El panel a utilizar para el estudio de Enfermedad Minima Residual es el
siguiente:

TUBO LLA-B EMR

Tabla 11 Tubo LLA-B EMR (Cytognos) (Cérdova, 2016) (Recalde, 2016)

V450 V500 FITC PE PERCP PECY7 APC APCH7
CD66¢c +

CD20 CD45 CD81 CD123 CD34 CD19 CD10 CD38
CD73 +

CD20 CD45 CD81 CD304 CD34 CD19 CD10 CD38

Revisado y aprobado por: Dra. Aurora Romero Coronel Jefe del Servicio de Citometria
de Flujo. Elaborado por: Md Victor Villarroel Lainez R3 Anatomia Patoldgica.
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PROTOCOLO DE PROCESOS PARA EL ESTUDIO POR CITOMETRIA DE
FLUJO EN PACIENTES PEDIATRICOS CON LEUCEMIA LINFOBLASTICA

AGUDAB E
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ANEXO 3
CALCULO COMPLETO DEL CHI CUADRADO

¢Cual es la relacion entre la presencia de Enfermedad Minima Residual positiva post-
consolidacion vy la presencia de recaida medular?

Tabla 12 Tabla de datos con las frecuencias observadas (fo) entre las dos variables: Enfermedad Minima
Residual post-consolidacion y la presencia de recaida medular

Recaida Medular
EMR post-consolidacion No Si Frecuencias marginales
Negativa 20 6 26
Positiva 50 31 81
Frecuencias marginales 70 37 107

Fuente: Historias clinicas de los pacientes del Hospital ION SOLCA

En base a este cuadro de datos aplicamos la Hipotesis Nula (H0): Las variables son
independientes y la Hipotesis Alterna (Ha): La variables estan relacionadas. Se calculo
las frecuencias totales marginales de las filas y las columnas.

Tabla 13 Tabla de datos con las frecuencias esperadas (fe) entre las dos variables: Enfermedad Minima
Residual post-consolidacion y la presencia de recaida medular

RECAIDAS
EMR post-consolidacion No Si
Negativa 17,01 8,99
Positiva 52,99 28,01

La tabla de frecuencias esperadas (fe) la obtenemos segin la férmula:
fe = (total de la fila) (total de la columna)/ total

Luego se utilizo la siguiente la siguiente formula para calcular el chi-cuadrado:

o (fo-fe)
rELT g
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Donde el x2 se obtiene (frecuencia observada- frecuencia esperada)2/ frecuencia

esperada

Tabla 14 : x2 (chi cuadrado)

RECAIDAS
EMR post-consolidacion No Si Total general
Negativa 0,53 0,99
Positiva 0,17 0,32 X2
Total general 0,69 1,31 2,01

Siendo el valor del chi cuadrado experimental es de 2,01

Se calcula el grado de libertad (GL) con la siguiente formula:

GL= (numero de filas — 1) * (nimero de columnas -1) = 1

Usando la tabla de chi-cuadrado teorico, con un grado de libertad de 1 y con un margen

de error de 0.05 (5%)

X20.05 * 1 =3,841

Siendo el valor experimental menor al valor tedrico; se concluye que la presencia de
Enfermedad Minima Residual post-consolidacion y de recaida medular son variables
independientes la una de la otra, confirmando la validez de la Hipo6tesis nula (HO)
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ANEXO 4

TOTAL DE CASOS EN RELACION AL SEXO Y GRUPOS DE EDAD

SEXO
Total
EDAD Femenino masculino general
1-4aios 16 20 36
5-10afios 26 22 48
11-14afios 11 12 23
Total general 53 54 107

Tabla 15 TOTAL DE CASOS EN RELACION AL SEXO Y GRUPOS DE EDAD

25,00% -

20,00% -

15,00%

10,00% -

5,00% -

24,30%

56%

18,69%

21% H femenino

B masculino

0,00%

1-4afios

5-10afos 11-14afos

figura 11 CASOS EN RELACION AL SEXO Y GRUPOS DE EDAD

De acuerdo a la edad; en el grupo de 1-4 afios: 16 eran femeninos (14,95%) y 20
masculinos (18.69%); en el grupo de 5-10 afios: 26 femeninos (24,3%) y 22 masculinos
(20,56%); y en el grupo de 11-14 afios: 11 femeninos (10.28%) y 12 masculinos

(11.21%)
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ANEXO 5

TOTAL DE CASOS EN RELACION A LOS GRUPOS DE RIESGO

GRUPOS DE
RIESGO
Total
INMUNOFENOTIPO standard alto riesgo muy alto riesgo general
b Comun 45 23 12 80
pre b 18 8 26
pro b 1 1
Total general 45 41 21 107
Tabla 16 TOTAL DE CASOS EN RELACION A LOS GRUPOS DE RIESGO
45,00% - 42,06%
40,00% -
35,00% -
30,00% -
25,00% - 50% m standard
20,00% - 16,82% M altoriesgo
15,00% - 21% muy alto riesgo
10,00% - 8%
5,00% - 0,93%
0,00% . ; .
b comun preb prob

figura 12 CASOS EN RELACION A LOS GRUPOS DE RIESGO

En cuanto al inmunofenotipo de acuerdo a los grupos de riesgo: en el tipo B Comun 45
pertenecian al grupo Standard (42.06%), 26 al de Alto Riesgo (21,5%), 12 al de Muy
Alto Riesgo (11.21%); al tipo Pre-B : ninguno pertenecia al grupo Standard , 18 al de
Alto Riesgo (16,82%) y 8 al de Muy Alto Riesgo (7.48%); y al tipo Pre-B solo hubo un
paciente de Muy Alto Riesgo (0.93%) del total de pacientes estudiados
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ANEXO 6

TOTAL DE CASOS DE RECAIDA MEDULAR EN RELACION A LAS
TRANSLOCACIONES ENCONTRADAS POR BIOLOGIA
MOLECULAR EN LOS PACIENTES PEDIATRICOS CON
DIAGNOSTICO DE LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA B

sin t(4; Trisomia Total
hiperdiploidia traslocacion t(1:19) t(12;21) 11) t(9;22) 21 general
No 1 52 3 8 5 1 70
Si 1 26 5 2 2 1 37
Total
general 2 78 8 8 2 7 2 107

Tabla 17 TOTAL DE CASOS DE RECATDA MEDULAR EN RELACION A LAS TRANSLOCACIONES
ENCONTRADAS POR BIOLOGIA MOLECULAR EN LOS PACIENTES PEDIATRICOS CON
DIAGNOSTICO DE LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA B

0,93%
1,87%
Trisomia 21
si
72 t(9;22)
24,30%
0,93% mt(4; 11)
mt(12;21)
93%
4,67% mt(1:19)
no 7,48% M sin traslocacion
0,
48,60% | hlpel’dlp'Oldla
0,93%
0,00% 10,00% 20,00% 30,00% 40,00% 50,00%

figura 13 CASOS DE RECAIDA MEDULAR EN RELACION A LAS TRANSLOCACIONES

Grafico . Los datos fueron obtenidos de las historias clinicas del Hospital ION SOLCA

En cuanto a la presencia de translocaciones en los casos estudiados observamos que de
los 107 casos 78 no presentaron translocacion y de esos 52 hicieron recaida (24,30%), 8
presentaron t(1;19) de ellos 5 hicieron recaida (4.67%), 8 presentaron t(12;21) de ellos
ninguno hizo recaida, 2 presentaron t(4;11) y ambos hicieron recaida (1,87%), 7
presentaron t(9;22) y 2 de ellos hicieron recaida(1,87%), 2 presentaron trisomia 21y
uno de ellos hizo recaida (0.93%), con lo que se deduce que a pesar de que las
translocaciones t(1;19) y t(12;21) son mas frecuentes que las otras, la t(4;11) presento
recaida en todos sus casos (2)
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