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ABREVIATURAS

DNA: Acido Desoxirribonucleico

ARN: Acido Ribonucleico

CD: Cluster de Diferenciacion (del inglés: cluster differenciation)
CDR: Regiones Determinantes de Complementariedad
CFU-B: Unidad Formadora de Colonias B
CPH. Célula Progenitora Hematopoyética
CTH: Célula Troncal Hematopoyética
DHL: Lactato Deshidrogenasa

ERM: Enfermedad Minima Residual.
FAB: Franco Americana Britanica.

FR: Regiones Marco

LLA: Leucemia Linfoblastica Aguda
OMS: Organizacion Mundial de la salud
SNC: Sistema Nervioso Central

NK: Linfocito Natural Killer

SHM: Hipermutacién Somatica.

SP: Sangre Periférica

MO: Médula 6sea

t: Translocacion

TCR: Receptor de células T

PCR: Reaccion en cadena de polimerasa
IG: Inmunoglobulina

RC: Remisién completa

URF: Unidades Relativas de Fluorescencia
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l. RESUMEN ESTRUCTURADO

Antecedentes: La citometria de flujo se considera como el método mas confiable
para la deteccion de EMR aunque de menor sensibilidad que la PCR. La
citometria de flujo ha sido la mejor opcién de evaluacién durante el seguimiento de
los pacientes en la EMR; sin embargo, y dada la sensibilidad de los métodos
basados en la determinacion de re-arreglos genéticos de tipo monoclonal del gen
IgH, consideramos comparar estas dos metodologias en la poblacion pediatrica
del hospital de Pediatria del CMNO en Guadalajara, Jalisco.

Objetivo general Comparar los métodos de citometria de flujo y la determinacion
de los re-arreglos monoclonales de las cadenas pesadas de las Ig en la
evaluacion al término de la fase de induccién a la remisibn en pacientes
pediatricos con leucemia linfoblastica aguda de células B. Objetivos especificos
1. Describir las caracteristicas sociodemograficas de pacientes pediatricos con
leucemia aguda de células B. 2. Comparar el resultado de la citometria de flujo y
de re-arreglos monoclonales IgH tomados al término de la induccion a la remisién
en los pacientes con leucemia aguda de células B. 3. Identificar aquellos pacientes
que al término de la fase de induccion a la remision presenten: remision de la
enfermedad, falla a la induccién a la remisién y enfermedad minima residual

positiva.

Material y métodos: Tipo y Disefio. Estudio retrospectivo, transversal,
observacional y descriptivo en poblacién pediatrica (0-15 afios de edad) de sexo
indistinto, con diagndstico clinico e histopatolégico de Leucemia Linfoblastica
Aguda de estirpe B realizado en el Centro Médico Nacional de Occidente, se
excluyeron casos que al momento del diagndstico presentaban procesos
infecciosos y/o otros procesos inflamatorios diferentes a la enfermedad de base o
en tratamiento para otras enfermedades. Muestreo de tipo no probabilistico por
casos consecutivos de todos los pacientes identificados en el periodo
comprendido de junio de 2017 a junio de 2019. Se revisaron las variables edad,
edad al diagnostico, género, inmunofenotipo, mortalidad, enfermedad minima
residual por citometria de flujo y por andlisis de re-arreglos monoclonales IgH. Se

describieron los resultados de forma descriptiva, y mediante la comparacion entre
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los métodos de diagnédstico de la EMR. Se realizdé en una base de datos donde
previamente se identificd la citometria de flujo y el analisis de re-arreglos para
valorar EMR en los pacientes con LLA-B. Aspectos estadisticos: estadistica
descriptiva para las variables cualitativas, se utiliz6 frecuencias expresadas en
porcentajes. Para la comparacion de las variables EMR por citometria de flujo y
EMR por re-arreglos monoclonales IgH por PCR se realiz6 el analisis de
correlacion, regresion lineal y grafico de Bland-Altmann. Se utiliz6 el programa
estadistico SPSS® version 26 para crear la base de datos para su posterior

analisis y elaboracion de graficos.
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Il. MARCO TEORICO

LEUCEMIA

Leucemia (Leukamie) significa “sangre blanca”, (del griego leuco, Aeukog: “blanca”
y emia, aipa: “sangre”) término propuesto por Rudolf Virchow en 1846. Es una
hemopatia maligna clonal que se caracteriza por la proliferacion no regulada de
células enddgenas de la medula 6sea. Se considera una enfermedad de causa
heterogénea producida por alteraciones genéticas que regulan la produccion,
crecimiento, diferenciacion 'y apoptosis de las células progenitoras

hematopoyéticas. *

Representa el 30% de las neoplasias malignas en menores de 15 afios. Se
presentan aproximadamente 600 nuevos casos de leucemia aguda infantil
anualmente en EUA, de los cuales el 80% son leucemia linfoblastica aguda.? La
tasa de supervivencia ha aumentado, de menos del 10% en la década de 1960 al
90% en la actualidad (Figura 1)

Figura 1. Supervivencia general en nifios con LLA que se inscribieron en el

Children’s Cancer Group y el Children’s Oncology Group Clinica Trials, 1968-2009
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HEMATOPOYESIS

Se define como el proceso de produccion y maduracion de las células sanguineas
y se lleva a cabo en la medula ésea. De acuerdo al grado de maduracién celular,
la poblacion celular de la médula 6sea se divide en 4 grupos: el primer grupo lo
constituyen las células troncales hematopoyéticas (CTH) que representan el
0.01% del total. Estas células tienen dos caracteristicas funcionales: son capaces
de auto-renovarse, dando lugar a células hijas de las cuales, al menos una,
conserva las propiedades de la célula madre y son multipotenciales, es decir
pueden dar origen a los distintos linajes sanguineos. A partir de las CTH se origina
el segundo grupo o células progenitoras hematopoyéticas (CPH) que representan
menos del 0.5% del total de las células nucleadas en médula 6sea; carecen de
capacidad de auto renovacion, pero conservan la multipotencialidad, aunque
pueden estar restringidas a soOlo dos linajes. Tienen caracteristicas
inmunofenotipicas semejantes a las CTH, como es la expresion del antigeno
CD34.°

Las CPH dan origen a las células precursoras (tercer grupo), que corresponden a
>90% de las células en médula 6sea; son células inmaduras que dan origen a las
células sanguineas maduras circulantes, las cuales constituyen el 42 grupo
formado por las células mieloides y linfoides (Figura 2). Las células mieloides
comprenden los monocitos, eritrocitos, plaquetas y granulocitos (neutrofilos,
basofilos y eosindfilos). Las células linfoides incluyen los linfocitos B, linfocitos T y
células Natural Killer (NK). * Figura 2.
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Figura 2. Hematopoyesis. Tomado de: Atlas de Hematologia. Rodak. 528 ED
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EPIDEMIOLOGIA

La LLA es la neoplasia maligna mas frecuente en la infancia y ocurre con mayor
frecuencia en la primera década de la vida. Representa el 25% de los diagndsticos
de cancer en menores de 15 afios. ° En los Estados Unidos, la incidencia de LLA
es de aproximadamente 30 casos por millon de personas menores de 20 afios y la

incidencia ocurre entre los 3y 5 afios de edad. 2

La prevalencia de LLA en América Latina es mayor a la reportada en otras partes
del mundo, con tasas de hasta 120 pacientes por cada millén de habitantes.® En
México se calculé una incidencia de 1000 a 1200 casos nuevos por afio. ’ La
incidencia varia significativamente segun la raza y el grupo étnico: 14.8 casos por

millon en poblacion de raza negra, 35.6 casos por millon en caucasicos y 40.9
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casos por millon en hispanos. La LLA se desarrolla con mayor frecuencia en nifios

que en nifias (relacién hombre:mujer, 55% : 45%. 2

ETIOLOGIA

Varios factores genéticos (principalmente el sindrome de Down) estan asociados
con un mayor riesgo de LLA, pero la mayoria de los pacientes no tienen factores
hereditarios reconocidos. Los estudios del genoma, han identificado variantes
polimorficas en varios genes (incluidos ARID5B, CEBPE, GATA3, IKZF1), que
estan asociados con un mayor riesgo de LLA o subtipos especificos. Las
mutaciones raras de la linea germinal en PAX5 y ETV6 estan relacionadas con
LLA familiar.®2 Pocos factores de riesgo ambientales estan asociados con LLA en
nifios. EI aumento de las tasas de la enfermedad, se ha relacionado con la
exposicion a la radiacién y ciertos productos quimicos, pero estas asociaciones

explican s6lo una minoria de casos.’

PATOGENESIS

Los linfocitos surgen de células madre hematopoyéticas a través de una serie de
etapas de proliferacion y diferenciacion que dan como resultado la formacion de
linfocitos B o T maduros, cada uno expresando una inmunoglobulina o TCR
especifica. El desarrollo de una respuesta inmune adaptativa depende de la
generacion de una poblacion madura de linfocitos B y T con diversidad en
antigenos especificos, los cuales cuentan con la capacidad de generar una
respuesta inmune efectiva contra una amplia gama de patdgenos. Esta diversidad
en la especificidad del receptor de antigeno se logra a través de procesos de
mutagénesis somatica, que incluye recombinacion e hipermutacién somatica,
disefiada para introducir variaciones Unicas en la estructura del gen de
inmunoglobulina o TCR de cada linfocito en desarrollo individual.®

A pesar de su naturaleza regulada cuidadosamente, estos mecanismos
programados de mutagénesis somatica pueden salir mal e introducir mutaciones

en otros loci. Las mutaciones en oncogenes o supresores tumorales adquiridos
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durante el desarrollo de linfocitos pueden provocar la proliferacion aberrante y

detencién de la diferenciacion que son caracteristicos de la LLA.

CLASIFICACION

Las leucemias infantiles, pueden clasificarse como agudas o cronicas. La leucemia
aguda se caracteriza por la expansion clonal de precursores hematopoyéticos o
precursores linfoides, mientras que la leucemia crénica se refiere a afecciones
caracterizadas por la expansion de elementos maduros de la médula 6sea. La
leucemia congénita se refiere a las leucemias diagnosticadas dentro de las
primeras 4 semanas de vida.*®

La leucemia aguda se caracteriza por el reemplazo de elementos de la médula
normal con células blasticas malignas, indiferenciadas con distribucion difusa de la
cromatina nuclear, con uno o mas nucléolos y citoplasma basdfilo. Existen
diferentes métodos para identificar a las células blasticas malignas, incluidas la
morfologia, la citoquimica e inmunofenotipo, alteraciones cromosémicas y
aberraciones genéticas moleculares. Aproximadamente el 80% de los casos de

leucemia aguda infantil es linfoblastica. *°

Clasificacion Morfoldgica y Citoquimica

Las células blasticas son precursores primitivos, que carecen de muchas de las
caracteristicas de diferenciacién. Bajo condiciones normales, las formas blasticas
constituyen menos del 5% de las células nucleadas de la médula ésea. Por lo
general, las células blasticas no se observan en la sangre periférica, excepto en
periodos de sobreproduccion de células sanguineas en respuesta a infeccion,

sangrado o invasion de la médula 6sea. *°

Una vez que se realiza el diagnéstico de leucemia, se debe diferenciar entre
linfoide o mieloide. Los linfoblastos tefiidos con Wright-Giemsa tienen material
nuclear homogéneo con presencia de nucléolos y sélo un pequefio borde de

citoplasma tefiido de azul claro, generalmente sin granulos.
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Un sistema estandarizado de clasificacion morfolégica ideado por el grupo de
trabajo cooperativo Franco-Americano-Britdnico (FAB) se usa generalmente para
clasificar la aparicion de linfoblastos leucémicos. En este sistema, la leucemia
linfoblastica aguda (LLA) se subdivide en 3 categorias morfologicas: L1, L2 y L3
(Cuadro 1). L1 es el subtipo mas comun, observado en el 85-90% de los casos,
son células pequefias, caracterizadas por una alta relacién nucleo-citoplasma, el
citoplasma es azul palido, escaso, limitado por una pequefia porcién del perimetro
de la célula, las células tienen nucléolos y membranas nucleares que varian de
redondas a hendidas. Las L2 se encuentran en 5-15% de los casos, las células
son mas grandes, muestran una variabilidad marcada en el tamafo y tienen
nucléolos prominentes y citoplasma mas abundante. S6lo en 1-3% pertenecen a
los linfoblastos L3 que parecen idénticos a las células del linfoma de Burkitt, con
citoplasma basdfilo y vacuolizado. Se asocia frecuentemente a un fenotipo de
células B maduras. Entre otras variantes morfolégicas de la LLA, se han descrito
células en espejo de mano. **

Cuadro 1. Clasificacion de la LLA de acuerdo a la FAB

Clasificacion por FAB de la leucemia aguda linfoblastica (LAL)

L1 L2 L3
Tamario del nicleo Pequefio Grande Grande
Patron nuclear Regular con Irregular con Regular con
cromatina cromatina cromatina
homogénea heterogénea homogénea
Nucléolo Poco prominente Prominente Prominente
Citoplasma Escaso Abundante Abundante,

basofilia, vacuolas
grandes

Frecuencia 85% 14% 1%

Fuente: GPC de Diagnostico y Tratamiento de la Leucemia Aguda, México:
Secretaria de Salud; 2009.
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Inmunofenotipo

El inmunofenotipo se ha vuelto esencial para el diagnéstico de la LLA y ha
contribuido en una clasificacion mas precisa. Inicialmente realizado con antisueros
policlonales y posteriormente con un panel de rapida expansion de MAbs. Se ha
aplicado principalmente para distinguir LLA de LMA y para asignacion del linaje de
los blastos leucémicos.*

El fenotipo celular se define en base a la presencia de marcadores intracelulares y
de superficie que precisan las estirpes o linajes especificos. Su determinacion se
basa en la reaccién antigeno-anticuerpo. Al momento se han desarrollado mas de
200 anticuerpos monoclonales relacionados con la etapa de maduracion de las
células B que detectan antigenos asociados con los linajes hematopoyéticos. **

La LLA se subcategoriza en funcion de la expresién de antigenos especificos de
linaje y maduracion presentes en la superficie celular y en el citoplasma de los
linfoblastos.

Antes del desarrollo de la primera célula identificable del linaje B, esta la
generacion de un progenitor linfoide que expresa CD34, CD10 y bajos niveles de
CD 19. Las primeras células pre B o pro B expresan CD 10, CD19, CD24, CD34,
CD45, antigeno leucocitario humano (HLA)- DR, CD22, CD 79a, CD 79b y desoxi-
nucleotidil transferasa terminal (TdT).*

La OMS establece que, en el caso de las Leucemias de progenitores de células B,
no define un antigeno Unico o especifico, pero se recomienda que expresen
fuertemente CD19 junto con otro antigeno de linaje de células B asociado, o en
caso de una débil expresion de CD19, se debe tener la expresion de al menos 3
marcadores de linaje B.*

Cuadro 2. Expresion de marcadores y reordenamiento genético durante la

ontogenia normal de células B

Pro B HLA-DR +,CD 19+, CD 22+, CD 10-, cylg-, slg -
B Temprana HLA- DR+, CD 19+, CD 22+, CD 10+, cylg-, slg -
Pre B cylgMu+, slg -

B madura slg+
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Precursor de Células B

El fenotipo de precursores de células B esta presente en el 80-85% de los nifios
con LLA. Estas células leucémicas se caracterizan por la reactividad con
anticuerpos monoclonales especificos para antigenos asociados a células B (CD?9,
CD19, CD22, CD 79a) y se distinguen de la LLA de células B madura por la
ausencia de inmunoglobulinas de superficie. En la gran mayoria de la LLA de
precursores B las células expresan CD10, también conocido por antigeno LLA
comun (CALLA).

Mas del 90% de los casos de LLA con precursores B, tienen evidencia de
reordenamientos del gen de inmunoglobulina, predominante que involucra la
cadena pesada de inmunoglobulina (IgH). Es de destacar que los reordenamientos
del gen del receptor de células T (TCR) también se puede observar en la célula
precursora B de la LLA. Estos reordenamientos especificos se han utilizado para
cuantificar los niveles submicroscopicos de leucemia residual por reaccion en
cadena de polimerasa (PCR). La presencia de inmunoglobulina intracitoplasmaética
(clg) también se usan para distinguir a los diferentes subconjuntos de LLA con
precursores B, basado en sus niveles de diferenciacion. Estos subconjuntos
incluyen LLA pro B (3-4%), pre B temprana (60-70%) y pre B (20-30%). **

LLA Pro-B

Se considera que deriva de un precursor de células B inmaduras, se caracteriza
por CD 10 negativo y la ausencia de inmunoglobulinas citoplasméticas (clg). Se
observa frecuentemente en lactantes con LLA, especialmente en los que incluyen

anormalidades que involucran a los cromosomas 1123 (gen MLL). **

LLA Pre-B temprana
Es el subtipo mas comun. Deriva de precursores B mas maduro que la pro B.
Frecuentemente expresan CD10 pero carecen de clg (también conocida como

LLA B coman). *
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Células Pre-B

Se caracteriza por la presencia de clg. Deriva de un intermedio de célula
precursora B, mas madura que las que carecen de clg pero no tan maduras como
las que tienen inmunoglobulina de superficie (B madura). Las células pre-B

tipicamente expresan CD 10 y el antigeno leucocitario humano (HLA) DR. **

Células B Maduras

Representan 1-2% de LLA. Se caracteriza por la presencia de inmunoglobulinas
de superficie, con mayor frecuencia IgM que es monoclonal para cadenas ligeras K
o A. Expresan antigenos de células B, incluidos CD19, CD20 y HLA-DR,

morfolégicamente tienden a ser L3. =

Cuadro 3. Clasificaciéon de la Leucemia Linfoblastica Aguda de acuerdo a la OMS

Linfoma/leucemia linfoblastica B

Linfoma/leucemia linfoblastica B sin otra especificacion

Linfoma/leucemia linfoblastica B con anormalidades genéticas

recurrentes

Linfoma/leucemia linfoblastica B con t(9:223(q34.1:q11.2): BCR-

ABL1

Linfoma./leucemia linfoblastica B con t{v;11g23.3); rearreglo KMT2A
Linfoma/leucemia Linfoma.leucemia linfoblastica B con t{12:21p13.2:q22.1): ETV6-

linfoblastica B RUMNX1
Linfoma./leucemia linfobldstica B con hiperdiploidia

Linfoma/leucemia linfoblastica B con hipodiploidea
Linfoma/leucemia linfoblastica B con t(5;143(g31.1:q932.3) IL3-IGH
Linfoma/leucemia linfoblastica B con t{1;193(g23:p13.3).TCF3-PEX 1
Entidad provisional Linfoma/lewcemia linfobldstica B con BCR-ABL 1-
likke

Entidad provisional Linfomasleucemia linfobldstica B con iAMP21

Tomado de: Arber DA, 2016

MANIFESTACIONES CLINICAS Y DIAGNOSTICO

La LLA se puede presentar de manera insidiosa, aguda o como un hallazgo
incidental en un nifio asintoméatico. Los sintomas de presentacion incluyen fiebre,
palidez, hematomas, petequias, dolor 6seo (secundario a la infiltracion leucémica).
Aungque la LLA es una enfermedad de la médula 0sea y sangre periférica, las
células anormales pueden infiltrar cualquier érgano o tejido. En el diagnéstico
inicial, el 30-50% de los nifios pueden tener hepatomegalia, esplenomegalia. La
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linfadenopatia causada por infiltracion leucémica es un signo frecuente. En
general, el grado de infiltracibn de dérganos se correlaciona con el recuento de

blastos de sangre periférica, lo que refleja la masa leucémica total.

Sangre Periférica

Los datos de laboratorio clinico a menudo proporcionan un amplio espectro de
hallazgos anormales al momento del diagndstico. Anemia, recuento anormal de
leucocitos y la trombocitopenia son comunes. Sin embargo, algunos nifios con LLA
pueden tener recuentos normales de células sanguineas al momento del
diagnéstico, incluso cuando la médula G6sea es reemplazada por células
leucémicas. Los glébulos rojos pueden ser normociticos, normocrémicos. El
fracaso de la produccion de eritrocitos, se manifiesta por un bajo recuento de
reticulocitos. El frotis de sangre periférica (FSP) puede revelar formas de lagrima o
eritrocitos nucleados, lo que es compatible con la invasion a la médula 6sea. El
recuento de plaquetas puede varias de normal a extremadamente bajo. *°

Existe un amplio rango en el recuento de los leucocitos. Aproximadamente el 20%
de los nifios con LLA presentan recuentos de mas de 50,000 cél/mma3. Los blastos
pueden o no estar presentes en los FSP. La hipereosinofilia puede preceder al
diagnéstico de LLA. *°

Aproximadamente el 10% de los nifios con LLA presentan recuentos de leucocitos
altos (>100,000 células7mma3), en ellos el flujo sanguineo en la microcirculacion
puede verse obstaculizado por el agrupamiento intravascular de los blastos, esto
puede provocar hipoxemia local, dafio endotelial, hemorragia e infarto,
especialmente en SNC y pulmén.

La coagulacion intravascular diseminada (CID) se observa con poca frecuencia en

pacientes con LLA al momento del diagnéstico. *’

Médula Osea
El aspirado de médula 6sea y la biopsia es esencial para hacer el diagnéstico de
leucemia. La muestra de médula 6sea suele ser hipercelular y se caracteriza por

una poblacion homogénea de células. En la mayoria de los casos se encuentra
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mas del 50% de blastos. En caso de ser dificil la obtencion de la muestra ya sea
por fibrosis o necrosis de la médula, se puede realizar el diagnéstico mediante una

biopsia de médula 6sea.

Leucemia Extramedular.

Aungue el reemplazo medular es la causa principal de los sintomas de leucemia,
la afectacion extramedular también puede contribuir a la presencia de signos y
sintomas. Hasta el 20% de los nifios tendran presencia de células blasticas en
LCR al momento del diagnéstico. ** Se ha informado de una afectacién de la
médula espinal que clinicamente se manifiesta como un infiltrado leucémico
epidural que comprime el cordén. 2°

La infiltracion leucémica del timo aparece como una masa mediastinica anterior en
un radiografia d térax. Se observa aproximadamente en el 10% de los pacientes
recién diagnosticados, generalmente se asocia a inmunofenotipo de células T.

La presentacion clinica de la LLA testicular es un agrandamiento indoloro de uno o
ambos testiculos. La leucemia testicular clinicamente detectable es poco frecuente
al momento del diagnéstico, ocurre en 1-2% de los casos y parece no tener
importancia prondstica.”* Se ha observado rifiones agrandados por ultrasonido en
nifios con LLA al diagnéstico por infiltracién leucémica.?? La patogénesis puede
estar causada por afectacion del nervio sacro o ser causado por la obstruccién
mecanica de los cuerpos cavernosos Yy las venas dorsales por infiltracion
leucémica o leucostasis.”

El dolor éseo y articular son sintomas comunes de la LLA infantil.** El dolor 6seo
puede ser resultado de la infiltracion leucémica directa al periostio o la expansion
de la cavidad medular por células leucémicas. El dolor articular es menos
frecuente, y hasta el 25% de los casos pueden tener cambios radiogréaficos
caracteristicos como osteopenia y fractura al momento del diagnéstico 2°

La hepatoesplenomegalia es una caracteristica comun al momento del
diagnéstico. Un ciclo corto con corticoesteroides antes del inicio de la

quimioterapia puede mejorarla.?®
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Pueden encontrarse manifestaciones oftalmicas en un tercio de los pacientes. Los
sintomas incluyen inyeccion conjuntival, fotofobia, dolor, visiébn borrosa y

disminucién de la agudeza visual. *’

La leucostasis pulmonar puede conducir a insuficiencia respiratoria, se puede
encontrar al momento del diagndstico, especialmente si el paciente presenta
recuento alto de leucocitos. La distincion radiografica entre infeccion, infiltracion
leucémica o hemorragia, suele ser dificil.”®

La infiltracion cutanea es poco frecuente en la LLA infantil, con excepcion en la
congénita. La leucemia cutis se manifiesta tipicamente como papulas, nédulos o

placas rojas o violaceas.?®

GENETICA DE LA LEUCEMIA

Diversos estudios concluyen que hasta el 80% de los nifios con LLA muestran
cariotipos alterados, bien en el nimero de cromosomas (ploidia), o cambios
estructurales como translocaciones y deleciones, los cuales tienen gran
importancia prondéstica. Una de las principales causas genéticas de LLA son las
mutaciones espontaneas, ello debido a que, durante los primeros afios de vida, las
células hematopoyéticas precursoras muestran intensa proliferacion y en
consecuencia mayor propension a los reordenamientos de genes, siendo durante
este periodo mas susceptibles a los agentes mutagénicos.*

Las apariciones de translocaciones especificas en los progenitores
hematopoyéticos generan los llamados genes de fusion, responsables de la
expresion de protooncogenes cuya actividad estimula factores de transcripcion y
como resultado aumenta la auto regeneracion celular impidiendo la diferenciaciéon
y apoptosis celular.®

Las alteraciones numéricas, en particular la hiperdiploidia, son frecuentes en la
LLA. Mas del 30% de los casos son hiperdiploidias y alrededor del 10%
hipodiploidias.
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Anormalidades Cromosomicas y sus Correlaciones Moleculares

En la LLA es comun clasificar los cariotipos en grupos de ploidia y en grupos de
reordenamiento especificos. Los grupos de ploidia comunmente reconocidos son
hiperdiploidia baja (47-50) en un quinto de los casos, hiperdiploidia alta (>50) en el
30% de los casos, casi triploidia, tetraploidia, haploidia, hipodiploidia (45 o
inferior), pseudodiploidia (numero normal de cromosomas con cambios
estructurales) y cariotipo normal. La hipodiploidia confiere un prondéstico pobre en
nifios y adultos con LLA, esta presente en aproximadamente el 1% de los nifios
con LLA pero en> 10% de los adultos. Se caracteriza por la delecion de IKZF2 y
por mutaciones casi universales de TP53, que se heredan en aproximadamente
la mitad de los casos. Los numeros entre 47 y 50 cromosomas esta asociado a

pronéstico intermedio. Entre 51 y 55 se asocia a prondstico favorable.

Translocacion (12;21) (p13;q22) / ETV6-RUNX1

Esta reorganizacion es dificil de detectar, ya que soOlo se translocan pequefios
segmentos. Hasta la aparicion de técnica moleculares como FISH, Southern Blot y
RT-PCR de detectaron transcripciones de fusion en hasta el 27% de los casos, por
lo que es la mas comun en la LLA pediatrica. Se asocia con un inmunofenotipo

precursor de células B y confiere un buen pronéstico.®

Translocacion (9;22) (q34;q11) / BCR-ABL

La translocacion tipo Philadelphia (Ph+) es la translocacion mas frecuente en la
LLA en adultos. En la LLA infantil ocurre en el 3-6% de los casos. El segmento 3’
del gen ABL del cromosoma 9 se transloca al parte 5 del gen BCR en el
cromosoma 22, creando un gen hibrido BCR-ABL que se transcribe en un ARNm
quimérico que genera una proteina con un aumento de la tirosina quinasa.

Si la ruptura ocurre en la regién principal del grupo de puntos de ruptura (m-bcr) se
crea una proteina de fusion de 210 kDa, llamada p210BCR-ABL, esta proteina de
fusion se observa en el 50% de los casos de LLA Ph+ adultos y 20% de LLA Ph+

infantil. Los pacientes restantes muestran una ruptura dentro de puntos de ruptura
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menores (m-bcr) que se traduce en una proteina de fusion BCR-ABL mas
pequefia llamada p190BCR-ABL. Existen puntos de interrupcién raros dentro del
gen BCR, que conducen a proteinas de diferentes tamafios. Las herramientas
moleculares para la deteccion del reordenamiento BCR-ABL incluyen FISH y PCR
gue son complementarias a la citogenética. El pronostico de LLA Ph+ es pobre

tanto en la infancia como en los adultos.®!

11923/ Anormalidades MLL

Un evento molecular comin es la interrupcion del gen MLL ubicada en el
cromosoma 11, banda 11g23. Se producen tanto en LLA y LMA. Se sabe que mas
de 30 loci cromosémicos participan en el reordenamiento de MLL. En la LLA los
genes asociados mas comunmente en los reordenamientos de MLL son AF4
(4921) y ENL (19p13). La translocacion (4;11) (g21;923) se observa en mas del
60% de los lactantes con LLA, 2% nifios y 3-6% adultos. Se asocia con la edad
temprana (generalmente menores de 2 afos), sexo femenino y alto recuento de

leucocitos, se asocia a visceromegalias e infiltracién a SNC. 3!

Translocacion (1;19) (q23;p13) / E2A-PBX1

Esta translocacion fue descrita por primera vez en 1984 por Carroll (referencia).
Estudios posteriores la confirman como una de las translocaciones comunes en la
LLA infantil, presentandose en el 25% de los casos de LLA de células pre B. Las
caracteristicas clinicas incluyen un recuento alto de leucocitos, niveles altos de
DHL y un cariotipo pseudodiploide. A nivel molecular el gen E2A en el cromosoma
19 se fusiona con PBX1 en el cromosoma 1. Los estudios pediatricos han
demostrado mal prondstico en nifios por lo que resulta favorable un tratamiento

intensificado.

Translocacion (8;14) (q24;923) y Variantes translocaciéon (2;8) (pl2;q24) y
translocacion (8;22) (q24;q11)
Se encuentran tanto en la LLA como linfoma tipo Burkitt. El evento crucial en las

tres translocaciones es la yuxtaposicion del oncogén MYC . La t(8;14) es la mas
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comun (85%), mientras que la t(2;8) y t(8;22) se encuentra alrededor de 5-10% de

los pacientes, respectivamente.

Delecion 6q
Las deleciones del brazo largo del cromosoma 6 son comunes en la LLA, ocurren
en el 5-10% de los casos, siendo el Unico cambio en 2/3 de los casos. Los

estudios clinicos, no han confirmado ninguna diferencia en el pronéstico.

Anormalidades 9p

La pérdida de material 9p puede ocurrir por eliminaciones o translocaciones
desequilibradas. Presente en el 7-12% de los casos de LLA infantil. Se encuentra
en LLA de linaje By T. Se asocia a caracteristicas clinicas de alto riesgo, como la

edad avanzada, recuento alto de leucocitos, infiltracion a SNC.

Translocacioén / dic (9;22) (p11-12;p11-13)

Este grupo raro de anomalias cromosomicas conduce a la pérdida de partes de
los brazos cortos de los cromosomas 9 y 12. La reorganizacibn mas comun en
este grupo es dic (9;12) que se asocia con edad temprana al diagndstico, sin

compromiso en SNC, fenotipo de células B y excelente prondstico.

Delecion 12p
La monosomia parcial 12p por deleciones o translocaciones se observa en el 5%
de los casos de LLA. Raramente se presenta como la Unica anormalidad. No

parece tener impacto en el pronéstico. %

Implicacién de las Anomalias Cromosomicas en el Prondstico

De acuerdo a los protocolos estandar utilizados actualmente, la t (12;21), dic
(9;12), hiperdiploidia con un nimero de cromosomas entre 51 y 55, se asocia a un
favorable prondstico. Los pacientes con un cariotipo normal, una delecion del
brazo largo del cromosoma 6 o una delecion 9p o 12p muestran un prondstico

intermedio. Para los pacientes con t (9;22) el resultado en un mal pronostico con

COMPARACION DE LA CITOMETRIA DE FLUJO Y RE-ARREGLOS MONOCLONALES IGH EN LA EVALUACION DE LA REMISION COMPLETA AL TERMINO DE LA FASE DE INDUCCION
A LA REMISION EN PACIENTES PEDIATRICOS CON LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA DE PRECURSORES B EN CENTRO MEDICO NACIONAL DE OCCIDENTE



IMSS

estrategias de tratamiento intensivo, incluido el trasplante alogénico de médula
Osea. Para los paciente con t(1;19), t(4;11) o t(8;14) y variantes, el prondstico
podria mejorarse con una terapia intensificada.

Segun el “Protocolo de Atencion para Leucemia Linfoblastica: Guia Clinica y
Esquema de tratamiento” de la Secretaria de Salud de México, las translocaciones

mas comunmente observadas en la LLA se muestran en el cuadro 4.

Cuadro 4. Translocaciones mas frecuentes en la LLA y su prondstico

Translocacion Prondstico
t(12;21) Buen pronéstico
t(1;19) Prondstico intermedio
t(9;22) Mal pronéstico
t(4;11) Mal pronéstico
t(8;14) Mal pronéstico

Tomado de (Dorantes-Acosta, E. et al. 2013)

FACTORES PRONOSTICOS

Se han identificado caracteristicas clinicas y biolégicas como significativas en el
prondstico de LLA infantil, incluida la edad, el recuento leucocitario,
inmunofenotipo, anomalias cromosomicas (ploidia, translocaciones), la presencia
de leucemia manifiesta en el SNC en el momento diagndstico y la rapidez con la

que los pacientes responden a la quimioterapia inicial.

Edad

La edad de los pacientes con LLA se correlaciona significativamente con el
resultado clinico. En la LLA infantil, los bebés y adolescentes tienen un peor
prondstico que lo pacientes en el grupo de edad intermedia (1-10 afios). La LLA en
la infancia (<1 afio al diagndéstico) se asocia con un alto recuento leucocitario
inicial, una mayor frecuencia de leucemia en SNC al momento de presentaciéon y
una alta incidencia de reordenamientos del gen MLL en el cromosoma 11g23.
Incluso cuando se tratan con regimenes intensificados, los bebés con

reordenamientos del gen MLL tienen un prondstico sombrio.>
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Recuento de leucocitos

El recuento inicial de leucocitos en sangre periférica es un predictor significativo
del resultado del tratamiento y empeora los resultados a medida que aumenta el
mismo. Desde 1996, segun las recomendaciones del programa de evaluacion de
la terapia del Instituto Nacional del Cancer (NCI) muchos investigadores, han
considerado un recuento de leucocitos de 50, 000 células/mm3 como el nivel que
separa a los pacientes con un mayor riesgo de recaia de aquellos con un

pronéstico mas favorable. 3

Inmunofenotipo

El inmunofenotipo se considera un factor pronéstico importante, con resultados
inferiores observados en paciente con LLA de células T maduras. Los estudios
han sugerido que la LLA de células B (clg+) tienen un peor pronéstico que las de
células B (clg-).*°

La coexpresion de antigenos mieloides se creia anteriormente asociada a un
resultado inferior, pero varios informes mas recientes han indicado que no es un

factor prondstico.

Anomalias Cromosomicas

Varias anormalidades cromosOmicas recurrentes son factores prondsticos
importantes en la LLA infantil. La hiperdiploidia alta (51-65 cromosomas 0 un
indice de ADN mayor o igual a 1.16) y la t(12;21) (fusion ETV6-RUNX1) se han
asociado a un pronostico favorable. Se observa hiperdidplodia alta en el 25-30%
de los casos de LLA infantil y es mas comun en nifios con fenotipo de células
precursoras B y recuento bajo de leucocitos. Los resultados mas favorables en
pacientes con LLA e hiperdiploidia alta se han asociado con la presencia de
trisomias de los cromosomas 4, 10y 17. ¢

La fusion de ETV6-RUNX1 es mas comun en pacientes jovenes, con recuento
bajo de leucocitos y se observa en paciente con LLA con fenotipo B, se puede

presentar hasta en el 80%, asociandose a un buen prondstico.
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Las anomalias cromosOmicas asociadas con un prondéstico adverso se incluyen la
hipodiploidia (44 6 45 cromosomas), rearreglos MLL y el cromosoma Philadelphia
positivo.

La amplificaciéon del gen AML1 en el cromosoma 21, detectada en el 1-2% de los
nifos con LLA puede estar asociada a un resultado inferior. La translocacion
(1;19) observada en el 5% de los casos de LLA infantil, se ha informado que

tienen un mayor riesgo de recaida a SNC.*’

Infiltracion a Sistema Nervioso Central (SNC)

Los linfoblastos en el liquido cefalorraquideo (LCR) se pueden detectar en el 15-
20% de los nifios con LLA. Algunos nifios, como los diagnosticados dentro de los
primeros 12 meses de vida y aquellos con LLA de células T, tienen una mayor
incidencia de LLA con infiltracion a SNC lo cual es un indicador de prondstico
adverso y deben ser tratados con terapia mas agresiva. Las punciones lumbares
traumaticas con linfoblastos también se han asociado a un pronéstico adverso.*

El estado del SNC se clasifica de la siguiente manera:

Cuadro. 5. Clasificacién de SNC al momento del diagndstico
SNC 1 Sin células blasticas
SNC 2 Menos de 5 leu/ pL
con células bléasticas
SNC 3 5 leu/ pL con células
blasticas o pardalisis

de nervios craneales

Respuesta Temprana a la Quimioterapia de Induccién

La rapidez con la que un paciente responde a la quimioterapia inicial es predictor
significativo de resultados a largo plazo. La respuesta temprana a la terapia, se
debe evaluar utilizando caracteristicas morfolégicas, técnicas mas sensibles como

PCR y citometria de flujo.
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Respuesta Morfoldgica a la Terapia

Los pacientes que requieren dos o mas ciclos de quimioterapia de induccion para
lograr la remisidbn completa tienen un prondstico mucho peor que aquellos que
logran la remisién completa dentro del primer mes del diagnéstico. La persistencia
de blastos en muestras de médula ésea obtenidos al dia 7 o 14 después de

comenzar la quimioterapia se correlaciona fuertemente con un mal prondstico.>®

Género y Raza

Algunos investigadores han informado que los paciente varones tienen peor
prondstico. Esta observacién, se ha atribuido, en parte, al riesgo de recaida
testicular.

La raza también puede influir en el resultado, con tasas mas bajas de recaida para
pacientes afroamericanos, hispanos y americanos. Las razones por las cuales los
pacientes de diferentes razas tienen respuestas variables a la terapia en ciertos
regimenes pueden estar en parte relacionadas con las diferencias en los subtipos

bioldgicos de LLA.

TRATAMIENTO

En los dltimos 50 afios, ha habido una mejora en el prondstico de la LLA infantil.
La era del agente Unico dio como resultado pocas remisiones completas y ninguna
cura. La era de la combinacién de agentes sin un tratamiento adecuado a SNC dio
como resultado altas tasas de remisibn completa pero una mortalidad casi
uniforme. Entre mediados de los afios sesenta y setenta, la combinacion de
guimioterapia y tratamiento del SNC resulté en una supervivencia prolongada y
libre de enfermedad en el 50% de los nifios. La terapia intensiva en las décadas
de 1980 y 1990 resulté en una supervivencia libre de enfermedad de 75-80% en
los nifios. Con los regimenes actuales, mas del 95% de los pacientes logran la

remision completa.*
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Figura 3. Evolucion del tratamiento antineoplasico en la LLA infantil.
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Tomado de Dana-Farber Cancer Institute ALL Consortium Protocol 95-01 for
children with acute lymphoblastic leukemia

El tratamiento quimioterapéutico y estratificado, basado en el riesgo de recaida, ha
favorecido exitosamente la curacion del cancer. Este, tiene como objetivo principal

la remision clinica y hematolégica y el mantenimiento de la misma. **

Para el tratamiento, el Instituto Nacional de Cancer de Estados Unidos establece 2
grupos de riesgo:

a) Riesgo estandar (bajo): pacientes entre 1-10 afios de edad, con recuento de
glébulos blancos inferior a 50.000/ul en el momento del diagnéstico.

b) Riesgo alto: Pacientes menores a un afio y mayores de 10 afios, con un
recuento de globulos blancos de 50.000/ul o mas en el momento del diagndstico.
Fases de la Terapia

En general, los regimenes de tratamiento para los nifios con LLA recién
diagnosticada incluyen 3 fases: induccion a la remisién, consolidacion y

mantenimiento, con una duraciéon de 2 a 2.5 afios.
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La fase de induccion a la remision esta disefiada para destruir rapidamente las
células leucémicas medibles y minimizar la carga residual (es decir, el nimero
total de células leucémicas en el cuerpo). La fase de intensificacion o
consolidacion estan disefiada para reducir ain mas la carga celular de leucemia y
abordar los problemas de resistencia a los medicamentos antileucémicos. La fase
de mantenimiento que consiste en quimioterapia a dosis baja, esta disefiada para
erradicar la carga celular de leucemia residual. En todas las fases, los tratamientos
dirigidos al SNC (por ejemplo, la quimioterapia intratecal) son un componente
esencial porque muchos agentes administrados por via sistémica no penetran

adecuadamente el cerebro y la médula espinal.*?

Induccion ala Remision

Esta fase esta disefiada para reducir la carga de células leucémicas a un nivel
clinico y hematologico indetectable. La remision hematoldgica se define como el
logro de la médula 6sea normocelular con 5% o menos de blastos y sin presencia
de linfoblastos en sangre periférica con retorno de recuentos sanguineos
periféricos “normales”, es decir, granulocitos superiores a 500 — 1000 /mma3,
plaguetas superiores a 100 000 /mm3. La remisién completa se define como el
logro de estos criterios junto con la ausencia de signos y sintomas de leucemia
extramedular. La duracion de la mayoria de los regimenes de induccién es de 4 a
6 semanas e induce la remision completa (RC) en aproximadamente el 98% de
los casos pacientes pediatricos.

Los ensayos clinicos en la década de los sesenta demostraron que las
combinaciones de dos agentes eran consistentemente superiores a los agentes
anicos para inducir la remision completa en nifios con LLA. La vincristina y la
prednisona produjeron una remision completa en aproximadamente 90% de los
pacientes pediatricos con LLA. La adicion de un tercer farmaco aumento el
namero de pacientes que alcanzaron la remisibn completa como la supervivencia
sin recaidas a largo plazo.** Los regimenes de induccién actuales, por lo tanto,
consisten de al menos cuatro agentes, con mayor frecuencia L. asparaginasa,

antraciclina, vincristina y prednisona.*®
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EL inicio del tratamiento de SNC es un componente integral de la terapia de
induccion. En general, se recomienda administrar quimioterapia intratecal con la
primera puncién lumbar diagnostica para reducir el riesgo de sembrar
inadvertidamente las meninges con linfoblastos de sangre periférica. Los
pacientes con blastos en LCR al diagnostico o puncién lumbar traumatica con
blastos, reciben mas dosis de quimioterapia intratecal durante la fase de
inducciéon. El fracaso para lograr la remision después del primer mes de
tratamiento es poco comun, ocurre en menos del 5%. A pesar de esta tasa de
remision completa relativamente alta, la supervivencia general para los pacientes
con antecedente de fracaso a la induccion inicial es pobres, con tasas de
supervivencia global a largo plazo de 20-30%.**

Consolidacion

Los objetivos de esta fase son reducir aln mas la carga de la enfermedad y
ajustar la intensidad del tratamiento segun el riesgo de recaida posterior.

Tiene una duracién aproximada de 24 semanas. En esta etapa de intensificacion
se evalla la opcion de administrar quimioterapia intratecal si el paciente es
considerado de alto riesgo para evitar la invasion de las células leucémicas a SNC
(American Cancer Society, 2014).

El metotrexato es crucial para controlar la leucemia sistémica y también la
enfermedad del SNC vy testicular, el cual se administra a dosis altas (2-5 gr/m2),

mas recates de acido folinico.

Mantenimiento

Fase en la que los pacientes son tratados con quimioterapia menos intensa para
completar al menos 2 afios de terapia. La mayoria de los regimenes consisten en
dosis bajas semanales de metotrexate y mercaptopurina en algunos casos
combinado con Vincristina y Prednisona.*

Terapia dirigida a Sistema Nervioso Central

Debido al alto riesgo de secuelas neurocognitivas tardias, endocrinopatia y

canceres secundarios, la irradiacion craneal ha sido reemplazada en gran parte
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por quimioterapia intratecal, ademas de quimioterapia sistémica que tiene
efectos sobre el SNC (p. Ej., Dexametasona, metotrexato en dosis altas y
asparaginasa). *°

Agentes dirigidos Molecularmente

Con la mayor comprension de las alteraciones genéticas en la LLA, estan
surgiendo enfoques dirigidos a la mutacion genética impulsora y / o la via de
sefalizacion asociada.

Este enfoque es atractivo ya que puede aumentar o reemplazar la quimioterapia
convencional con menos efectos secundarios.

En la LLA pediatrica Ph positiva, la adicion de un inhibidor de la tirosina quinasa
ABL1la la quimioterapia intensiva posterior a la induccién produjo mejoria en la
sobrevida global.

Para aquellos pacientes con alteraciones que activan la via de sefializacién
JAKSTAT, como reordenamientos o una mutacion de CRLF2 (IGH-
CRLF2 , P2RY8 CRLF2 o CRLF2 F232C), reordenamientos de JAK 2, EPOR o
TYK2 o mitaciones / deleciones de IL7R, SH2B3, JAK1 , JAK3, TYK2 0 IL2RB ,
se estan realizando ensayos clinicos de un inhibidor de JAK (ruxolitinib).
Venetoclax inhibe el regulador antiapoptético BCL-2. Los estudios preclinicos
han identificado actividades de venetoclax contra leucemias de alto riesgo como
LLA ETP, LLA reordenada KMT2A , LLA TCF3 -HLF positiva y LLA hipodiploide.

Inmunoterapia

La inmunoterapia consiste en la administracion de anticuerpos (p. Ej.,
Blinatumomab o inotuzumab ozogamicina).

Blinatumomab tiene dos fragmentos Fv monocatenarios diferentes: uno se une
al antigeno CD3 y activa la citotoxicidad de las células T, y el otro se une al
antigeno CD19 de las células B, que se expresa en la mayoria de las células B-
ALL. En los estudios realizados en pacientes con LLA-B refractaria / recidivante,
presentan una mejor tasa de remision completa y supervivencia que aquellos
gue recibieron quimioterapia habitual, refiriendo una mayor sobrevida libre de

enfermedad a 2 afios, sobrevida global, con menores incidencias de neutropenia
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febril, infeccion y sepsis en comparaciéon con el grupo de quimioterapia. El
sindrome de liberacién de citocinas y la neurotoxicidad son efectos adversos del
blinatumomab, y su incidencia y gravedad pueden reducirse disminuyendo la
carga de la enfermedad antes del tratamiento. *’

Inotuzumab ozogamicina es un anticuerpo monoclonal anti-CD22 humanizado
conjugado con caliqueamicina. Los estudios en pacientes adultos con LLA de
células B refractarios al tratamiento o en recaida que recibieron Inotuzumab
tuvieron una mejor tasa de remision y supervivencia. En pacientes pediatricos

con LL-B recidivante/refractaria, se observé una remisién completa en el 67%.®

ANTECEDENTES DIRECTOS

ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL

Los protocolos de tratamiento citotoxico actuales inducen la remision completa
segun los criterios citomorfolégicos en 95 a 98% de los nifios con leucemia
linfoblastica aguda (LLA). Sin embargo, el 25-30% de los pacientes con LLA
infantil recaen, lo que implica que no todas las células leucémicas estan
erradicadas. Los criterios citomorfologicos no son suficientes para una evaluacion
adecuada del estado de remision porque el umbral de deteccién es del 1 al 5% de

células leucémicas.

El concepto de enfermedad minima residual (EMR) se introdujo para estimar con
mayor precisiéon el nimero de células leucémicas y, a su vez, para mejorar el
tratamiento clinico y las tasas de curacion. El beneficio de la detecciéon de la EMR
durante el tratamiento es que resulta en un factor prondéstico y predictor de
recaida. Lo que permite la intensificacién temprana del tratamiento y empleo de

estrategias como el trasplante de médula 6sea.

El término "enfermedad minima residual® (EMR) define el nivel de enfermedad
detectable en pacientes en remisién clinica durante la terapia, por debajo del limite

de deteccion de los métodos convencionales. Se pueden utilizar métodos muy
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sensibles, capaces de identificar una célula leucémica de entre 10.000 linfocitos

normales.

Los primeros estudios sobre la deteccion de EMR en LLA datan de la década de
1980, utilizando microscopia de inmunofluorescencia. Varios estudios han
demostrado que la deteccién de EMR en la LLA es un parametro de riesgo, por lo
que se incorpora actualmente en la mayoria de los protocolos de tratamiento de

LLA como herramienta de estratificacion.

Existen tres tipos de técnicas permiten la deteccién de EMR de 10 > -10 ~® (una
célula leucémica en 10 * —10 ° células): 1) inmunofenotipado por citometria de flujo
(deteccion de la expresion aberrante de proteinas por las células de la LLA); 2)
Andlisis por PCR de regiones de fusién de puntos de ruptura de aberraciones
cromosomicas; y 3) deteccién de reordenamientos de genes de inmunoglobulina
(lg) y receptor de células T (TCR) especificos de clon mediante amplificacion por
PCR.

Enfermedad Minima Residual

En las ultimas décadas, los avances en quimioterapia, radioterapia y en el
trasplante de precursores hematopoyéticos han mejorado de forma considerable
las posibilidades de supervivencia de los nifios afectos de patologia oncoldgica.
Sin embargo, el riesgo de recurrencia continda siendo, en muchos casos, un
obstaculo importante para su curacion. En este sentido, la deteccion de
enfermedad minima residual (EMR) constituye un procedimiento de gran interés
con objeto de adecuar los requerimientos terapéuticos y ademas en algunos casos

puede tener una clara trascendencia prondstica

La EMR consiste en la persistencia de un clon anormal, ain en niveles bajos,
durante o tras finalizar el tratamiento. El inmunofenotipo y/o la citogenética y las
técnicas moleculares pueden ser utilizadas para su estudio en leucemias y

diferentes tumores solidos infantiles.
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La respuesta precoz al tratamiento de induccion es uno de los factores pronosticos
mas importantes en nifios afectados de leucemia linfoblastica aguda (LLA).
Actualmente se consigue la remision citologica en el 95-98 % de estos pacientes;
sin embargo, un porcentaje importante recaera posteriormente. Es preciso utilizar
técnicas mas sensibles para medir la leucemia residual y establecer un nuevo

concepto de remision completa.

La evaluacion de la enfermedad minima residual (EMR) implica la medicion de
niveles muy bajos de células blasticas utilizando técnicas sensibles como PCR o
citometria de flujo, inmunocitologia y técnicas moleculares como la hibridacion in

situ con fluorescencia (FISH).

Mediante estas técnicas, las células de leucemia se han identificado en niveles tan
bajos como 1 en 10, 000 o 1 en 100, 000 células. Para los pacientes con niveles
altos de EMR al final de la induccién tienen un mayor riesgo de recaida. El riesgo
de recaida se correlaciona con el nivel de EMR, es decir, aquellos con niveles mas

altos de EMR al final de la induccion a la remision tienen peor pronéstico.*®

Los métodos de estudio para detectar EMR deben cumplir unos requisitos previos
para poder ser considerados utiles. Dichos requisitos incluyen una elevada

sensibilidad, especificidad, reproducibilidad y aplicabilidad de la técnica.

Técnicas de EMR en laLLA

Anélisis de PCR

La PCR es una técnica molecular que permite amplificar secuencias especificas
de ADN o ARN expresadas en las células tumorales, multiplicando por 100 el
namero de copias que podemos obtener de un determinado fragmento de ADN.
Con la RT-PCR, se puede analizar el ARN de transcripcién expresado en dichas
células. Esto nos permite el estudio de los genes alterados por translocaciones

primarias y de otros genes caracteristicos asociados a determinados tipos de
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tumor. En la monitorizacion de la EMR es importante la cuantificacion de ésta
mediante la RT-PCR en tiempo real, de manera que la comparacién de su nivel de
amplificacion con los estandares adecuados, proporciona una medida cuantitativa
del grado de afectacién. Posee una sensibilidad que se sitia entre 1 x 10°y 1 x
10-6 6, 8, 16.

El cromosoma Filadelfia (Ph) representa un cromosoma 22 acortado que resulta
de una translocacion reciproca entre los cromosomas 9 y 22, lo que da como
resultado la formacion de un gen de fusion que involucra genes ABL y BCR . Esta
aberracidn genética se encuentra en aproximadamente el 25% de los pacientes
adultos y en el 5% de los nifios con LLA y se asocia con un mal prondstico. En el
70% de los pacientes con LLA Ph +, el punto de ruptura en el gen BCR se
encuentra en el primer exén del gen BCR (el) y se yuxtapone al segundo exén
del gen ABL (a2). La transcripcion del punto de ruptura menor resultante (el-a2)
codifica una proteina quimérica de 190 kDa (p190). La segunda transcripcion de
fusion mas frecuente implica puntos de ruptura en una region de 5,8 kb que
abarca los exones 12-16, conocida como la regién del grupo de puntos de ruptura
principal (M-bcr) y es tipica de la leucemia mieloide cronica (LMC), pero también
se observa en 30% de pacientes con LLA Ph +.

La deteccidbn de transcripciones de fusion BCR - ABL mediante PCR de
transcripcion inversa es relevante no solo para fines de diagndéstico sino también
en particular para la monitorizacién cuantitativa de la EMR. Las ventajas de la RQ-
PCR para evaluar las transcripciones de fusion en Ph + LLA incluyen alta

sensibilidad, facilidad y rapidez de analisis y un costo relativamente bajo.*°

Citometria de Flujo

Se basa en el andlisis de muestras de médula ésea. Un minimo de 3 (-5) x 10 °
las células nucleadas deben estar disponibles para la realizacion del diagnéstico y
para el analisis de seguimiento. El tiempo de envio es un tema importante cuando
se analizan células vitales y, de manera Optima, no debe exceder las 24 horas.
Tecnologia utilizada para analizar y definir el perfil inmunofenotipico de las células

neoplasicas y establecer asi la presencia de fenotipos aberrantes. Se utiliza
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principalmente en leucemias. Se basa en la aplicacion de anticuerpos
monoclonales especificos, dirigidos contra proteinas de membrana o
intracitoplasméticas, que llevan apareado un fluorocromo para su deteccidén y
visualizacion mediante un sistema informatico apropiado. Posee una sensibilidad
superior a 1 x 10™, es decir, es capaz de detectar una célula tumoral entre 10.000
células normales® 1*1°,

En principio se determinan las caracteristicas de dispersion de luz e
inmunofenotipo de diez mil eventos (células). A partir de estos datos se generan
dos gréficas; en la primera se seleccionan los puntos que dispersan la luz en
forma tipica de blastos leucémicos (R1); la segunda se utiliza para seleccionar los
puntos (R2) que reflejan la expresion de marcadores celulares particulares (CD19,
CD34). A partir de estas graficas se obtiene un grupo de eventos que cumplen con
los criterios de CD19+, CD34+ (R3). El estudio de estas células se contintda con el
analisis de los fenotipos “asociados a leucemia” como es la expresion de CD33
que no se obtiene en células normales, pero si en las leucémicas (R4). Estas
células deben ser analizadas nuevamente en una grafica de dispersion de luz para
comprobar que se trata de un grupo homogéneo de células. Una vez
determinados los marcadores utiles, éstos se vuelven a utilizar en las muestras de
médula Osea subsecuentes, tomadas para la evaluacién del tratamiento de
induccion a la remision. Si en este momento se encuentran una o0 mas células con
el inmunofenotipo leucémico entre 10 mil células (0,01%), se considera una
muestra positiva a EMR.

Se recomienda un minimo de 6 a 8 marcadores relevantes en combinaciones
estratégicas, es decir, una columna vertebral constante de 2 a 4 marcadores de
linaje, que permiten el seguimiento de las células de interés. Los anticuerpos
monoclonales deben seleccionarse cuidadosamente para obtener un rendimiento
optimo y la eleccion de los fluorocromos debe basarse en evitar las interacciones
de los fluorocromos y el tipo de marcador (o aberracion), para permitir la mejor

discriminacion entre células normales y malignas.
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El limite de deteccion de un ensayo de EMR por citometria de flujo esta
determinado en parte por el nimero minimo de eventos que pueden usarse de
manera confiable para definir una poblacion de células neoplésicas. Se ha
demostrado que, en determinadas circunstancias, la identificacion precisa de una
poblacidn que utiliza la citometria de flujo de hasta 4 colores requiere al menos 20
eventos. El Consorcio EuroFlow afirma un minimo de al menos 100 eventos de
células neoplésicas para la cuantificacion. El grupo BFM-ALL-FLOW-MRD
cuantifica la EMR una vez que se adquieren un minimo de 30 eventos de células
neoplasicas por tubo.

Para alcanzar la sensibilidad recomendada entre 1 x 10 “células (es

decir, nivel 10 ), el ntmero minimo de eventos totales requeridos es 1 x 10 ° .

PCR de rearreglos de las inmunoglobulinas

Finalmente, la detencibn de enfermedad minima residual basandose en la
deteccion de re arreglos monoclonales de las cadenas pesadas o livianas de las
inmunoglobulinas mediante PCR, es considerada hoy en dia como una técnica
con mayor precision. *°

Diagnéstico de Monoclonalidad de re-arreglos de genes de Inmunoglobulinas.

Las neoplasias se constituyen de poblaciones celulares que comparten muchas
caracteristicas y pueden, en teoria, derivarse de la proliferacion de un unico
precursor comun; o en otras palabras, las neoplasias suelen ser "clonales". Por lo
tanto, se esperaria cada una de las células que conforman tales neoplasias
contengan secuencias de ADN idénticas, que podrian usarse como marcadores
tumorales especificos. La gran mayoria de las neoplasias linfoides (> 98%)
contienen reordenamientos de genes idénticos (es decir, clonales) de la
inmunoglobulina (IG) y / o el receptor de células T (TCR), asi como otras
aberraciones cromosémicas bien definidas las cuales se han documentado en 25-
30% de los casos, cualquiera de los cuales puede servir como marcador de

clonalidad.®
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Las proteinas IG estan compuestas por dos cadenas pesadas (IGH) y dos
cadenas ligeras (IGK o IGL). EI dominio variable de IGH est& codificado por un
solo exdén que se origina en los segmentos V, D y J reordenados, mientras que
una combinacion de los segmentos del gen V y J codifica los dominios variables
de IGK y/o IGL. EI dominio constante esta codificado por segmentos de genes
dentro de la regién C (constante).

Los exones de los genes de la region variable de las Ig se generan a través de un
reordenamiento de secuencias que originalmente se encuentran separadas en la
cadena de ADN original. Las proteinas RAG1 y RAG2 son indispensables en el
proceso de reordenamiento de los segmentos variables (V), de diversidad (D) y de
union (J) («recombinacion VDJ») para formar la cadena pesada de la Ig (IgH).
Durante el desarrollo temprano de las células B y T, los fragmentos de linea
germinal variable (V), diversos (D) y de union (J) de los genesIGy TCR se
reorganizan mediante la delecion o insercion aleatoria de nucle6tidos dentro de la
regiéon de union, lo que genera secuencias especificas y Unicas dentro de cada
linfocito. Por lo tanto, las células cancerosas que surgen de alteraciones en
precursores linfoides individuales poseen regiones de union IG o TCR clonales,
que pueden considerarse como ‘huellas dactilares de ADN' para las células
malignas y pueden usarse como marcadores especificos de tumores > % >2

El reordenamiento de las secuencias génicas de la IgH comienza en los linfocitos
pro-B por acciéon de la enzima deoxinucleotil transferasa terminal (TdT) y los
productos proteicos de los genes activadores de recombinacién 1y 2 (RAG1 y
RAG2), con las que se inicia el reordenamiento inicial de los segmentos D y J de
la IgH. Posteriormente, en el estado de linfocitos pre-B ocurre la uniéon de uno de
los segmentos V al rearreglo inicial DJ, generandose el rearreglo final VDJ. Si el
reordenamiento no da lugar a una IgH funcional, se iniciara el reordenamiento del

segundo alelo de la IgH.

Los reordenamientos de los genes de Ig y TCR durante la diferenciacion linfoide
temprana generalmente siguen un orden jerarquico. Durante la diferenciaciéon de

células B, primero se reordenan los genes IGH , luego IGK , lo que potencialmente
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da como resultado la expresion de lgH / ko seguido de la delecién de IGKy
el reordenamiento de IGL , seguido potencialmente de la expresién de IgH / A.>
Esto implica que practicamente todas las células B Ig A * tienen deleciones del
gen IGK monoalélico o bialélico .

En el caso de las células T, se conocen dos tipos de receptores: TCRap y
TCRYy®9; en particular, la cadena yd se reordena antes que la cadena af8 durante la
ontogénesis. De hecho, durante la diferenciacion de células T, primero
se reorganizan los genes de las cadenas D de TCR ( TRD) , luego las cadenas G
de TCR ( TRG).), Resultando potencialmente en la expresion TCRyd o seguido de
mas cadenas de reordenamiento TCR B (TRB) y de delecibn de TCRD con
posteriores TCR A cadenas (TRA) reordenamiento, potencialmente seguido por la
expresion TCRaf. Ademas, se han observado reordenamientos de las cadenas B
y / 0 G de TCR en casi todos los tipos de trastornos linfoproliferativos T.>* No
obstante, es importante subrayar que hay neoplasias de células T raras que han
carecido de reordenamientos de los genes TRB o TRG, en estos casos la

evaluacién de TRD podria ser (til. > °°

Los reordenamientos de genes IGH, se presenta como el primer evento en la
diferenciacion de las células B en forma de un reordenamiento clonal detectable

en alrededor del 82% de las neoplasias linfoides.

Los reordenamientos se efectian por medio de pasos secuenciales e invariables:

1. Sinapsis: el mecanismo enzimatico detecta las secuencias sefial de la
recombinacibn o RSS. Estas constan de tres porciones: un heptamero de
nucledtidos conservados, un espaciador de 12 o 23 nucledtidos variables y un
nonamero de nucleétidos rico en AT. El espaciador corresponde a giros de la
hélice de ADN, de manera que los heptameros se encuentran en posiciones
vulnerables al ataque enzimatico por la V(D)J recombinasa. Estas enzimas son
propias de los linfocitos en desarrollo y se encuentran inactivas durante la

proliferacion celular.
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2. Escision: roturas en la doble cadena de ADN en las uniones entre la RSS y la
secuencia codificadora. La unién entre los heptameros se lleva a cabo eliminando
el ADN entre ellos, o formando un bucle por inversion de las cadenas. Los

extremos codificadores rotos finalizan por una horquilla cerrada.

3. Apertura de las horquillas por medio de la enzima Artemisa, una endonucleasa,
con el fin de que la enzima TDT (por la sigla en inglés de Terminal
deoxynucleotydil transferase) afiada nuevas bases en los extremos expuestos,

aumentando la diversidad de las secuencias.

4. Unidn y finalizacién por medio del sistema de unién de extremos no homélogo,
un mecanismo de reparacion de ADN presente en todas las células. Mas tarde, los
linfocitos B maduros aumentan su repertorio de combinacion por medio de
hipermutacion somética en el centro germinal. Se caracteriza por la adicién o
sustraccion de nucleotidos.

Las distintas combinaciones de segmentos de genes V, D y J representan el
llamado repertorio combinatorio, que se estima en ~ 2 x 10 ® para moléculas de
Ilg,~3 x 10°paramoléculasde TCRaB, y~5 x 103 paramoléculas
de TCR y& .>*

Cuadro 6. Numero estimado de segmentos de genes V, D, J humanos no
polimorficos que pueden estar involucrado en reordenamiento de genes de Ig o
TCR

Segmento genético IGH (] 4 IGL TCRA TCRB TCRG TCRD
Segmentos en V'
Funcional (familiar) 44 (7) 43(7) 38 (10) 46 (32) 47 (23) 6 (4) g

b

Reorganizable (familia) 66 (7) 76 (7) 56 (11) 54 (32) 67 (30) 9(4) 8

Segmentos D

Reorganizable (familia) 27 (7 - - - 2 - 3
Segmentos J

Funcional 6° Ch 4 53 13 5 4
Reorganizable 6° 5 4 5¢ 61 13 5 4

2En esta tabla solo se incluyen segmentos de genes no polimorficos con un RSS adecuado. 62,63

® Esta estimacion no incluye los pseudogenes VH recientemente descubiertos (generalmente truncados), que se agrupan en tres clanes.
© Los seis segmentos del gen JH son altamente homélogos en un tramo de ~ 20 nucledtidos, lo que es suficiente para el disefio de un cebador consenso.
9 Los segmentos ] x tienen una alta homologia, lo que permite el disefio de dos a tres cebadares de consenso Jxc .

€ Cinco de los sicte segmentos del gen I / tienen un RSS adecuado.

Fuente: Design and standardization of PCR primers and protocols for detection of clonal immunoglobulin and T-cell receptor

gene recombinations in suspect lymphoproliferations: Report of the BIOMED-2 Concerted Action BMH4-CT98-3936
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Si bien, las distinciones entre trastornos malignos linfoproliferativos y procesos no
neoplasicos suelen basarse en caracteristicas clinicas, cito / histomorfologicas,
inmunofenotipo y la identificacion de aberraciones cromosoémicas bien definidas, el
10-15% de los casos, dichos diagndsticos siguen sin estar claros y se requieren
estudios adicionales, como evaluaciones de clonalidad, para confirmar las
sospechas diagnésticas. °’

Actualmente, existen enfoques diferentes para detectar la clonalidad, incluidos los
analisis de transferencia Southern, los ensayos de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) y, mas recientemente, la secuenciacién de alto rendimiento.

Los estudios de PCR logran identificar monoclonas en poblaciones de linfocitos
gue se ven anormalmente aumentadas; esto se basa en que cada linfocito posee,
en las cadenas pesadas y ligeras de las Ig, secuencias hipervariables Unicas

denominadas Regiones Determinantes de Complementariedad (CDR).

El uso de PCR para la deteccién de estos reordenamientos, tiene sus raices a
principios de la década de 1990. Desde el principio, la estandarizacion del analisis
RQ-PCR (reaccion de cadena de polimerasa en tiempo real) y la interpretacion de
datos fue wuno de Ilos principales objetivos de las colaboraciones
europeas. Posteriormente en el afio 2002, el grupo BFM-SG europeo establecio la
deteccién de EMR en LLA (ESG-MRD-ALL) por esta técnica.

Se utilizan dos tipos diferentes de andlisis de PCR para las evaluaciones de

clonalidad: cualitativo y cuantitativo.

Andlisis de clonalidad por PCR cualitativa

La deteccién de reordenamientos de genes IG y TCR mediante PCR (Reaccion de
Cadena de Polimerasa) puede identificar una sola célula monoclonal T o B con
alta sensibilidad.>* Sin embargo, una desventaja significativa de IG o TCR basados
en el analisis por PCR de genes es que los tipos de reordenamientos que se

pueden detectar estan limitados por los cebadores que se utilizan, lo que aumenta
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la posibilidad de resultados falsos negativos. En 2003, el grupo BIOMED-2
establecié protocolos y cebadores estandarizados para el andlisis de clonalidad
por PCR multiplex, que han aumentado la eficiencia y la reproducibilidad de la
deteccion de clonalidad. En el caso de trastornos linfoproliferativos B, las dianas
de IGH (FR1, FR2 y FR3) se eligen generalmente, en paralelo o seguidas
por dianas delIGK. Con respecto a los trastornos linfoproliferativos
T, TRB y TRG pueden analizarse en paralelo o consecutivamente, y muestran una

tasa de deteccion cercana al 100%.

En cuanto a la evaluacién de patrones en las pruebas de clonalidad, resulta dificil
discernir si los reordenamientos son clonales, oligoclonales, policlonales o
pseudoclonales.®® En un intento de hacer la interpretacién menos subjetiva, se han
introducido algoritmos de lectura. Estos algoritmos consideran las alturas de los
picos y las proporciones de los picos para definir reordenamientos

"verdaderamente clonales".*®

Andlisis de clonalidad por PCR cuantitativa

Este andlisis se realiza por reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en
tiempo real (RQ-PCR), esta técnica es la mas simple y se basa en la deteccion y
cuantificacion de productos de PCR utilizando el colorante intercalador de ADN
SYBR Green I. Sin embargo, este método no es especifico. Por el contrario, los
sistemas que implican sondas de hidrdlisis o hibridacion son méas sensibles y se
pueden usar para analizar los resultados de RQ-PCR de una manera especifica
de secuencia. En estos ensayos, la generacién de sefales requiere dos tipos de
hibridacién (dos cebadores y una / dos sondas), lo que conduce a niveles de
precisibn mas altos. Independientemente del tipo de analisis de RQ-PCR utilizado,
también se pueden usar diferentes tipos de oligonucleétidos para aumentar la
especificidad, incluida la sonda de oligonucleétidos especificos de alelo (ASO),
cebadores directos e inversos de ASO, asi como sondas y cebadores de linea

germinal.®
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En las neoplasias linfoides, los objetivos principales utilizados en los analisis de
EMR basados en PCR son los reordenamientos clonales de antigeno-
receptor.®* Se requiere cribar el ADN usando PCR para determinar el
reordenamiento clonal preciso en el momento del diagnoéstico. Luego, el producto
de la PCR se secuencia para definir las regiones de union y permitir el disefio de
cebadores ASO y especificos del paciente. Estos cebadores se utilizan luego para
evaluar la EMR en células mononucleares de sangre periférica (SP) / médula 6sea
(MO) de muestras secuenciales recolectadas en diferentes puntos de tiempo
después de la terapia.®?

A pesar de la dificultad de los enfoques de RQ-PCR, resulta extremadamente
sensibles,®® pudiendo detectar 1 célula cancerosa entre 10,000-100,000 células
normales (sensibilidad = 10 ™ =10 ).

Los inconvenientes de la RQ-PCR son los resultados falsos negativos debido a
fenémenos como la oligoclonalidad (los clones patoldégicos menores que no se
detectaron en el momento del diagndstico se vuelven mas predominantes durante
el curso de la enfermedad) o la evolucion clonal (los marcadores clonales son
reemplazados por un reordenamiento secundario). *

Los resultados falsos negativos son asociados a dos causas principales: la falta de
union de los iniciadores ocasionada principalmente por la alineacién ineficaz de los
iniciadores para los segmentos V y J y por la llamada hipermutacién somética
(SHM) en los genes IG de centro germinal (CG) y post-CG; el segundo factor es la
enorme diversidad de los segmentos génicos V, D y J. Los resultados falsos
positivos son causados por la deteccion de pseudoclonas que en condiciones
estandar en un gel de poliacrilamida semejan una monoclona.®®

Los diferentes estudios ofrecen diferencias en la sensibilidad de la deteccion del
EMR, sin embargo la citometria de flujo se ha llegado a considerar el método més
accesible para la deteccion de EMR aunque de menor sensibilidad. Una ventaja
especifica que ofrece sobre los ensayos basados en PCR es que permite la
cuantificacion directa y precisa de las células leucémicas residuales, en contraste

con la extrapolacion de las cuantificaciones obtenidas del producto de la PCR.
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Ademas, la citometria de flujo identifica células muertas y detritos celulares; a la

vez evalla el estado de las células hematopoyéticas normales sensibilidad

Sensibilidad

PCR mediante ARN 1x10° 1 célula en

1 000,000
Amplificacion Entre 1 x 10%1 x 10° 1 célula en
genes Igy TCR por 100,000 a
RT-PCR 10, 000
Deteccién por 1x10™ 1 célula en
citometria de flujo 10,000

de inmunofenotipos

Se han obtenido resultados similares en trabajos realizados en pacientes con LLA
por citometria de flujo; en un estudio se determindé que de 104 muestras de
médula 6sea de pacientes con LLA de linaje B positivas a EMR, s6lo 37 muestras
de sangre periférica de los mismos pacientes tuvieron resultados positivos. En
contraste, en un estudio realizado en México donde se analiz6 EMR en 93
pacientes con leucemia aguda tanto por citometria de flujo como por PCR, no se
encontraron diferencias al realizar la estimacidbn en ambos tipos de muestras.
También se refiere que a pesar de tener una menor sensibilidad que la PCR, la
citometria de flujo fue la mejor opcion de evaluacion durante el seguimiento de los

pacientes, ya que fue posible realizarla en todos los casos estudiados. ®":%®
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[l PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es la neoplasia maligna infantil mas coman y
representa el 30% de todos los canceres de la edad pediatrica.
Durante las ultimas décadas se han logrado avances significativos en el
tratamiento de la leucemia linfoblastica aguda (LLA) que resulta en una mejora de
las tasas de curacion de hasta el 80%, asi como en el desarrollo de técnicas
moleculares avanzadas para la monitorizacion eficaz de los pacientes durante el
seguimiento.
Los trastornos malignos linfoproliferativos requieren un analisis de las
caracteristicas clinicas, cito / histomorfolégicas, inmunofenotipo y la identificacion
de aberraciones cromosomicas bien definidas, para su diagndstico, sin embargo el
10-15% de los casos, dichos diagndsticos siguen sin estar claros y se requieren
estudios adicionales, en tales casos, los estudios de clonalidad molecular de
reordenamientos de inmunoglobulina (lg) / receptor de células T (TCR) pueden ser
tiles para confirmar las sospechas diagndsticas.
Actualmente, existen enfoques diferentes para detectar la clonalidad, incluidos los
analisis de transferencia Southern, los ensayos de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) y, mas recientemente, la secuenciacion de alto rendimiento.
Debido a que la PCR es rapida, precisa y solo requiere pequefas cantidades de
acido nucleico como molde, actualmente han reemplazado gradualmente a otras
técnicas para los estudios de clonalidad de rutina.
Ademas, el nivel de enfermedad minima residual (ERM), determinado por PCR, es
actualmente el factor prondstico mas fiable en el tratamiento de la LLA
pediatrica. La informacion sobre los niveles de ERM permite la identificacion de
pacientes con riesgo alto, intermedio y bajo de recaida de LLA. Esto conduce a
una mejor clasificacion en grupos de riesgo y una toma de decisiones clinicas
apropiadas. Por lo tanto, las evaluaciones de clonalidad se pueden utilizar tanto
con fines prondsticos como terapéuticos.
Tales ventajas justifican la necesidad de adoptar técnicas moleculares mas
sensibles, que eliminen los problemas inherentes a los ensayos especificos que

hoy en dia utilizamos en nuestra unidad hospitalaria, reduciendo los errores
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debidos a interpretacion de datos dependientes del operador y del laboratorio para
mejorar los estudios de diagndéstico y la monitorizacion durante el tratamiento de
los pacientes con LLA.

Las limitaciones en el uso de la PCR son los resultados falsos negativos (baja
tasa de deteccion) y falsos positivos (pseudoclonas). Por lo que utilizara el set de
iniciadores y se basara este estudio en protocolos estandarizados por el grupo de
estudio colaborativo europeo denominado BIOMED-2.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existe diferencia entre los métodos de citometria de flujo y la determinacién de
los re-arreglos monoclonales IgH en la evaluacién de la remisién completa al
término de la fase de induccion a la remision en pacientes pediatricos con
leucemia linfoblastica aguda de células B en Centro Médico Nacional de
Occidente?

JUSTIFICACION

Magnitud

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es el cancer mas frecuente en la edad
pediatrica, representa el 30% de los diagndésticos de cancer en menores de 15
afos, con una incidencia anual de 30 a 40 casos por millén, siendo la edad mas
frecuente de presentaciéon de los 3 a 5 afilos. En América Latina la incidencia de la
LLA es de hasta 120 pacientes por millébn por afio. En México se estima una
incidencia de 78.1 casos nuevos por cada millon de habitantes al afio y presentan

una tasa de supervivencia menor a la reportada en paises desarrollados.

Trascendencia

Los métodos utilizados para el diagnostico de los trastornos malignos
linfoproliferativos se basan en criterios morfoldgicos, clinicos, inmunofenotipo y la
identificacion de aberraciones cromosémicas bien definidas, sin embargo, el 10-

15% de los casos, escapan de estas técnicas.
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Vulnerabilidad

Actualmente, se realiza en todos los pacientes de forma habitual citometria de flujo
al término de la induccion a la remision y no todos los pacientes cuentan con
estudio de re-arreglos monoclonales IgH, por lo que podria verse limitado el

namero de expedientes de pacientes captados.

Factibilidad

El estudio es factible ya que la Unidad Médica de Alta Especialidad, Hospital de
Pediatria del Centro Médico Nacional de Occidente cuenta con una poblacion
activa de personal clinico y no clinico suficiente para la muestra del presente
estudio. Por lo cual se cuenta con todos los elementos tanto materiales como de

recursos humanos para poder realizar el estudio.
OBJETIVOS
Objetivo general:

Comparar a la citometria de flujo y re-arreglos IgH monoclonales en la evaluacién
de la remision al término de la fase de induccion a la remisién en pacientes

pediatricos con leucemia linfoblastica aguda de células B.
Objetivos especificos:

1. Describir las caracteristicas sociodemograficas de pacientes pediatricos con
leucemia aguda de células B.

2. Comparar el resultado de la citometria de flujo y de re-arreglos
monoclonales IgH tomados al término de la induccion a la remision en los
pacientes con leucemia aguda de células B.

3. Identificar aquellos pacientes que al término de la fase de induccién a la
remision presenten: remision de la enfermedad, falla a la induccién a la

remision, enfermedad minima residual positiva o muerte.
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HIPOTESIS
Al tratarse de un estudio descriptivo, no se requiere de una hipotesis

V. MATERIAL Y METODOS

Tipo de disefo: Retrospectivo, trasversal, observacional y descriptivo.

Universo de estudio: Pacientes atendidos en el servicio de Hematologia
Pediatrica de la UMAE Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional de
Occidente, Instituto Mexicano del Seguro Social procedentes de los estados de

Jalisco, Colima, Nayarit y Michoacan.

Poblacién de estudio: Expedientes de pacientes pediatricos con diagndéstico de
Leucemia linfoblastica aguda de células B atendidos en el servicio de hematologia
pediatrica perteneciente a la UMAE Hospital de Pediatria del Centro Médico

Nacional de Occidente, Instituto Mexicano del Seguro Social.
Tipo de muestreo: No probabilistico por casos consecutivos.

Calculo de muestra: Al tratarse de un estudio descriptivo, no se realizd un calculo
de tamafio de muestra y se incluird a todos los pacientes que cumplan con los

criterios de inclusion.
Criterios de seleccion:
Criterios de inclusion

1. Expedientes de pacientes con diagnostico clinico e histopatolégico de
Leucemia Linfoblastica Aguda de estirpe B en el periodo comprendido de
junio de 2017 a Junio de 2019.

2. Edad entre 0-15 afos.

3. Sexo indistinto.

4. Pacientes que no hayan recibido tratamiento quimioterapéutico previo.
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Criterios de NO inclusién

1. Pacientes que al momento del diagndstico presenten procesos infecciosos.
2. Pacientes que presenten otros procesos inflamatorios diferentes a la
enfermedad de base.

3. Pacientes que estén recibiendo tratamiento para otras enfermedades.

Criterios de eliminacioén

1. Pacientes que no cuenten en el expediente con resultados de citometria de
flujo y determinacion de re-arreglos monoclonales IgH al diagndstico y al
final de la induccion

2. Pacientes con seguimientos o datos incompletos

Variables del estudio:
Variable dependiente: Remision completa
Variable Independiente: Citometria de flujo, re-arreglos monoclonales IgH

Variables intervinientes: Edad, edad al diagndstico, genero, inmunofenotipo,

defuncién, enfermedad minima residual, recaida
Definicién de variables:

Remisién completa: Pacientes que hayan completado la fase de tratamiento de
induccion a la remisién y que al presentar recuperacion hematoldgica (neutrofilos
absolutos >300/mm3, y plaguetas >50,000), presenten por aspirado de médula
O0sea una morfologia con menos de 5% de blastos, por citometria de flujo un nivel

menor a 0.01% y menor a 50 UFR por estudio molecular.

Rearreglos monoclonales IgH: cambios genéticos monoclonales presentes en

la cadena IgH.
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Citometria de flujo: Técnica de analisis que permite identificar poblaciones
celulares a medida que son transportadas en un fluido e incididas por un haz de

luz.
Edad: Tiempo que ha transcurrido desde el nacimiento de un ser vivo

Edad al diagndstico: Tiempo que ha transcurrido desde el nacimiento de un ser

vivo al diagnostico de la enfermedad.

Género: Caracteristicas biolégicas que definen a un individuo como hombre o
mujer
Inmunofenotipo: Proceso en el que se usan anticuerpos para identificar células

segun el tipo de antigenos o marcadores en su superficie

Mortalidad: Cantidad de personas que mueren en un lugar y en un periodo de

tiempo determinados en relacion con el total de la poblacion

Enfermedad minima residual: Conjunto de células neoplasicas que persisten en

los pacientes con leucemia aguda posterior a tratamiento

Recaida: Reaparicidon de una enfermedad o de los signos y sintomas de ella,

después de un periodo de mejoria
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Cuadro de Operacionalizaciéon de variables:

VARIABLE

TIPO DE
VARIABLE

ESCALA

UNIDAD DE
MEDICION

DEFINICION
OPERACIONAL

PRUEBA
ESTADISTICA

Remision
completa

Citometriade

flujo

Cualitativa

Cualitativa

Nominal

Nominal

Remision

No remision

Positiva

Negativa

Pacientes que
hayan
completado la
fase de
tratamiento de
induccion a la
remisién y que
presenten por
AMO una
morfologia con
menos de 5% de
blastos, por
citometria de
flujo un nivel
menor a 0.01% y
menor a 50 URF
por estudio
molecular.

>0.01% de
blastos

<0.01% de
blastos

Frecuencias,
porcentajes,

Frecuencias,
porcentajes,

Re-arreglos
monoclonal
IGH

Edad

Edad al
diagnéstico

Género

Cualitativa
es

Cuantitativa

Cuantitativa

Cualitativa

Nominal

Discreta

Discreta

Nominal

Positiva

Negativa

anos

afos

Femenino/
Masculino

> 0.001% 6 >50
URF

<0.001% 6 <50
URF

Tiempo que ha
transcurrido
desde el
nacimiento de un
ser vivo

Edad en afios a
la que se tiene
registro en el
expediente
clinico que se
confirmé
leucemia aguda
de células B
Género al que se
tiene identificado
al paciente en el
expediente

Frecuencias,
porcentajes,

Media/DS o
mediana y
rangos,

Media/DS o
mediana y
rangos,

Frecuencias,
porcentajes,
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clinico

Inmunofenotipo  Cualitativa

Politbmica

Pro B
B temprana
Pre B

B madura

Reporte de
inmunofenotipo
registrado en el
expediente
cinico

Frecuencias,
porcentajes

Mortalidad Cualitativa

Nominal

Si
No

Pacientes que
hayan fallecido al
hasta el
momento del
estudio.

Frecuencias,
porcentajes

Enfermedad Cualitativa

minima residual

Recaida Cualitativa

Nominal

Ordinal

Presente
Ausente

Muy
temprana
Tempranay
Tardia

Desarrollo del estudio y procedimientos.

Conjunto de
células
neoplasicas que
persisten en los
pacientes con
leucemia aguda
posterior a
tratamiento
(Positiva por
citometria de
flujo >0.01% y
por estudio
molecular >50
URF)

Presencia de
AMO una
morfologia con
més de 5% de
blastos, por
citometria de
flujo un nivel
mayor a 0.01% y
mayor a 50 URF
por estudio
molecular

Frecuencias,
porcentaje

Frecuencia,
porcentajes

Previa autorizacion del comité de ética e investigacion del Hospital de Pediatria del

Centro Médico Nacional de Occidente IMSS para la realizacion del estudio, se

realizé de la siguiente forma:

Se revisaron los censos diarios correspondientes al periodo de estudio del servicio

de hematologia pediatrica, y asi se identificaron los expedientes de que

cumplieron con los criterios de seleccion. El diagnéstico de LLA-B fue establecido
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en el servicio de Hematologia Pediatrica del CMNO del IMSS por parte de los
hemato6logos pediatras del servicio de Hematologia pediatrica. Una vez
identificados se solicitaron los expedientes al archivo clinico de la unidad y se
procedié a la revision de los mismos, se aplicaron los criterios de inclusion,
exclusion y eliminacion. Cuando un expediente no fue incluido en el estudio, este
fue regresado al archivo clinico.

Posteriormente, se procedio a identificar cada una de las variables consideradas
en el estudio y se registraron los datos observados en la hoja de recoleccion
correspondiente.

Una vez registrados los datos de la muestra, se procedié a codificarlos y
posteriormente a vaciarlos en una hoja de célculo, se verifico la integridad de los
datos y se realizo6 el analisis estadistico en el programa IBM SPSS version 26 para

su analisis.

Andlisis estadisticos Se realizO estadistica descriptiva, para las variables
cualitativas se utilizo frecuencias expresadas en porcentajes. Para la comparacion
de las variables EMR por citometria de flujo y EMR por rearreglos monoclonales
IgH por PCR se realizé el analisis de correlacion, regresion lineal y método de
Bland-Altman para determinar la media entre ambos métodos y posteriormente
establecer un rango de confianza 95% de las diferencias y estimar la precisién de
nuestro estudio. Se utilizo el programa estadistico SPSS® version 26 para crear la

base de datos para su posterior analisis y elaboracion de graficos.
ASPECTOS ETICOS

El siguiente protocolo se apeg6 al reglamento de la Ley General de Salud en
Materia de Investigacién para la Salud actualizada en el afio 2014 (DOF 02-04-
2014), respecto al Titulo Segundo “De los aspectos éticos de la investigacion en
seres humanos” capitulo uno, articulo 13 prevaleciendo el criterio de respeto a la
dignidad y proteccion de los derechos y bienestar del sujeto en estudio, asi mismo
en el articulo 16 donde se realiza énfasis en la privacidad del sujeto de

investigacion, conforme a este punto, nuestra investigacion trabajard con
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confidencialidad de datos, bajo niumero de folio de cada expediente estudiado, el
cual sOlo tendra acceso el investigador responsable y asesor de tesis,
resguardado bajo llave, en USB. La informacion obtenida, se resguardara por un
periodo de 2 afos, una vez pasado este tiempo, se eliminara, lo anterior con la
finalidad de garantizar la confidencialidad de datos y evitar el mal uso de los
mismos. De acuerdo con el articulo 17 en el que se considera como riesgo de la
investigacion a la probabilidad de que el sujeto de estudio sufra algin dafio como
consecuencia inmediata o tardia del estudio, esta investigacion se clasifica como
tipo 1, sin riesgo, ya que se realizara revision de expedientes clinicos, de manera
retrospectiva y no se realiza ninguna intervencién o modificacion intencionada en
las variables fisioldgicas, psicoldgicas y sociales de los individuos que participan
en el estudio.

De acuerdo con la pauta 10 de las pautas éticas internacionales para la
investigacion relacionada con la salud con seres humanos elaborado por el
Consejo de Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas (CIOMS) en
colaboracién con la Organizacion mundial de la Salud (OMS) el afio 2016, se
solicité la dispensa de consentimiento informado de nuestro proyecto de
investigacion ya que se trata de un estudio retrospectivo que obtuvo la informacién
a base de datos de registros de la poblacion estudiada en expediente electrdnico,
fisico y resultados de laboratorio obtenidos del programa institucional, los cuales
no contienen datos personales.

Los sujetos del estudio resultaron egresados, perdieron derechohabiencia o en
algunos casos fallecieron, por lo que no seria factible obtener consentimiento
informado, asi mismo, ya que se trabajara con blusqueda de variables encontradas
en expediente, no representa riesgo para los participantes, igualmente este
estudio tendra un valor social importante ya que los resultados representaran una
alternativa de estudio en el seguimiento en pacientes con LLA en nuestro centro
hospitalario.

Dicho estudio se inici6 posterior a su aprobacion por el Comité Local de

Investigacion en Salud y Comité de Etica en Investigacion 1302, UMAE Hospital

COMPARACION DE LA CITOMETRIA DE FLUJO Y RE-ARREGLOS MONOCLONALES IGH EN LA EVALUACION DE LA REMISION COMPLETA AL TERMINO DE LA FASE DE INDUCCION
A LA REMISION EN PACIENTES PEDIATRICOS CON LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA DE PRECURSORES B EN CENTRO MEDICO NACIONAL DE OCCIDENTE



IMSS

de Pediatria Centro Médico Nacional de Occidente. Cuenta con nUumero de
registro institucional: R-2022-1302-024

RECURSOS, FINANCIAMIENTO Y FACTIBILIDAD

Humanos

Tesista: Dra. Metzeri Sanchez Preza, residente de segundo afio de la sub-
especialidad de hematologia pediatrica en el Hospital de Pediatria de CMNO,
quien se encargo de la elaboracion del protocolo de estudio, busqueda y registros
de pacientes y sus datos, busqueda de expedientes, recopilacibn de datos,
analisis estadistico y reporte de resultados.

Directora de tesis: Dra. Janet Margarita Soto Padilla Hematdloga pediatra adscrita
al servicio de hematologia pediatrica del CMNO, quien estuvo a cargo del
asesoramiento clinico, asi como verificacién de que los procesos se realizaran en
tiempo y forma dictaminada.

Asesor metodologico: M. en C. Roberto Hernandez Raygoza, Médico especialista
en neumologia pediatrica quién estuvo a cargo del asesoramiento metodolégico,

captura de datos y reporte de resultados.

Recursos fisicos.

e Expedientes clinicos electronicos y fisicos

e Hojas de recoleccion de datos, fotocopias, carpetas.

e Biblioteca del Hospital de pediatria del CMNO, lugar utilizado para
recopilacion de datos, analisis estadistico y busqueda de informacién
actualizada.

e Archivo del Hospital de Pediatria del CMNO.

e Las instalaciones del servicio de Hematologia Pediatrica de la Unidad
Médica de Alta Especialidad del Hospital de Pediatria de CMNO

Recursos materiales.
e Programas estadisticos, computador.

Financiamiento.
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El presente estudio no requirio de financiamiento, ya que el IMSS cuenta con los
recursos fisicos, materiales y humanos necesarios para la realizacion del estudio.
Cualquier costo extra que se requirio fue cubierto por los investigadores.
Factibilidad.

El presente trabajo tuvo una adecuada disponibilidad en los recursos para llevar a
cabo sus objetivos y metas sefialadas, por lo tanto, fue posible cumplir con las
metas, tomando en cuenta los recursos econdémicos no implicaron una limitante en
la realizacion del proyecto y los beneficios a obtener son superiores a los costos,
también se tuvo acceso en la institucion a los pacientes, area fisica y personal

capacitado para su realizacion.
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RESULTADOS

En el presente estudio se analizaron un total de 10 pacientes pediatricos del
Centro Médico Nacional de Occidente diagnosticados con Leucemia Linfoblastica
Aguda (LLA) de linaje B. En estos pacientes se evalué la remision al término de la
fase de induccion a la remisién por medio de citometria de flujo y por re-arreglos

monoclonales IgH.

En la tabla 1 y 2 se muestran las frecuencias por género y edad de los pacientes
incluidos en el estudio, donde se observa que el género predominante es el

femenino con un 60 %, mientras que el 40 % corresponde al sexo masculino.

Tabla 1. Descripcion de la frecuencia de Género de los pacientes analizados en el
estudio.

Género Frecuencia n (%)
Masculino 6 (60)
Femenino 4 (40)

Grafica 1 Descripcion del porcentaje del género de los pacientes analizados en el estudio.

= Femenino

= Masculino

Los pacientes que participaron en el estudio tuvieron un rango de edad entre 1 a
10 afios con una media de edad de 4.6 afios, el 70 % de la poblacién de estudio

presentd una edad al diagndstico entre 1y 4 afios (Tabla 2).
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Tabla 2. Descripcion de la frecuencia de edad de los pacientes analizados en el estudio

Edad (afios) Frecuencia n (%)
1 1(10)
2 2 (20)
3 2 (20)
4 2 (20)
8 1(10)
9 1(10)
10 1(10)

La poblacion de estudio, presentd las siguientes caracteristicas clinicas al
momento del diagndstico, la mayoria de los casos debutaron con sindrome
anémico, febril e infiltrativo, seguido del sindrome hemorragico y sindrome
consuntivo en menor frecuencia, en ninguno de los casos se observo infiltracion a
SNC o testicular, el 50% de ellos presentan leucocitosis <50,000 al diagndéstico y

sélo en 20% hiperleucocitosis. (Tabla 3)

Tabla 3. Caracteristicas clinicas de los pacientes al diagnéstico.

Presentacion clinica al diagnéstico Frecuencia n (%)

Sindrome anémico 7 (70)

Sindrome febril 7 (70)

Sindrome infiltrativo 6 (60)

Sindrome hemorragico 3 (30)

Sindrome consuntivo 1(10)
Infiltracion a SNC 0
Infiltracion testicular 0

Recuento leucocitario

<50, 000 5 (50)

>50, 000 3 (30)

>100, 0000 2(20)

En la tabla 4 se muestra el analisis por Citometria de flujo de los 10 pacientes
incluidos al momento del diagnéstico y al final de la fase de induccion a la
remision. Todos los pacientes disminuyeron la cantidad de blastos al final de la
induccion a la remisién, sin embargo ninguno de ellos presenté una disminucién

menor al 0.01% por esta técnica.
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Tabla 4. Resultados de las determinaciones de EMR por Citometria de flujo al momento
del diagndstico y al final de la induccidon. (Poblacion clonal expresada en porcentaje)

Citometria de flujo
Paciente Diagnostico Final de induccion alaremision
1 77% 0.11%
2 93% 0.13%
3 39% 0.15%
4 87% 0.07%
5 34% 0.16%
6 92% 0.15%
7 97% 0.2%
8 71% 0.05%
9 93% 2.2%
10 93% 0.5%

Asi mismo, los resultados del andlisis por el método de re-arreglos monoclonales
IgH por PCR mostraron un descenso de las URF posterior a finalizar la fase de
induccion a la remision respecto al diagndstico, cuando se alcanza un umbral de
50 URF, se espera que la muestra contenga al menos una célula monoclonal entre
1000 células policlonales. (Tabla 5).

Tabla 5. Resultados de las determinaciones de EMR por re-arreglos monoclonales IgH

por PCR al momento del diagndstico y al final de la induccion (expresado en Unidades
Relativas de Fluorescencia)

Paciente re-arreglos monoclonales IgH por PCR
Diagnéstico Final de induccién ala

remision

1 8128 URF 287 URF

2 9323 URF 5841 URF

3 7494 URF 79 URF

4 7876 URF 82 URF

5 7134 URF 195 URF

6 6714 URF 100 URF

7 7823 URF 111 URF

8 7292 URF 75 URF

9 7868 URF 1471 URF

10 7410 URF 357 URF
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Se observa por ambos métodos un descenso importante células blasticas, sin
embargo en ninguna de las muestras estudiadas se encontré un descenso menor
a 0.01% o menor a 50 URF. No se presenta ninguna defuncién hasta el final de la

fase de induccion a la remision.

Se investigd la concordancia de ambos métodos para determinar la Enfermedad
Minima Residual (EMR) en 10 pacientes con LLA de linaje B comun, al final de la
induccion a la remision. Los niveles de EMR >0.01% por citometria de flujo y > 50
URF por rearreglos monoclonales por PCR se consideraron positivos y los niveles
por debajo de estos umbrales se calificaron como negativos. La correlacion de las
estimaciones de EMR al final de la induccion a la remision, por ambas técnicas
fue alta, lo cual se determind evaluando el grado de correlacion entre ambos
meétodos con la prueba de analisis lineal, se utilizé la media de los resultados de
EMR por citometria de flujo y re-arreglos monoclonales IgH y la diferencia de los
resultados, en donde se puede observar que la correlacién entre ambas técnicas
es alta debido a que el coeficiente de correlacion lineal (R*=0.9894) fue cercano a
1 (Gréfico 2).

Grafico 2. Andlisis de correlacion para EMR por Citometria de Flujo y PCR de los

pacientes analizados en el estudio.
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Ademas, se realizd el analisis de Bland-Altman para comparar las técnicas de
citometria de flujo y re-arreglos monoclonales IgH por PCR para la determinacion
de EMR. Debido a que los valores de EMR al final de la induccion a la remisién
fueron bajos, la media y las diferencias de la media se calcularon a partir de
resultados de EMR proporcionales transformados logaritmicamente. EI método
grafico de Bland-Altman permite comparar dos técnicas de medicion sobre una
misma variable cuantitativa; se puede observar que la diferencia media entre
ambos métodos conocido como sesgo fue de 2.16 cercana a cero y el 80% de los
valores se encuentran dentro del intervalo de confianza de 95% y solo el 20%
presentd resultados discordantes, lo que nos indica que estads técnicas son
reproducibles. En la representacion grafica del analisis de Bland-Altman se
muestra que los limites no exceden la diferencia maxima aceptable entre métodos
(Grafico 3), por lo cual se puede considerar que los dos estan en concordancia y
pueden ser usados indistintamente para evaluar la EMR al final de la induccion a

la remision en las muestras incluidas en este estudio.

Gréfico 3. Representacion grafica del método de Bland-Almant.
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DISCUSION

Los estudios de enfermedad minima residual (EMR) favorecen significativamente
la precision de la evaluacion de riesgos, una tarea de suma importancia en el
tratamiento de la leucemia linfoblastica aguda infantil, esta determinacion permitira
realizar una mejor estratificacion del riesgo y de igual forma abrir oportunidades
para intervenciones terapéuticas tempranas, ademas poder predecir cualquier
recaida antes de la aparicion de manifestaciones clinicas o hematoldgicas.

Los protocolos de tratamiento empleados actuales para la LLA monitorean la EMR
con gran utilidad clinica pues su aplicacion para la estratificacion de riesgo sugiere
impacto prondstico y se ha incorporado para realizar ajustes tempranos de la
intensidad del tratamiento, ademas se puede utilizar para reconocer la recidiva de
la leucemia antes de que se manifieste morfologicamente. Por lo tanto, los
estudios de EMR pueden contribuir de muchas maneras a mejorar el manejo de

los pacientes con leucemia linfoblastica aguda.

En nuestro estudio encontramos que los datos obtenidos por citometria de flujo y
PCR para la deteccion de EMR en LLA, muestran que el 80% de las muestras
analizadas presentan resultados concordantes entre ambos estudios, lo cual
concuerda con lo reportado por algunos autores como Kerts G y cols.®® Los
hallazgos de EMR discreparon solo en el 20% de las 10 muestras estudiadas,
existen diferentes factores que pueden determinar la diferencia en la
concordancia, pueden ser debido a las diferencias de sensibilidad entre la técnica
de citometria de flujo y el método de rearreglos monoclonales por PCR, los
cambios inmunofenotipicos a lo largo del tratamiento o incluso la inestabilidad de
los reordenamientos IgH. Esto demuestra que los dos métodos mas utilizados
para la deteccion de EMR en la leucemia linfoblastica aguda pueden lograr
resultados notablemente concordantes, sin embargo, seria importante realizar esta
evaluacion en un mayor nimero de pacientes.

Cada una de las técnicas tiene sus propias ventajas y su seleccion depende en
gran medida de la infraestructura y los recursos disponibles. Pueden presentarse

falsos negativos por citometria de flujo debido a cambios inmunofenotipicos
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durante la terapiay en PCR de rearreglos monoclonales debido a oligoclonalidad
al diagnostico y/o evolucion clonal durante el curso de la enfermedad. El uso de
los dos métodos en conjunto deberia compensar la posibilidad de resultados de
EMR falsos negativos debido a estos eventos. Hasta el momento, solo un nimero
limitado de estudios han reportado la deteccion simultanea de la ERM con niveles
de concordancia cualitativa variables de entre el 72 % y 97 %.

Sin embargo, el seguimiento de este estudio es corto y no podemos excluir la
posibilidad de que un seguimiento adicional, en las siguientes fases de tratamiento
revele un mayor riesgo para los pacientes con niveles mas altos de EMR en
nuestro centro hospitalario.

Por lo que es importante aumentar el tamafio de muestra de la poblacion de
estudio, asi como monitorear a los pacientes que participaron en este estudio
durante las siguientes fases de su tratamiento para evaluar con mayor exactitud la

determinacion de la EMR en este tipo de pacientes.
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CONCLUSIONES

La comparacion entre la citometria de flujo y rearreglos monoclonales IgH por
PCR, en la evaluacion de la respuesta al tratamiento, al término de la fase de
induccion a la remision en 10 pacientes con diagndstico de leucemia linfoblastica
aguda de células B en CMNO, mostré resultados semejantes entre ambos
métodos, en la mayoria de los casos, con una tasa de concordancia de 80% de los
pacientes estudiados, sin embargo se reporta en un 20% discordante con
presencia de EMR positiva al final de la induccion a la remision. Por tanto, estos
pacientes que no presentan remision completa a la induccion a la remision, tienen
mayor riesgo de recaida, esto proporciona una informacion crucial sobre la
respuesta al tratamiento, permitiendo su identificacion para una posterior

intensificacion de la terapia establecida.

Para estudiar practicamente a todos los pacientes y evitar resultados falsos
negativos o positivos debido a la evolucion clonal o cambios fenotipicos, pareceria
de gran beneficio utilizar tanto la técnica inmunoloégica como la molecular en
conjunto en futuros ensayos de EMR, ya que este enfoque podria proporcionar a
los pacientes el beneficio de una estratificacion de riesgo basada en EMR para su

reduccion o intensificacion del tratamiento.
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V1. ANEXOS
Anexo 1. Hoja de recoleccion de datos

Protocolo: Comparacion de la citometria de flujo y re-arreglos monoclonales IgH
en la evaluacion de la remision completa al término de la fase de induccién a la
remision en pacientes pediatricos con leucemia linfoblastica aguda de precursores
B en Centro Médico Nacional de Occidente

No. Folio.
FICHA DE IDENTIFICACION

Género:

Fecha de Nacimiento: Lugar de Nacimiento:
Edad: Teléfono

Domicilio:

Diagnéstico:

Fecha del Diagnéstico de LLA:

ESTUDIOS AL DIAGNOSTICO
ANALISIS RESULTADO
Inmunofenotipo ()ProB ( )Btemprana ( )PreB

( ) B madura
Clasificacion FAB L1 L2 L3
% Blastos en MO

Citometria de flujo

Re arreglos monoclonales

Fecha de inicio de induccidon de la remision:

Fecha de final de lainduccién ala remision:
DATOS CLINICOS AL DIAGNOSTICO

Sindrome anémico

Sindrome infiltrativo

Sindrome hemorragico

Sindrome infeccioso
ESTUDIOS AL FINAL DE LA INDUCCION A LA REMISION
ANALISIS RESULTADO
Respuesta morfologica de la Médula Osea | ( ) M1 ()yM2 ( )yM3

EMR por citometria de flujo ( ) Positiva ( ) Negativa

EMR Re- arreglos monoclonales IgH
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Anexo 2. Carta de dispensa del consentimiento informado

CARTA DE DISPENSA PARA REALIZAR CONSENTIMIENTO INFORMADO

Guadalajara, Jalisco, Enero de 2022
Comité de ética en Investigacion:

Dra. Ana Bertha Rodriguez Lopez
Presidenta Comité de Etica en Investigacion

Dra. Elizabeth Arce Mojica
Secretario del Comité de Etica en Investigacion

1. IDENTIFICACION DEL ESTUDIO
e Titulo del estudio: Comparacion de la citometria de flujo y re-arreglos monoclonales IgH en
la evaluacién de la remision completa al término de la fase de induccién a la remision en
pacientes pediatricos con leucemia linfoblastica aguda de precursores B en Centro Médico
Nacional de Occidente
e Investigador responsable: Dra. Janet Margarita Soto Padilla
e Tesista: Metzeri SAnchez Preza
e Unidad/Departamento/Servicio: UMAE Hospital de Pediatria Centro Médico Nacional de
Occidente, Servicio de Hematologia Pediatrica
2. JUSTIFICACION DE DISPENSA
Por medio de la presente se solicita al Comité de Etica en Investigacion y al Comité Local de
Investigacion en Salud 1302 del Hospital de Pediatria CMNO la dispensa de la carta de
consentimiento informado dadas las siguientes condiciones:

La investigacion no seria viable sin la exencién de la carta de consentimiento informado.

El presente estudio tiene un valor social importante y de acuerdo a la Ley General de Salud
en Materia de Investigacién para la Salud (Art. 17) esta investigacion se clasifica dentro de la
categoria sin riesgo, ya que se trata de un estudio retrospectivo, descriptivo y comprende un
amplio periodo de estudio donde buscaremos informacion a través de los expedientes
clinicos de todos los pacientes pediatricos con diagnéstico clinico e histopatoldgico de
Leucemia Linfoblastica Aguda de estirpe B en el periodo comprendido de Junio de 2017 a
Junio de 2019, algunos de los sujetos de estudio resultaron egresados, perdieron
derechohabiencia o en algunos casos fallecieron, por lo que no serd factible obtener el
consentimiento informado,

El estudio se realizara utilizando los registros ya existentes en el expediente clinico de los
pacientes del Centro Médico Nacional de Occidente donde se recabaran datos como sexo,
edad, resultados de pruebas de laboratorio, resultados de citometria de flujo y re-arreglos
monoclonales y no datos de caracter personal que permitan identificar a los pacientes.

e
Dra<Janet Margarita Soto Padilla Dra. Metzeri Sdnchez Preza
Director de Tesis Tesista

Hematéloga Pediatra Residente de Hematologia Pediatrica
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Anexo 3. Carta de confidencialidad de datos

Guadalajara, Jalisco, Enero de 2022
El C. Janet Margarita Soto Padilla (Investigador responsable) y la C. Metzeri
Sanchez Preza tesista del proyecto titulado “Comparacion de la citometria de
flujo y re-arreglos monoclonales IgH en la evaluacién de la remision
completa al término de la fase de induccion a la remision en pacientes
pediatricos con leucemia linfoblastica aguda de precursores B en Centro
Médico Nacional de Occidente” con domicilio ubicado en Av. Belisario
Dominguez No. 735, Colonia Independencia. C. P 44340. Guadalajara, Jalisco; a
30 de diciembre de 2020, nos comprometemos a resguardar, mantener la
confidencialidad y no hacer mal uso de los documentos, expedientes, reportes,
estudios, actas, resoluciones, oficios, correspondencia, acuerdos, directivas,
directrices, circulares, contratos, convenios, instructivos, notas, memorandos,
archivos fisicos y/o electronicos, estadisticas o bien, cualquier otro registro o
informacion que documente el ejercicio de las facultades para la evaluacién de los
protocolos de investigacion, a que tenga acceso en mi caracter investigador
responsable, asi como a no difundir, distribuir o comercializar con los datos
personales contenidos en los sistemas de informacion, desarrollados en el
ejercicio de mis funciones como investigador responsable.
Estando en conocimiento de que en caso de no dar cumplimiento se estara acorde
a la sanciones civiles, penales o administrativas que procedan de conformidad con
lo dispuesto en la Ley Federal de Transparencia y Acceso a la Informacién Publica
Gubernamental, la Ley Federal de Proteccion de Datos Personales en Posesion
de los Particulares y el Cdédigo Penal del Estado de Jalisco, a la Ley Federal de
Proteccion de Datos Personales en Posesion de los Particulares, y demas

disposiciones aplicables en la materia.

Acepto

Nombre y firma
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