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ABREVIATURAS

ABL: Gen Abelson.

BCR: Region del punto de ruptura.

CCyR: Remision citogenética completa.

CMN: Centro Médico Nacional.

CPH: Células Progenitoras Hematopoyeéticas.

EMA: European Medicines Agency.

FA: Fase aceleradas.

FasL: ligando de Fas.

FB: Fase blastica.

FC: Fase cronica.

FDA:

IEN: Inferferon.

IS: Escala internacional.

ITK: Inhibidores de la tirosina cinasa.

KIR: Immunoglobulin-like Receptor.

LAA: Antigenos asociados a Leucemia.

LILRB1: miembro de la subfamilia B de receptores leucocitarios tipo
inmunoglobulina 1.

LMC: Leucemia Mieloide Croénica.

MDSC: Células Supresoras derivadas de mieloides.

NCR: receptores de citotoxicidad natural.

NK: Células asesinas naturales.

NKG2A: Natural Killer Group 2A

NMP: Neoplasia Mieloproliferativa.

Ph: Filadelfia.

RLT: Remision Libre de Tratamiento.

RMM: respuesta molecular mayor.

RMP: Respuesta Molecular Profunda.

RT-PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real.

SG: Supervivencia global.

STIM1: STOP Imatinib 1.

TNF: factor de necrosis tumoral.

TRAIL: ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF.

Tregs: Células T reguladoras.
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RESUMEN:

El presente protocolo de tesis realiza un analisis para determinar si
existe una asociacion entre la cantidad de células Natural Killer y su fenotipo
con el grado de respuesta molecular a dasatinib como tratamiento de
segunda linea en pacientes con LMC del HE de CMN SIGLO XXI, siendo
este el objetivo principal. Dentro de los objetivos secundarios fueron
determinar la asociacion entre la respuesta linfocitaria a los 3 meses de iniciar
Dasatinib y la respuesta molecular. Se realiz6 un estudio analitico,
prospectivo y descriptivo. Los pacientes en manejo con Dasatinib fueron 50%
como segunda linea y 50% como tercera linea de tratamiento. Se encontrd
que solo el 30.7% de los pacientes presentaron en algin momento del
seguimiento con cifra de linfocitos mayor a de 3.6 (10A3/uL), de esos solo
75% conservaron una respuesta linfocitaria sostenida de 2 meses 0 mas.
Solo el 75% de los pacientes que presentaron linfocitosis la conservan a la
actualidad y ninguno de los 4 pacientes que la presentaron toxicidad. La
mediana de linfocitos TNK con perfil de CD 57+ fue de 3% (Min. 1 —Méx. 14)
y de NK la mediana en nimero de eventos fue de 4989 (Min. 511-Max.
19493), la mediana de la relacion CD 4/CD 8 fue de 1.1 (Min. 0.5-Méax. 4.8).
Todas las metas recomendadas por las guias internacionales sobre la
respuesta molecular esperada a los 3, 6 y 12 meses fueron alcanzadas, por
lo que no se pudo realizar una asociacion entre las mismas y la cantidad y
fenotipo de NK, sin embargo, se encontrdé que dentro de los pacientes que
tuvieron una mayor cantidad de NK en % y niumero absoluto de eventos por
citometria también tuvieron linfocitosis de manera sostenida. Conclusiones:
Si bien no se pudo lograr el objetivo primario por la poca cantidad de muestra
y porque al momento todos los pacientes sujetos al protocolo mantenian
respuestas moleculares adecuadas, convirtiendo esta en una variable
independiente, quizas ampliando la muestra o el seguimiento de los
pacientes a largo plazo con el inmunofenotipo de SLT, podrian ayudar a
encontrar una asociacién. Si se encontrd una respuesta linfocitaria, no todas
mayores a 3.6 (10A3/uL), quizas en nuestra poblacion también se podria
encontrar un ajuste, el cual se podria realizar comparando el basal con el
porcentaje de aumento de nuestra poblacidn con la bibliografia publicada.



MARCO TEORICO

La LMC corresponde al grupo de neoplasias mieloproliferativas
(NMP), que se caracterizan por el crecimiento descontrolado de células
mieloides en diferentes etapas de maduracion. Se encuentra clasificada
dentro de las NMP BCR-ABL positivas, al ser esta alteracion un dato pivote
en la fisiopatologia de la enfermedad. Por lo anterior la LMC es una neoplasia
resultante de una translocacion entre los cromosomas 9y 22, conocido como
cromosoma Filadelfia (Ph), que produce el transcrito BCR-ABL (1).

Epidemiologia

La LMC tiene una incidencia aproximada de 30% de todas las
leucemias en el adulto (2). Segun el Surveillance, Epidemiology, and End
Results (SEER), del National Cancer Institute (NCI), a lo que llevamos del
afio 2022 se ha observado que representa 0.5% de todos los casos nuevos
con cancer, con una mortalidad estimada de 0.2% de todas las ocasionadas
por cancer, representando una supervivencia relativa a 5 afios de 94.7%. En
Estados Unidos se ha observado una prevalencia de 62 895 pacientes con
LMC en 2019, afectando a personas con una media de edad de 67 afios, con
incidencia de 1 a 2 casos por cada 100,000 adultos. En la mayor parte de los
estudios clinicos la mediana de edad al diagndstico es de 55 a 60 afios; sin
embargo, el intervalo de edad en paises en vias de desarrollo, como Brasil,
Pakistan y México, es de 35 a 44 afios (3) (4) (5).

En México, las leucemias en general representan 3.6% (6955) de incidencia
de todos los canceres, con mortalidad de 5.3% (4786) y prevalencia a cinco
afos de 16.51% (21 2888) (6). En nuestro pais la media de edad es de 40
afios. Si bien existen pocos datos epidemiolégicos en nuestro pais, las
referencias con las que contamos son de centros que cuentan con grandes
servicios de Hematologia. Dentro de las diferencias mas relevantes en
comparacién con paises desarrollados, es que la leucemia cronica mas
frecuente en paises en vias de desarrollo es la LMC, en comparacion con la
leucemia linfocitica cronica, con una incidencia de la enfermedad menor a 1
por cada 100,000 habitantes/ afio y la mediana de edad al diagndstico es casi
una década menor que lo reportado a nivel mundial (7).

Fisiopatologia

La LMC implica la proliferacién constante de células mieloides, en
particular de maduras, considerandose una patologia clonal, debido a que la
mayoria de los pacientes tienen la caracteristica distintiva de una
translocacion cromosomica denominada cromosoma Filadelfia (Ph), la cual
es una translocacion mutua entre los cromosomas 9y 22 en todas las células
hematopoyeéticas; el gen Abelson (Abl), que se ubica en el cromosoma 9y se
transfiere al gen de la region de punto de ruptura (Bcr) del cromosoma 22.
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Esta translocacion da como resultado una proteina de fusién anormal
denominada gen BCR-ABL, la cual desarrolla la funcion de una proteina
tirosin-cinasa, ya que el Abl agrega grupos fosfato a los residuos de tirosina

(8).
Inmunobiologia de la LMC.

La LMC se caracteriza por un periodo de disfuncion inmunitaria
presente en los pacientes en el momento del diagndstico, antes del comienzo
de la terapia con ITK's. Esto facilita la progresion tumoral y la
autopreservacion, ya que previene el desarrollo de respuestas inmunitarias
antileucémicas en el huésped (9).

Las respuestas inmunitarias innatas, incluidas la actuacion de las células
dendriticas (DC), las células dendriticas plasmocitoides y las células
asesinas naturales (NK) se han observado que son disfuncionales en
pacientes con LMC, con reducciones en el recuento de células, la
citotoxicidad y la funcion de presentacion de antigenos (9) (10),.

Las respuestas inmunitarias adaptativas son disfuncionales en los pacientes
con LMC en el momento del diagnéstico, incluidas las células T citotdxicas
CD8+ disfuncionales y los antigenos asociados a la leucemia (LAA)
expresados o sobreexpresados. Las células inmunosupresoras, incluidas las
células T reguladoras (Tregs), contribuyen a la disfuncién de las células T y
a la progresion de la enfermedad en la LMC, observandose que estas se
expanden en el momento del diagnostico y se reducen después de la terapia
con ITK (11).

Clinica

Los pacientes con LMC pueden estar asintomaticos o presentar
sintomas constitucionales que incluyen fatiga, astenia, adinamia, pérdida de
peso y diaforesis nocturna. La esplenomegalia es bastante comun y puede
provocar distension y dolor abdominal, ademéas de saciedad temprana. La
hepatomegalia puede estar presente y, al igual que la esplenomegalia, refleja
la hematopoyesis extramedular. En los paises desarrollados, se observa que
hasta el 50% de los pacientes son diagnosticados incidentalmente, cuando
se realiza un chequeo y se encuentra una biometria hematica alterada, la
cual muestra tipicamente leucocitosis, con frecuencia trombocitosis y anemia
leve, e incluso podemos encontrar basofilia. El frotis de sangre periférica,
generalmente muestra serie mieloide desplazada hacia la izquierda que
abarca todo el espectro de precursores mieloides, incluyendo bandas,
metamielocitos, mielocitos, blastos, ademas es frecuente observar la
presencia de eosindfilos y basofilos (12).

La LMC es una patologia que se puede presentar en diferentes fases, es

decir, la mayoria de los pacientes se presentan en la fase crénica (FC) hasta
en un 90%, en la que los sintomas pueden controlarse con tratamiento
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especifico, sin embargo, en ausencia de una intervenciéon médica efectiva
progresaran a través de una fase de inestabilidad conocida como fase
acelerada (FA) hasta en 5% al diagndstico, y posteriormente a la
transformacién a una leucemia aguda, denominada fase blastica (FB) en un
5%; destacando que no es necesario pasar entre una fase u otra, ya que
dependiendo de la biologia de la enfermedad se puede presentar en FA o FB
(12).

Una de las pruebas mas soélidas sobre el origen de las células madre de la
LMC es que la fase de transformacion final puede dar lugar a subtipos
linfoblasticos (25%) y mieloblasticos (50%) o con fenotipo mixto en un 25%
(12).

Diagnostico

El diagnéstico comunmente se establece durante la FC de la
enfermedad. El abordaje requiere una historia clinica completa con
exploracion fisica, biometria hematica completa que incluya diferencial y
cuenta plaquetaria, perfil bioquimico, aspirado de médula 6sea con biopsia,
revision de la morfologia, porcentaje de blastos y de basofilos, citogenética
y/o FISH, reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR)
cuantitativa en escala internacional (IS) (en sangre o médula 6sea) y
finalmente determinar la escala de riesgo (12).

Estratificacion de riesgo

Los sistemas de puntuacion de Sokal y Hasford se han utilizado para
la estratificacion del riesgo de los pacientes en 3 grupos de riesgo (bajo,
intermedio y alto) en ensayos clinicos que evaltan los inhibidores de la
tirosina-cinasa (13) (14).

La escala mas reciente es la ELTS, del European Treatment and Outcome
Study, se basa en las mismas variables que la puntuacion de Sokal y
proporciona el predictor mas util de mortalidad relacionada con la LMC en
pacientes tratados con Imatinib en primera linea. Esto es importante, ya que
muchos pacientes con LMC mueren por causas distintas a la enfermedad, lo
que refleja la eficacia de los ITK's. Se sugiere la determinacién de las escalas
de riesgo utilizando los sistemas de puntuacion Sokal, Hasford o ELTS antes
de iniciar la terapia con ITK (15).

Tratamiento.

El panorama terapéutico para la LMC ha mejorado significativamente
con la aprobacion de los ITK’s. La mayoria de los pacientes con respuesta
Optima pueden tener una expectativa de vida normal. Los ITK's fueron
aprobados por la FDA en el tratamiento de la LMC en el afio 2001; son
altamente efectivos y cambian de manera importante la historia natural de la
enfermedad. La recomendacion de los mismos se basa en la eficacia
antileucémica en cualquiera de las fases de la enfermedad. La elecciéon de
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cada uno dependera de factores importantes, como es el acceso, la toxicidad,
el riesgo de evolucién, las comorbilidades y la tolerancia. La meta del
tratamiento se enfoca en lograr respuestas moleculares cada vez mas
rapidas, sostenidas y profundas, con el objetivo de que el paciente tenga una
expectativa de vida similar a la de una persona sin leucemia, los menores
eventos adversos y si es el caso poder intentar una remision libre del
tratamiento (RLT) (16).

Tratamiento con ITK.

Actualmente, la FDA y la European Medicines Agency (EMA) han
aprobado cuatro ITK como tratamiento de primera linea, los cuales son
imatinib, dasatinib, nilotinib y bosutinib (17).

Dentro del estudio de este protocolo de tesis en especifico, mencionaré las
caracteristicas de Dasatinib, el cual es un ITK de segunda generacién, mas
potente que imatinib y activo contra algunas mutaciones de BCR-ABL1
resistentes a este Ultimo, ademas de la proteina de fusion BCR-ABL, también
inhibe con alta potencia varios receptores de tirosin-cinasas (RTK) como c-
KIT o los receptores del factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGFR), asi como una amplia gama de cinasas citoplasmaticas, incluidas
TEC, SYK, y cinasas de la familia SRC (SFK). El ensayo DASISION, que
comparé dasatinib 100 mg una vez al dia, con imatinib, 400 mg una vez al
dia, con un seguimiento minimo de 5 afios, demostré que con el primero se
logré la tasa de respuesta molecular temprana en 84% vs 64% con imatinib
(p <0,0001); a los 6 meses, el 89 % de los pacientes que recibieron dasatinib
habian alcanzado niveles de de BCR-ABL <10 %, en comparacioén con el 83
% en el brazo de imatinib (p = 0,0523). A los 12 meses, una mayor
proporcion de pacientes con dasatinib habia logrado RMM (46% con
dasatinib frente a 28% con imatinib, con p < 0,0001). Las probabilidades de
continuar con RMM a 5 afios (76%) y RM 4.5 (42%) fueron significativamente
mas altas (p = 0,0022 y p = 0,0251, respectivamente). La SG estimada a 5
afos fue de 93.8% con Dasatinib vs 95.4% con imatinib (p=0.0028 y p <
0.001, respectivamente), y la SLP de 88.9% vs 93.1%, respectivamente (con
p=0.00014 y p < 0.001, respectivamente) (18). La dosis que se recomienda
de dasatinib en primera linea en fase cronica es de 100 mg cada 24 horas
(19).

Seguimiento en pacientes con ITK.

La respuesta molecular se debe evaluar de acuerdo con la Escala
Internacional (IS) como la proporcion de transcritos de BCR-ABL1 a
transcritos de ABL1, o a otros transcritos de control internacionalmente
aceptados y debe expresarse e informarse como % BCR-ABL1 en una escala
logaritmica, donde 1%, 0.1%, 0.01%, 0.0032% y 0.001% corresponden a una
disminucion de 2, 3, 4, 4.5 y 5 logaritmos, respectivamente, por debajo de la
linea de base estandarizada que se utilizé en el estudio IRIS (20) (21). BCR-
ABL1 < 1% equivale a una remision citogenética completa (CCyR) (22). De

13



acuerdo al nivel de transcripcion de BCR-ABL1 se define el grado de
respuesta molecular, por lo que se define como Respuesta Molecular Mayor
(RMM 6 RM3) a un transcripto <0.1 %. Un nivel de transcrito de BCR-ABL1
<0.01 % se define como RM4 y a partir de este logaritmo de define como
respuesta molecular profunda (RMP) (23).

Tratamiento con ITK's y la respuesta inmune.

Los ITKs poseen un mecanismo de accion bimodal, ya que tienen un
efecto inhibidor directo sobre la tirosina cinasa y efectos inmunomoduladores
e inmunosupresores (24). Se han estudiado los efectos inhibidores de
imatinib y dasatinib sobre las respuestas inmunitarias y se ha encontrado que
ambos inhiben de forma reversible la proliferacion de células T in vitro, pero
los efectos del dasatinib son mas profundos (25).

Se ha demostrado una expansion de LT CD8+ y células NK que se asocia
con una mejor respuesta a la terapia. Debido a su amplio perfil de inhibicién,
dasatinib inhibe las cinasas también en células normales sanas, como los
linfocitos, un mecanismo que probablemente subyace a muchos de los
efectos inmunomoduladores atribuidos a este farmaco; se ha demostrada
una expansion clonal persistente de células T citotoxicas o células NK, de
hecho se ha encontrado que tras la ingesta de dasatinib se induce una
movilizacion rapida, sustancial y dependiente de la dosis de linfocitos en la
sangre que alcanza su punto maximo 1 a 2 horas después de la ingesta oral
(25).

Se ha comparado la linfocitosis con otros ITK y no se observa en misma
cantidad, ademas ya estd documentada su asociacion con tasas de
respuesta mas profundas y una duracion de respuesta significativamente
mas larga. En particular, los pacientes con intolerancia o resistencia a
imatinib en fase cronica que desarrollaron linfocitosis al recibir tratamiento
con dasatinib como segunda linea tuvieron una mejor SG y SLP, lo que
sugiere un efecto inmunomodulador bastante especifico de dasatinib. (26)
(27) (28).

Remision libre de tratamiento (RLT).

Una proporcion de pacientes alcanzara una RMP con los ITK's, por lo
gue se podria considerar un intento de interrupcion del tratamiento si se ha
logrado esta respuesta prolongada, ademas de reunir otros factores que
presenta el paciente.

El primer estudio para interrumpir los ITK fue el ensayo STIM1 (STOP
imatinib 1), el cual demostro que el 38% de los pacientes mantuvieron una
remision molecular después de una mediana de seguimiento de 77 meses
(29). Los criterios de elegibilidad fueron que se encontrara en tratamiento con
Imatinib en curso en cualquier dosis durante al menos 3 afios y en
enfermedad residual molecular indetectable sostenida durante al menos 2
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afos. Después de STIM1 se han realizado multiples estudios sobre la
suspension de los ITK's y la RLT, cada uno tomoO en cuenta diferentes
criterios de elegibilidad, como para reiniciar el ITK, sin embargo, los dos
criterios mas importantes y consistentes fueron el tiempo de tratamiento con
ITK y la RMP (30).

Un metaandlisis de 15 estudios de cohorte, que incluyeron a mas de 509
pacientes después de la suspension de imatinib, demostré una tasa de
recaida molecular global después de la suspension de imatinib del 51% Se
ha demostrado que cerca del 80% de las recaidas aparecen dentro de los
primeros 6 a 8 meses, lo que destaca la necesidad de un control estricto y un
seguimiento estructurado durante el periodo inicial (31).

La suspension de los ITK es un procedimiento seguro en centros
hospitalarios con acceso a realizar monitorizacion molecular de alta calidad,
lo cual es dificil de lograr en paises en desarrollo, como es el caso de varios
centros de México, incluyendo el nuestro. La pérdida de RMM es indicacion
actualmente en la mayoria de estudios para reiniciar el ITK. Alrededor del 90
al 95% de los pacientes que experimentan recaida recuperan su nivel de
respuesta molecular inicial después de reiniciar el ITK. Por lo general, se
reinicia el mismo ITK. La pérdida de RMM es poco comun después de 1 afio
en RLT, aunque se recomienda un seguimiento continuo a largo plazo porque
el seguimiento de todos estos estudios es menor de 10 afos. Los
mecanismos que previenen la recurrencia no se comprenden del todo,
algunos factores clinicos del paciente, escalas de riesgo, tiempo de RMP se
han documentado, sin embargo, en cuanto a fisiopatologia, algunos de los
mecanismos estan bajo investigaciéon centrandose en el posible control
inmunitario de la enfermedad residual (32).

Las células Natural Killers.

Las células NK son linfocitos grandes, que se encargan de lisar células
diana, ademas provocan respuestas antitumorales rapidas basadas en
sefales de receptores de superficie celular activadores e inhibidores. Estas
células se descubrieron a mediados de 1970, debido a su capacidad para
destruir células tumorales sin una sensibilizacion previa del hospedero; por
lo anterior se han considerado que pertenecen a la inmunidad innata. Sin
embargo, a lo largo del tiempo se han encontrados datos que han sugerido
gue estas células pueden tener también caracteristicas parecidas a las
células de la memoria. Son capaces de migrar a diferentes tejidos para
realizar respuestas inmunitarias a las infecciones y las neoplasias (33).

La base para el reconocimiento de células diana por parte de las células NK
se revel6 a mediados de la década de 1980 cuando se postulo la hipoétesis
de la pérdida de la autotolerancia inmunoldgica, la cual es la capacidad de
las células NK para destruir a las células que expresan niveles bajos de
Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) clase |, y se han ido
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agregando el descubrimiento de sefiales que se necesitan para
desencadenar la citotoxicidad. Actualmente se sabe que una interaccion
entre una serie de receptores que se codificaron en la linea germinal
expresados en la superficie de las células NK controla la degranulacion de
las mismas, un mecanismo de citotoxicidad que lisa las células diana
mediante la liberacion de sustancias como como perforina y granzimas. Los
receptores clave que controlan el autorreconocimiento por parte de las
células NK son los receptores de union a HLA de clase |, incluida la familia
Killer Immunoglobulin-like Receptor (KIR), asi como el Natural Killer Group
2A (NKG2A) y el miembro de la subfamilia B de receptores leucocitarios tipo
inmunoglobulina 1 (LILRB1, también conocido como LIR-1). Se ha
demostrado que los inhibidores de KIR y del receptor NKG2A estan
involucrados en la formacién de células NK, un proceso de maduracion
funcional que permite que las células NK autoinhibidas se conviertan en
potentes asesinos al interactuar con células que pierden la expresion de auto-
HLA clase I. A diferencia de los receptores inhibitorios, una serie de
receptores de activacion, coactivacion y adhesién, como los receptores de
citotoxicidad natural (NCR) NKp30 y NKp46 y los receptores NKG2D, 2B4 y
DNAM-1, desencadenan la activacion de las células NK después de la union
a los ligandos, los cuales se encuentran incrementados en células sometidas
a estrés e infeccion. En condiciones normales, cuando las células NK no
estdn muy activadas por las citocinas, al menos dos de estos receptores
deben estimularse simultaneamente para  desencadenar la
degranulacién. Esto contrasta con el receptor FcyRIIIA (CD16a), que al
ligarse a la porcion Fc de un anticuerpo unido a una célula diana sola puede
desencadenar degranulacidon, este proceso se conoce como citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos. Tanto el ligando inductor de apoptosis
relacionado con TNF (TRAIL) como el ligando Fas (FasL) en la superficie de
las células NK pueden desencadenar la apoptosis mediada por caspasa en
células diana que expresan TRAIL-R1 y/o -R2 y Fas, respectivamente. Es
importante destacar que las células NK no solo lisan las células infectadas y
transformadas por tumores a través de estos mecanismos, sino que también
utilizan estos receptores para controlar las respuestas inmunitarias al
desencadenar citotoxidad, es decir, tienen una relacion estrecha con las
células T (33).

Las células NK en la Leucemia Mieloide Crénica.

En cuanto a las células NK y la LMC se ha demostrado una
disminucién en la frecuencia de la clona y la funcion de las células NK en
pacientes con FC, que empeora con la progresion de la enfermedad a LMC
en FA y FB (34). El tratamiento de pacientes con LMC con diferentes ITK's
modifica la expresion de varios receptores de las células NK; por ejemplo,
dasatinib aumenta la expresion de los receptores inhibidores KIR2DL1,
mientras que el imatinib aumenta la expresion de los receptores activadores,
incluidos NKp30, NKp46, NKp80 y NKG2D (35). La regulacion a la baja del
receptor inhibitorio NKG2A por dasatinib mejora la citotoxicidad de las células
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NK y da como resultado respuestas mas rapidas al tratamiento en pacientes
con LMC (36). Los KIR tienen polimorfismos extensos, y se ha sugerido que
los genotipos de KIR se correlacionan con la inmunidad de las células NK
contra la LMC y la RMP sostenida después de interrumpir el tratamiento con
los ITK’s. Debido a lo anterior, la evaluacion de los receptores inhibidores y
activadores para evaluar la funcion general de las células NK brindaria un
mejor reconocimiento de la funcién inmunitaria en la LMC (37).

La inmunidad de las células NK, incluidos los receptores de las células NK
acoplados con ligandos expresados en las células de LMC, nos podria
proporcionar un objetivo terapéutico inmunitario prometedor para lograr la
RLT. Algunos agentes moduladores de las células NK, como la lenalidomida,
se encuentra actualmente en ensayos clinicos en otras neoplasias malignas
hematoldgicas, con relacion en la proliferacion y activacion de células Ty NK,
y una mayor citotoxicidad de las mismas. En el caso de la LMC, en un estudio
clinico se evaluo el uso de lenalidomida para una segunda RLT, en pacientes
que necesitaron reiniciar imatinib, con el objetivo de aumentar la funcién
inmunoldgica, sin embargo, el estudio tuvo que ser finalizado por los efectos
adversos tromboembodlicos, por lo que solo se observo que no redujo el nivel
de BCR-ABL1 (mediante PCR de ADN), pero se asocié con un aumento en
los marcadores de reactividad inmunologica (38).

Las células NK en la remisién libre de tratamiento.

Debido a que la esperanza de vida de los pacientes con LMC tratados
con ITK's llega a ser similar a la esperanza de vida de la poblacion general,
hasta hace algunos afos se recomendaba el tratamiento de por vida con
ITK s para la LMC; sin embargo, dados los efectos secundarios, los eventos
adversos, las toxicidades y los altos costos asociados con el tratamiento de
por vida, se empezd a explorar la posibilidad de interrumpir el tratamiento
con ITK's en aquellos pacientes que han logrado una RMP y sostenida por
al menos dos afos.

Se ha demostrado que las células madre de la LMC no dependen de la
actividad de BCR-ABL1 y que la orientacion de BCR-ABL1 no eliminara las
células madre de LMC, por lo tanto, es crucial identificar aquellos pacientes
gue pueden permanecer en RLT y comprender qué factores biol6gicos
pueden o no mantener la RLT. En los primeros ensayos sobre la interrupcion
del imatinib, entre el 40y el 60 % de los pacientes permanecieron en remision
molecular completa después de la interrupcion de un ITK. Teniendo en
cuenta el profundo conocimiento de LMC, que se ha acumulado a lo largo de
los afos, el concepto de RLT es relativamente nuevo, sobre todo en paises
en desarrollo como es nuestro caso. Se ha observado que el aumento de las
proporciones de células NK citotéxicas con marcadores CD56 low y CD57+,
son similares a las células de memoria y se han asociado con una RLT
exitosa en pacientes con LMC después de la interrupcion del tratamiento con
imatinib (39).
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Algunos estudios sefialan la participacion de las células inmunitarias en el
control de la RLT. Se ha demostrado que hay un aumento de células NK y
una disminucion de células CD3 + CD8 + CD62L + en pacientes en los que
se suspendié el imatinib (STIM1) en comparacién con pacientes con LMC
gue toman imatinib en remision molecular (40). EURO-SKI revel6 una tasa
mas alta de RLT en pacientes con LMC con un porcentaje mas alto de NK,
pero no de células B o T. Estas células NK estaban maduras en comparacion
con los pacientes con recaidas, en quienes las células NK mostraron un
fenotipo mas inmaduro. Ademas, el aumento del factor de necrosis tumoral
(TNF) y del IFN y secretado por las células NK se correlacioné con la tasa de
éxito de la RLT.

Dasatinib y la linfocitosis

Como se menciono anteriormente, la proliferacion de las células T de
tipo citotoxico y de las células NK se ha observado en algunos pacientes con
LMC posterior al inicio del tratamiento con Dasatinib. Las cualidades
especificas de este inhibidor son la asociacién con linfocitosis, siendo
especificamente a expensas de linfocitos grandes granulares (LGG), los
cuales son un conjunto de linfocitos morfolégicamente distintos, pero
inmunofenotipicamente heterogéneos de células T activadas o células NK
gue median la citotoxicidad no restringida por CMH; lo que aumenta la
respuesta frente a una neoplasia, no siendo la LMC la excepcion (Ver
llustracién 1) (28).
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llustracién 1 Efectos de Dasatinib sobre las células citotoxicas
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Existen estudios sobre la respuesta linfocitaria posterior a inicio de Dasatinib,
y pocos estudios sobre la respuesta previa. La terapia con dasatinib se asocia
con una linfocitosis crénica monoclonal/oligoclonal de LGG en sangre
periférica. La linfocitosis asociada a dasatinib se desarroll6 en un promedio
de 3 meses después del inicio del tratamiento y persistié durante todo el
tratamiento (46).

Algunos analisis han sugerido que la linfocitosis es secundaria a
linfoproliferacion T/NK, la cual se asocio con tasas de respuesta citogenética
y molecular mas altas, lo que sugiere un efecto inmunomodulador (47)
(48). Ademas, se ha encontrado que se asocia con un aumento de efectos
secundarios especificos, como derrame pleural y se ha encontrado la
resolucion del derrame pleural y la linfocitosis T/NK tras el cambio de
dasatinib a otro ITK. No se ha descrito la expansion de células T/NK después
del tratamiento con otros ITK's (49) (50).
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DISENO DEL ESTUDIO:
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las células NK suponen un punto relevante para lograr una adecuada
respuesta a los ITK’s y posteriormente un control molecular que podria
favorecer que en algin momento los pacientes sean candidatos a suspender
el farmaco y el hecho de que cuenten con dichas células funcionales los
podria perfilar a ser mejores respondedores en RLT.

A raiz de lo anterior, se han realizado estudios que documentan la incidencia
de linfocitosis en pacientes que se encuentra en tratamiento con Dasatinib
(41). Esta presentacion es a expensas de linfocitos grandes granulares y son
células NK vy linfocitos T citotoxicos (42). Se ha observado que la aparicion
de linfocitosis en la LMC es predictiva de una buena respuesta al tratamiento
(43). Por lo tanto, se sostiene la hipotesis de que la linfocitosis es un efecto
inmunoterapeutico que complementa la respuesta al tratamiento (44) (45).

Sin embargo, los estudios que se encuentran en la literatura, son en
poblaciones muy diferentes a la nuestra, principalmente paises europeos, por
lo que es importante conocer si en nuestra poblacion la linfocitosis a
expensas de NK y linfocitos T citotéxicos también se asocia con mayores
tasas de RMP o si existe alguna diferencia significativa que haga que cambie
el tipo de respuesta molecular.

JUSTIFICACION

La RLT es un objetivo importante en el manejo de la LMC en pacientes
adecuadamente seleccionados y con el deseo de hacerlo, sin embargo, en
paises en vias de desarrollo, como el nuestro, es poco factible por la pobre
disponibilidad a la vigilancia molecular con PCR-QT del transcrito de BCR-
ABL.

Una comprension méas profunda del panorama inmunolégico en la LMC es
vital para predecir la respuesta al tratamiento con ITK, y la respuesta al
intentar valorar la RLT, lo que significa que los cambios fenotipicos en las
células NK pueden afectar directamente ambas respuestas.

En este trabajo de tesis se evaluara la asociacion entre la cantidad de NK y
su fenotipo con respecto a la respuesta molecular de cada paciente de la
clinica LMC que se encuentre en tratamiento con Dasatinib como segunda
linea.

Si evidenciamos esta asociacion en nuestra poblacion nos ayudaria a perfilar
de manera mas adecuada a pacientes que sean candidatos a suspension de
tratamiento, ya que esperariamos que estos tuvieran una remision libre de
tratamiento exitosa. Por lo tanto, el equilibrio entre el riesgo beneficio se
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inclina hacia este ultimo, ya que podremos definir mejor al perfil de pacientes
gue son candidatos para realizar RLT.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Existe una asociacion entre la cantidad de células Natural Killer y su
fenotipo con el grado de respuesta molecular a Dasatinib como tratamiento de
segunda linea en pacientes con leucemia mieloide cronica del HE “Dr. Bernardo
Sepulveda Gutiérrez” de CMN SIGLO XXI?

HIPOTESIS

Los pacientes de la Clinica de LMC del HE HE “Dr. Bernardo
Sepulveda Gutiérrez” de CMN SXXI en tratamiento con Dasatinib que se
encuentran en RMP tendran mejores niveles y maduracion de Linfocitos NK
que los pacientes con RMM o sin respuesta molecular.

OBJETIVO PRIMARIO

e El objetivo principal de este estudio sera determinar la asociacion
entre la cantidad de células NK con el grado de respuesta molecular
a Dasatinib como tratamiento de segunda linea en pacientes con
leucemia mieloide crénica del HE “Dr. Bernardo Sepulveda Gutiérrez”
de CMN SIGLO XXI.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

e Determinar la asociacion entre la respuesta linfocitaria a los 3 meses
de iniciar Dasatinib y la respuesta molecular temprana.

e Describir la cifra de linfocitos totales en la biometria hematica basal
(antes de iniciar Dasatinib), y con Dasatinib al lograr la RMP y la RMP.

MATERIAL Y METODOS

Disefo del estudio

e Estudio analitico, transversal y descriptivo.

Universo de estudio

e El presente estudio se llevard a cabo con los pacientes de la Clinica
de LMC, que se encuentren en tratamiento con dasatinib como
segunda linea, del Servicio de Hematologia, del HE “Dr. Bernardo
Sepulveda Gutiérrez” del Centro Médico Nacional Siglo XXI, del
Instituto Mexicano del Seguro Social. Ciudad de México, México.

Poblacién de estudio
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e Pacientes con diagnostico de LMC en fase cronica, mayores de 18
afios, que se encuentren bajo tratamiento con Dasatinib como
segunda linea de tratamiento.

Criterios de inclusion

e Pacientes de la clinica de LMC en tratamiento con Dasatinib como
segunda linea.

Tratamiento con dasatinib al > 1 afio

Mayores de 18 afios.

Hombres o mujeres

Pacientes con monitorizacion con PCR y biometrias hematicas.

Criterios de exclusioén

e Pacientes que no tengan un monitoreo adecuado.
e Pacientes con menos de un afo de tratamiento con dasatinib.

Criterios de eliminacion

e Datos incompletos en el expediente clinico
e Pacientes con alguna otra neoplasia en la actualidad.

DESCRIPCION DEL ESTUDIO

Este es un estudio analitico, transversal que incluira a todos los
pacientes que cuenten con criterios mencionados anteriormente. Al contar
con su consentimiento informado procederemos a recabar los datos del
expediente clinico para la construccidon de las variables. Realizaremos una
base de datos con dichas variables edad, sexo, diagndéstico inicial,
tratamiento previo, cuenta de linfocitos totales antes de Dasatinib, al lograr
RMM y RMP, cuenta de NK y su perfil fenotipico. Se realizara la toma de
muestra de sangre periférica en tubo de EDTA, para determinar la poblacion
de linfocitos, llevandose al laboratorio de Hematologia Especial de la Unidad
de Investigacién del HE “Dr. Bernardo Sepulveda Gutiérrez” de CMN Siglo
XXl, al area de citometria de flujo por medio del procedimiento y el algoritmo
de EuroFlow correspondiente al panel de Lymphoid Screen Tube (SLT) y
reportado en porcentaje (%).

ANALISIS ESTADISTICO

Las variables cuantitativas se someteran a una prueba de Shapiro-
Wilk (debido a que la muestra es menor de 50 pacientes) y si su distribucién
no es normal, estas se describiran por medio de mediana y limites. Las
variables categoricas se describiran como proporciones. Para evaluar la
asociacion entre respuesta molecular y cantidad de linfocitos se utilizara t de
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Student. Para realizar el anélisis estadistico se utilizard& SPSS v26 como

herramienta.

VARIABLES

Las variables dependientes las describimos como el grado de respuesta
molecular que describiremos en la tabla siguiente.

Variables dependientes:

VARIABLE TIPO DEFINICION DEFINICION OPERACIONAL ESCALA
CONCEPTUAL
TIPOS DE Cuantitativa Continua Respuesta Molecular Transcripto <0.1 %.
RESPUEST Mayor %Transcriptos (escala
A logaritmica)
MOLECULA Respuesta Molecular Un nivel de transcrito de BCR-ABL1 <0.01 %.
R profunda
Sin respuesta Molecular Un nivel de respuesta molecular con
transcriptos mayor 0.1%
RESPUEST | Cuantitativa Discreta Respuesta hematoldgica e  Leucocitos < 10x10°%/L 10%L
A NO
MOLECULA | Cuantitativa Continua e  Basofilos < 5% %de basdfilos en SP.
R
Cuantitativa continua. e  Ausencia de mielocitos,
promielocitos y mieloblastos en el
recuento leucocitario.
Cuantitativa Discreta. e  Plaquetas < a 450x109/L. 10%L
Cualitativa ordinal. . Bazo no palpable.
Tiempo de Cuantitativa continua Tiempo que lleva un e  Afio de RMM del paciente. Afos.
RMM paciente con RMM.
Tiempo de Cuantitativa continua Tiempo que lleva un e  Afos de RMP del paciente. Afios.
RMP paciente con RMP.
Variables Independientes
VARIABLE TIPO DEFINICION CONCEPTUAL DEFINICION OPERACIONAL ESCALA
Edad Cuantitativa Tiempo de vida desde Afio de vida del paciente al momento del Afos
continua nacimiento estudio.
Sexo Cualitativa Dicot6 | Condicion organica del Género del paciente: Hombre / Muijer. H-M
mica paciente hombre o mujer
Diagnostico Inicial | Cualitativa Leucemia Mieloide Crénica Neoplasia Mieloproliferativa Cronica BCR- -
Nominal ABL positiva.

Fase al
diagnéstico

Cualitativa ordinal

Fase Crénica

. SP: leucocitosis neutrofilica con

mieloides,
blastos <10%
plaquetas normales o aumentadas.

precursores
basofilia<20%,

e  Esplenomegalia. (50%).
. Hepatomegalia (10%)

. Fosfatasa alcalina
ausente o disminuida

. MO: hipercelular.
mieloide. Algunos

Promielocitos < 10%

leucocitaria

Hiperplasia
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Linfocitos

NK

Cualitativa
nominal

Cualitativa
Nominal

Fase Acelerada

Fase blastica

Tipo de célula inmunitaria
que se produce en la médula
Osea y se encuentra en la
sangre y en el tejido linfatico.

Un tipo de linfocito efector
citotoxico, grande granular

celularidad total. Leve aumento de
fibras de reticulina

. SP:

. Basdfilos = 20%

e  Trombocitopenia persistente (<
100x109

e /L) sin relacion al tratamiento

e trombocitosis persistente
(>1000x109

e /L) sin respuesta al tratamiento

e  Blastos 10-19% en SP y/o células
nucleadas mieloides

2. Aumento de tamafio del bazo y del
recuento de leucocitos que no
responde a tratamiento.

3. Evidencia citogenética de
evolucion clonal: nuevas
anormalidades citogenéticas y esto
se asocia a progresion de
enfermedad. Puede observarse:
trisomia+8, doble Cromosoma Ph,
isocromosoma 17q [i(17q)],
trisomia+19, etc

e Blastos 2 20% en SP y/o células
nucleadas de MO

e  Proliferacién blastica extramedular.

Conteo absoluto de linfocitos en la biometria
hematica.

Natural Killers: CD19-CD3-CD56+

Subtipos:
1. Variante secretora:

CD56brightCD16- (secretoras),

2. Variante citotoxica:
CD56dimCD16+ (citotoxicas),

3. Variante tolerante: CD11b-CD27-

4. Variante inmaduras: CD27+CD11b-

10%L

Positiva (+++)
Negativa.
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CONSIDERACIONES ETICAS

El proyecto se apega a los lineamientos estipulados por el Reglamento
de la Ley General de Salud en materia de investigacion para la salud, Titulo
Segundo, Capitulo Primero, Articulo 13, es decir; prevalecera el criterio de
respeto a la dignidad del enfermo y la proteccién de sus derechos. Articulo
14: la investigacion se ajusta a los principios cientificos y éticos.

De acuerdo al Articulo 17 inciso Il, la probabilidad de que el enfermo sufra
algun dafio como consecuencia inmediata o tardia del estudio es con riesgo
mayor al minimo. El presente estudio se sustenta en los principios éticos para
la investigacion médica en la que participan seres humanos de acuerdo a lo
mencionado por la Asociacion Médica Mundial a través de la Declaracion de
Helsinki.

Todas las consideraciones que involucran a los participantes del protocolo
vienen sefialadas dentro de un consentimiento informado, descriptivo y
detallado, que se le otorgard de manera escrita al posible participante,
ademas de ser explicado personalmente.

Este consentimiento sera solicitado al paciente cuando acuda a la consulta
externa a toma de BCR-ABL en sus citas programadas, una vez que se firme
el consentimiento informado se procedera a programar una cita para la toma
de 2 tubos de EDTA de 3 mL cada uno, se llevard al laboratorio de
Hematologia Especial, al &rea de citometria de flujo que se encuentra dentro
del HE “Dr. Bernardo Sepulveda Gutierrez” de CMN SXXI, que se encuentra
a cargo de la M. en C. Laura Rabelo.

Al ser un estudio analitico transversal no ocasiona riesgo al paciente. Por lo
tanto, confiere un riesgo minimo, debido a que realizaremos puncién venosa
en adultos en una sola medicion de 6 mL.

Con los resultados obtenidos no se modificara la atencion del paciente sujeto
al protocolo, sin embargo, el beneficio de obtener esta informacién puede
traducirse en perfilar al paciente para suspension de tratamiento en
modalidad de remision libre de tratamiento. Los datos personales que se
obtengan del expediente clinico se mantendran en confidencialidad,
Unicamente se utilizardn con fines cientificos sin incluir nombre de los
participantes.

RECURSOS, FINANCIAMIENTO Y FACTIBILIDAD

Los recursos de la investigacion se utilizan en el procedimiento del
protocolo son recursos humanos y materiales del IMSS, en particular del
servicio de Hematologia del HE “Dr. Bernardo Sepulveda Gutiérrez” de CMN
SXXI principalmente el personal médico, del servicio de Hematologia
Especial para hacer uso de la citometria de flujo, computadora para analisis
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de las muestras, personal que pertenece al laboratorio para realizar el mismo,
se anexa documento de autorizacion para la realizacion del protocolo.

Para la construccion de la base datos realizaremos una busqueda en los
expedientes fisicos, expediente electronico y portal de laboratorios del
hospital; por lo anterior haremos uso del area de archivo y de su personal
para la busqueda de expedientes, uso de una computadora con acceso al
sistema del hospital.

CONFLICTO DE INTERESES
En este trabajo de investigacion, no existen conflictos de intereses

entre los pacientes, investigadores, el Instituto Mexicano del Seguro Social
ni empresas particulares.
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RESULTADOS

Descripcién de la Poblacion

La Clinica de LMC en el HE CMN SXXI, consta actualmente (hasta
febrero 2023) con un total de 176 pacientes, de los cuales 1 paciente se
encuentra sin tratamiento con ITK por embarazo y 1 paciente por falta de
seguimiento en la unidad. El 60.79 % de los pacientes se encuentran en
tratamiento con imatinib de primera linea de tratamiento, el 17.61 % se
encuentran con nilotinib y el 21.59% se encuentran con Dasatinib (llustracién
2). Dentro de los pacientes con nilotinib el 93.54% lo tienen como segunda
lineay el resto como tercera. Los pacientes con Dasatinib se encuentran 50%
como segunda linea y 50% como tercera linea de tratamiento.

Se tomd en cuenta la poblacién basal de 38 pacientes con Dasatinib,
mencionando anteriormente que el 50% se encontraban con el mismo en 22
linea, por lo que nos quedamos con una poblacién de 19 pacientes, de los
cuales 3 no cumplieron el tiempo de tratamiento de 1 afio, 2 perdieron
seguimiento y 1 no acepto participar en el protocolo.

Se procedi6 a recabar de manera retrospectiva los datos, incluyendo a 13
pacientes, bajo previo consentimiento informado, se hizo revisién de
expediente clinico fisico, expediente electrénico de la consulta externa de
hematologia (ECE) y sistema de laboratorio de MODULAB, encontrandose
gue 3 pacientes no cumplian con el tiempo necesario de tratamiento con
Dasatinib para evaluar la respuesta a los 3, 6 y 12 meses.

Para la toma de muestras de citometria de flujo se realiz6 la obtencién de las
mismas al realizar toma de BCR-ABL de rutina en la consulta externa, al
acudir el paciente a toma de laboratorios de rutina o al concretar una cita.

Las muestras de la citometria de flujo fueron analizadas en el laboratorio de
citometria de flujo, que corresponde al &rea de Hematologia Especial, de los
Laboratorios Especiales del HE CMN SXXI.

Se determinoé la cifra de linfocitos basal, el momento de la aparicién de la
linfocitosis. La linfocitosis se concluy6 de acuerdo a la bibliografia, por lo que
fue definida como una cuenta mayor a 3.6 x 109 /L, al menos en 2 ocasiones
consecutivas, de acuerdo a la literatura (51). Los datos fueron tomados de la
biometria heméatica de los laboratorios de rutina del HE CMN SXXI, se
tomaron las mediciones a los 1, 3, 6, 12, 24 meses y la cuenta linfocitaria
actual.
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Clinica de LMC (176 pacientes)

1 paciente con embarazo.

1 paciente con falta de seguimiento.

Dasatinib: 38 pacientes.

tratamiento, 3 por no contar con 1

Dasatinib: 38 pacientes.
Exclucion: 19 por 32 linea de

afo de tratamiento.
Eliminacion: 1 que no deseo
participar, 1 paciente perdio
seguimiento.

llustracién 2 Poblacién con LMC

13 pacientes fueron elegibles para el
analisis.
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De los 13 pacientes de la muestra 53.8% son hombres y 46.2% son
mujeres. Las fases al diagndstico corresponden a fase crénica en 76.9% y
acelerada a 23.1%. La media de edad al diagndstico fue de 39.9 afios (IC

33.2-46.6)
El motivo de cambio de ITK fue de 86.6% por falla y 15.4% por intolerancia
(Tabla 1).

Tabla 1 Caracteristicas basales demogréficas
Caracteristicas LMC con Dasatinib (n: 13)
Edad en afos al Dx (media) 39.9 (IC 33.2-46.6)
Sexo0%

Hombres 53.8
Mujeres 46.2
Fase al diagnostico

Fase cronica % 76.9
Fase blastica % 23.1
Terapia con Dasatinib (meses) 55
Terapia con Imatinib

Media de duracion (meses) | 51.92
Respuesta con Dasatinib %

Sin respuesta 15.38
RMM 38.46
RMP 46.15

Motivo de cambio

Resistentes a Imatinib % 84.6
Intolerante a Imatinib % 15.4

Evaluacion al diagnéstico
Se procedi6 a tomar los datos de relevancia al diagndstico,

considerando edad, biometria hematica inicial, escalas pronosticas, la fase
gue se encontraba y el tratamiento inicial en todos fue imatinib.

En cuanto a la fase al diagndstico se encontré mayor porcentaje de pacientes
en fase cronica (ver Tabla 2).
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Tabla 2 Fase al diagnostico.

Fase al diagnostico n(%)
Fase cronica 10(76.9%)
Fase acelerada 3(23.1%)
Crisis blastica 0(0)

La biometria hematica inicial se reporté con Hemoglobina con una media de
11.48 g/dL, Leucocitos de 267.409 (10A3/uL), Neutrofilos 114.9 (10A3/uL),
Basdfilos de 8.27%, Eosindfilos 4% , plaquetas de 431 (10A3/uL) y Linfocitos
de 2.052(10A3/uL).

Tabla 3 Biometria hematica inicial

Valor
Hemoglobina (g/dL) 11.48
Media (1C 9.2-15.2)
Leucocitos (10A3/uL) 267.409
Media (IC 188.23 — 346.582)
Neutrofilos (10A3/uL) 114.90
Media (IC 31.5-436)
Basofilos % 8.27
Media (IC 5.15-11.4)
Eosindfilos % 4%
Mediana (min-max) (1-10)
Plaquetas (10A3/uL) 431
Mediana (min-max) (250- 1,771)
Linfocitos (10A3/uL) 2.052
Media (IC 1.399-2.706)

En cuanto a las escalas pronosticas se observd que la mayoria de pacientes se
encontraban en riesgo bajo con EUTOS, SOKAL y Hasford (en 69.2%, 92.3 % y
76.9%, respectivamente), en riesgo intermedio con Hasford en un 15.4%. Se
encontré riesgo alto con EUTOS, SOKAL y Hasford con 30.8%, 7.7% y 7.7%
respectivamente (Ver tabla 4, llustracion 3, 4,5y 6).
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Tabla 4 Escalas pronosticas.

Riesgo

Escalas prondsticas
N (%)
SOKAL | EUTOS | HASFORD | ELTS
Bajo 12 9(69.2) | 10 (76.9) |10
(92.3) (76.9)
Intermedio 0 (0) NA 2 (15.4) NA
Alto 1(7.7) |4(30.8)|1(7.7) 3
(23.1)

ESCALA PRONOSTICA:;
EUTOS

Riesgo
alto
30.80%

Riesgo
bajo
69%

lustracién 4 EUTOS

ESCALA PRONOSTICA:
ELTS

Riesgo
alto

23.10%

Riesgo
bajo
76.90%

lustraciéon 3 ELTS

Dentro de las escalas que
mas riesgo alto detectaron se
encuentran EUTOS y ELTS, siendo
la primera escala utlizada en
pacientes que fueron tratados con

imatinibo de  primera linea,
identificando dos grupos de riesgo
con probabilidades

significativamente diferentes de
respuesta citogenética completa
después de 18 meses, observando
en esta poblacién que el 30.8% de
nuestra poblacion tenia alto riesgo
de no cumplir con dicha respuesta,
reportando en la literatura mejor
distincién entre grupos de pacientes
de riesgo alto y bajo, con un valor
predictivo positivo de no alcanzar la
respuesta de 34% (p=0.006) (53).
En cuanto a ELTS, podemos
observar que predice el riesgo de
mortalidad relacionada con la LMC,
en este protocolo 23.21% tienen
alto riesgo, en el estudio pivote de
la escala, esta puntuacion identificd
al 61 % de pacientes de bajo riesgo
con un excelente resultado a largo
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plazo y al 12 % de pacientes de alto riesgo, lo cual es mas bajo que en nuestra
poblacion.

En cuanto a Sokal y Hasford,

son escalas en donde la mayor parte ESCAL%PRONOSTICA: HASFORD

iesgo
de la poblacion se encontrdé en bajo . alto

. ., Riesgo 7.70%
riesgo, con mayor proporcion en  iniermed -
Sokal, disminuyendo en Hasford ya io

que presenta riesgo intermedio. La  °%9%

escala de Hasford inicialmente logré
clasificar en tres grupos de pacientes,
tratados con interferén, en el grupo de
ries_go bajo 40.6% de; los _pacientes Riesgo
tuvieron una supervivencia de 98 bajo

meses, en el grupo de riesgo 76.90%
intermedio 44.7% con una
supervivencia a los 65 meses y en el
grupo de alto riesgo 14.6% con una

supervivencia a 42  meses.

Comparando con lo anterior,

nuestra poblacién presenta una B
supervivencia de del 100% a 96
meses. Sokal, fue la primera escala
que evalué riesgo en LMC, sin
embargo, estda enfocada en
pacientes que recibieron
tratamiento con  quimioterapia,
encontrandose dos grupos de
riesgo, uno con riesgo bajo con una

llustracion 6 Hasford

ESCAE,I%SBCI)?ONOSTICA: SOKAL

supervivencia a 2 afios de 90%, uno Rgeasjgo
de riesgo intermedio con menos del 92.30%

20% de supervivencia a 5 afos y llustracién 5 Sokal
uno de alto riesgo con una
supervivencia del 65% a 2 afio (13) (14).

Tabla 5 Motivo de cambio.

Dentro del motivo de cambio de ITK se | Motivo de Cambio | n(%)
encontr6 que el 15.4% fue por
intolerancia y el 84.6 % fue por falla | |ntolerancia 2(15.4%)
(Ver tabla 5).

Falla 11(84.6)
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El tiempo promedio que se encontraron con tratamiento previo con Imatinib de
primera linea fue de 51.92 meses, antes del cambio a Dasatinib. Se encontré que
los pacientes llevan un tiempo promedio de tratamiento con Dasatinib de 55 meses

(ver tabla 8).

Respuesta linfocitaria con Dasatinib

Se recabaron mediciones de recuento de linfocitos totales previo a Dasatinib y
posterior al mismo al mes, 3 meses, 6 meses, 12 meses y la medicion actual. Se
considero linfocitosis cuando se encontraban con mas de 3.600 (10A3/uL) linfocitos
(ver tabla 9). Se encontr6 que solo el 30.7% de los pacientes presentaron en algun
momento del seguimiento con cifra de linfocitos mayor a de 3.6 (10A3/uL), de esos
solo 75% conservaron una respuesta linfocitaria sostenida de 2 meses 0 mas.

CASOs BASAL PRE 1 3 6 12 2 ANOS 2 ANOS EN CASO ACTUALES
DASATINIB MES MES MESES MESES DE

PERDIDA

DE RM
1 145 4.32 5.88 5 5.14 4.20 4.56 3.08 NA 5.02
2 13.2 1.46 1.22 1.55 1.68 1.96 2.22 2.19 1.72 1.78
3 10.8 212 212 2.33 1.73 3.08 2.75 3.58 NA 3.34
4 7.5000 2.68 3.32 3.05 2.56 2.53 4.81 2.60 NA 2.60
5 6.2000 111 0.99 1.32 0.88 0.79 0.95 1.09 NA 1.30
6 2.0600 1.58 0.81 1.23 1.72 175 1.98 1.65 1.32 1.43
7 5.8000 1LEB 2.61 2.30 3.04 4.81 4.73 NA NA 4.06

5.5000

1.05

2.77

6.17

2.33

4.13

3.89

2.10

153

3.08

14.6000

1.50

2.00

213

3.51

4.00

2.10

2.57

NA

445

10

3.0000

1.81

2.55

2.38

2.45

2.82

2.83

2.75

2.70

2.65

11

12.5000

1.87

27

3.76

5.42

2.48

3.97

2.82

NA

1.89

12

12.1400

1.31

1.96

243

3.25

214

NA

NA

NA

2,01

13

10.0500

3.08

2.24

2.25

3.10

2.44

3.90

3.07

NA

1.27

Tabla 6 Cuantificacion de linfocitos Totales en la Biometria Hematica.

Solo el 75% de los pacientes que presentaron linfocitosis representativa la
conservan a la actualidad y ninguno de los 4 pacientes que la presentaron
necesitaron suspender el tratamiento por toxicidad, desabasto o mal apego
(Ver ilustracién 3).
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Casos de respuesta linfocitaria mayor a 3.6 (10A3/pL)

N Wb 01O N

PRE LPD1M LPD3 M LPD 6 M LPD 12 M LPD 2 A LPD
DASATINIB ACTUALES

Caso 1 Caso 7 Caso 8 Caso 9 Caso 11

llustracion 7 Casos de respuesta linfocitaria significativa.

Ademas se encontr6 que los pacientes que mantuvieron mayor
respuesta linfocitaria 3 meses no tuvieron asociacion con el grado de
respuesta molecular actual.

Tabla 10 Respuesta linfocitaria mayor a 3.6 (10A3/uL) a los 3 meses de inicio
de dasatinib.

Menores a Mayores a 3.6
3.6 (10A3/uL)
(10A3/uL)
Respuesta molecular Sin respuesta 2 0
actual Mayor 3 2
Profunda 5 1
Total 1 1

En cuanto a la citometria de flujo realizada se encontré que se realizé la
evaluacion a partir de diferentes momentos del tratamiento con Dasatinib,
siendo el minimo de tratamiento con Dasatinib en tiempo de 20 meses y el
maximo de 108 meses, con una media de 61.82 (IC 41.7-82.16). La media
de linfocitos totales en % a estudiar que encontramos en la CF fue de 24.45
% (IC 12.32-36.59) (Ver tabla 11). La media de linfocitos T fue de 15.75% (IC
7.46-24), la media de linfocitos B fue 3.7546% (IC 2.16-5.35), la mediana de
linfocitos TNK con perfil de CD 57+ fue de 3% (1-14%) y la mediana de NK
en numero de eventos fue de 4989 (511-19,493), la mediana de la relacion
CD 4/CD 8 fue de 1.1 (0.5-4.8) y la media de relacién kappa/lambda fue de
1.16 (IC 0.88-1.45).
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CASOS | LINFOCITOS | LINFOCITOS LINFOCITOS | NKCD57+% LNKTOTAL RELCD4/CD8 RELK/L
TOTALES T% B%

1 13 7.00 3.00 3.00 7383.00

2 50 40.00 2.00 4.00 855.00

3 4 2.30 0.81 0.74 511.00

4 16 10.00 5.00 1.00 1234.00

5 19 15.00 4.00 3.00 4989.00 1.10 0.73

6 34 14.00 8.00 12.00 7020.00 2.10 1.34

7 32 20.00 3.00 9.00 13910.00 2.80 2.00

8 38 25.00 4.00 9.00 19493.00 1.80 1.50

9 10 8.00 2.00 0.86 3671.00 4.80 1.23

10 21 15.00 6.00 3.00 5091.00 3.10 1.58

11 58 34.00 9.00 14.00 19217.00

12 11 6.00 1.00 4.00 3439.00

13 6 3.00 1.00 2.00 4413.00

Media Media: 24.73 Media: 15.75 Media: Mediana: 3 Mediana: 4989.0 Media: 1.0791

Mediana | (IC 12.32- (IC 7.46-24.05) 3.7546 Min. 1 Max. 14 | Min. 511 Max. 19 493 IC 0.7883-13.698
36.59) (IC 0.81-9)

Tabla 11 Linfocitos evaluados en la citometria de flujo.

Respuesta de las células NK en relacién ala RM

Debido a que todas las metas recomendadas por las guias
internacionales sobre la respuesta molecular esperada a los 3, 6 y 12 meses
fueron alcanzadas, no se pudo realizar una asociacién entre las miasmas y
la cantidad y fenotipo de NK, sin embargo se encontré que dentro de los
pacientes que tuvieron una mayor cantidad de NK en % y nimero absoluto
de eventos por citometria también tuvieron una respuesta linfocitaria mayor
de 3.6 (10A3/uL) de manera sostenido, como lo reporto la literatura (dichos
caso se remarcan de azul en tabla 10).

Relacion de CD4+/CD8+

En cuanto a la relacién de CD4+/CD8+ al realizar el estudio de la
subpoblacién de linfocitos, se encontrdé que en el caso de dos pacientes que
presentaron respuesta linfocitaria mayor a 3. 6 (10A3/uL), también
presentaron disminucion del ratio, lo cual traduce a una mayor cantidad de
Células T citotoxicas y a mejores respuestas moleculares, segun la
bibliografia (ver tabla 10).

Respuesta molecular

Se recabaron los datos de la respuesta molecular posterior a inicio de
Dasatinib a los 3, 6, 12 meses, a los 2, 3, 4 afios, segun el caso y ademas la
altima respuesta molecular. Se encontré que todos los pacientes lograron
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respuesta molecular temprana, respuesta molecular optima a los 6 meses y
respuesta molecular mayor a los 12 meses.

Se comenzO a notar diferencia a los 2 afos, cuando se observé que 1
paciente (8.3%), habia perdido la respuesta, 3 pacientes (25%)se
encontraban en RMM y 8 pacientes (66.7%) en RMP, 1 no se pudo evaluar
Su respuesta ya que aun no completa 2 afios posterior a inicio de Dasatinib
(ver tabla 15).

Tabla 12 Respuesta molecular a los 2 afios

Respuesta molecular n (%)

Sin respuesta 1(7.7)
RMM 3(23.1)
RMP 8(61.5)
NA* 1(7.7)
Total 100.0

*NA: no aplica porque ese paciente no ha logrado 2 afios posterior a inicio de dasatinib.

En cuanto a la respuesta molecular actual, podemos encontrar que los
pacientes que la mayoria de los pacientes se encuentran en RMP (ver
ilustracion 3) en un 46.15%, lo pacientes en RMM se encontraron en un
38.46% y los que se encuentra sin respuesta corresponden a un 15.38 % de
la poblacion de estudio (Ver ilustracion 6y 7).

PCR-RT ACTUAL

0.3000%

s (.1220%
= 0.0150%

0.0000%
0.0000%
0.0000%
0.0000%
0.0000%
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~N = 0.0190%
© mmmmm (0.0680%

=
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w
N
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6

©
=
o
=
=
=
N
=
w

llustracion 8 PCR-RT de BCR-ABL actual
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RESPUESTA MOLECULAR ACTUAL
RESF?lIJI\IIESTA
15.38%

RMP
46.15%

RMM
38.46%

llustracién 9 Respuesta molecular actual.

DISCUSION

Existen algunos puntos al destacar al analizar los resultados, dentro
de los puntos que encontramos fue que del 100% de los pacientes con LMC
de la clinica del HE CMN SXXI, la mayoria se encuentran en manejo con
Imatinib, debido a que es nuestra primera linea de manejo, el 21.59% de los
pacientes se encuentran en manejo con Dasatinib, siendo este Gltimo como
segunda linea de tratamiento en el 50% de los casos y como tercera linea de
manejo posterior a Nilotinib en el otro 50%.

Debido a que no en todos los expedientes electrénicos se encontraba si era
segunda o tercera linea, se decidi6 revisar expedientes en fisico donde se
recabo la informacién anterior. Por ello la poblacion de estudio, con algunos
pacientes que fueron eliminados, fue de un total de 13 casos y al realizar el
analisis de las respuestas moleculares se encontré que todos los pacientes
lograban los resultados esperados, lo cual nos hizo concluir al grado de
respuesta como una variable independiente de linfocitosis en este grupo de
pacientes, ya que la mayoria no lograron la respuesta linfocitaria establecida
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de acuerdo a bibliografia, probablemente porque es un pequefio nimero de
pacientes.

De los 13 pacientes de la muestra 53.8% son hombres y 46.2% son mujeres,
comparandolo con la bibliografia de algunos estudios que han evaluado la
linfocitosis en Dasatinib, es aproximadamente parecida de 55% de hombres
y 45% de mujeres (44).

La media de edad al diagnéstico fue de 39.9 afios, comparando con los
estudios a nivel internacional se observa una mediana de edad de 46 afios
en DASISION (18), 55 afios en CA180-034 y de 56 afios en CA 180-035, lo
cual es mayor que en nuestra poblacion (44).

El motivo de cambio de ITK fue de 86.6% por falla y 15.4% por intolerancia,
en DASISION el cambio a dasatinib fue de 74% por resistencia a imatinib y
26% por intolerancia, encontrando que en nuestra poblacibn mucho mas
frecuente el cambio por falla que en la bibliografia reportada de manera
internacional (18).

El tiempo promedio que se encontraron con tratamiento previo con Imatinib
de primera linea fue de 51.92 meses, antes del cambio a Dasatinib,
comparandolo con DASISION donde fue de 27 meses. Un punto importante
a considera es que el cambio de Imatinib a Dasatinib en nuestro centro
depende de que se encuentre el paciente registrado y aceptado por torre de
control, ya que se trata de un medicamento de alto costo, por lo cual hasta
gue no sea aceptado no se puede iniciar otra segunda linea de tratamiento
(18).

En cuanto a la respuesta se encontrdé que solo el 30.7% de los pacientes
presentaron en algin momento del seguimiento con cifra de linfocitos mayor
a de 3.6 (10A3/uL), comparado con otros estudios donde se observo entre el
34-35% de linfocitosis, de estos pacientes solo el 75% conservaron una
respuesta linfocitaria sostenida de 2 meses o0 mas, en otros estudios se han
resportados Medias de 1.4 hasta 33.8 meses de respuesta linfocitaria
sostenida (48).

Como se mencion6 en los resultados los pacientes que mantuvieron mayor
respuesta linfocitaria 3 meses no tuvieron asociacion con el grado de
respuesta molecular actual, esto es quizas por lo previamente explicado
sobre poca cantidad de la muestra y su poca asociacién de la linfocitosis con
las respuesta moleculares metas a los 3,6, y 12 meses, segun las guias
NCCNy la ELN.

Uno de los puntos que no nos permitié realizar la asociacion de los NK con
la RM aparte de la poca muestra, fue que la citometria de flujo se realizé en
diferentes momentos del tratamiento con Dasatinib. Dentro de los hallazgos
se encontro que dentro de los pacientes que tuvieron una mayor cantidad de
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NK en % y namero absoluto de eventos por citometria también tuvieron una
respuesta linfocitaria mayor de 3.6 (10A3/uL) de manera sostenido, como lo
reporto la literatura (51).

Uno de los datos que no era objetivo en este protocolo, sin embargo fue un
hallazgo que se encontré y que se ha revisado en la literatura fue que los
pacientes que presentaron respuesta linfocitaria mayor a 3. 6 (10A3/uL),
también presentaron disminucion del ratio CD4/CD8, lo cual traduce a una
mayor cantidad de Células T citotdxicas y a mejores respuestas moleculares.
En un estudio que evalud las subpoblaciones de linfocitos previo y posterior
a inicio de dasatinib, se encontr6 la proporcion de CD8+ era
significativamente menor antes de iniciar el tratamiento y se observo una
proporcién de 31.75 % de CD8+ posterior al inicio del farmaco (52).

De acuerdo a la respuesta molecular actual, se encontré que los pacientes
se encuentran en RMP en un 46.15%, lo pacientes en RMM se encontraron
en un 38.46% y los que se encuentra sin respuesta corresponden a un 15.38
% de la poblacion de estudio, la asociacion de esta respuesta con la
respuesta linfocitaria y cantidad de NK no pudo cumplirse, por lo que habria
gue aumentar la muestra de pacientes.

Debido al avance en las terapias para LMC, asi como el entendimiento de los
diferentes mecanismos de accibn de los ITK, las estrategias de
inmunoterapia que apuntan a mejorar las respuestas inmunes antitumorales
de los pacientes han alcanzado una eficacia notable en el tratamiento. El
estado inmunolégico de los pacientes con LMC ha tenido grandes avances
en cuanto a fisiopatologia, por lo tanto, cada vez mas es importante para
elegir un régimen de tratamiento eficaz, evaluar la respuesta terapéutica y
predecir el prondstico.

Se han realizado muchos estudios sobre la eficacia terapéutica y la terapia
de prondstico de pacientes con LMC después del tratamiento con Dasatinib,
como se ha mencionado previamente. Sin embargo, la eficacia
inmunomoduladora y el mecanismo involucrado de dasatinib no se entienden
completamente, dentro de los rasgos mas importantes a recalcar se
encuentra el efecto de linfocitosis posterior a iniciar tratamiento, la respuesta
de las células NK y los linfocitos citotdxicos. Por lo tanto, este estudio tuvo
como objetivo investigar el efecto inmunomodulador de dasatinib y su
asociacion con la eficacia clinica, las respuestas moleculares y su efecto
sobre los linfocitos, especificamente hablando de la respuesta linfocitaria de
las células NK, lo cual no se pudo cumplir, siendo este el objetivo primario
por las razones previamente explicadas, por lo que en estudios posteriores
se podria ampliar la muestra de pacientes de nuestro centro.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a lo revisado en la bibliografia, la vigilancia inmunol6gica
tumoral se ha encontrado que la expansion de clones malignos se previene
por medio de la accion del sistema inmune innato y el adaptativo. En la LMC,
como en otras neoplasias hematologicas no es la excepcion y requiere
escapar del reconocimiento inmunitario a través de un proceso multifacético
de inmunoedicién por medio del cual las células citotoxicas reactivas se
vuelven anérgicas. El objetivo de esta tesis, sin bien no se cumplid, el asociar
la respuesta molecular con la cuantificacion de células NK se podria
encontrar teniendo mayor poblacion a estudiar. Sin embargo, se logro
encontrar la presencia de linfocitosis en algunos pacientes.

El avance tan prometedor en el tratamiento de la LMC, siendo tan anecdético
por ser una de las neoplasias mas estudiadas, ha provocado que la
supervivencia global y libre de enfermedad aumenten y que cada vez se
busquen metas que ahora se enfocan en calidad de vida, como la RLT, lo
cual es relevante debido a que como se ha encontrado en la escasa
epidemiologia en México, sin ser la excepcién la poblacion del hospital, se
trata de pacientes mas jovenes comparado con la evidencia internacional. Es
algo relevante tratar de perfilar a la poblacion de pacientes que podrian ser
candidatos a RLT, recordando que en nuestro medio es dificil acceder a otras
primeras lineas de tratamiento que no sean Imatinib y que si bien la
supervivencia es muy parecida en los estudios que comparan los ITK's, se
ha encontrado que Dasatinib, por ejemplo, induce respuestas moleculares
mas rapido, lo cual se ha evidenciado que puede ayudar a perfilar a los
pacientes candidatos a RLT.

Dentro de la importancia de la respuesta inmune y la vigilancia tumoral,
Dasatinib es un ITK que tanto en estudios in Vitro como in Vivo induce
expansién clonal de células como los linfocitos T CD8+ y las células NK, lo
se ha relacionado como mejores respuestas moleculares. Como en otras
neoplasias el campo de la inmunooncologia es cada vez mas prometedor y
con menos toxicidad para los pacientes, mejorando la carga tumoral, y por
ende los sintomas, las respuestas moleculares, las RLT y la mejoria de la
calidad de vida.

Son muy pocos los estudios relacionados con linfocitosis, células NK vy
Dasatinib, sin embargo, el conocimiento de estos mecanismos de accion
farmacoldgicos y su asociacion con la remision de la enfermedad, podrian en
algin momento cambiar las indicaciones o incluso agregar al perfil de los
pacientes candidatos a RLT rubros enfocados en la respuesta inmune
antitumoral.
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Si bien no se pudo lograr el objetivo primario por la poca cantidad de muestra
y porque al momento todos los pacientes sujetos al protocolo mantenian
respuestas moleculares adecuadas, convirtiendo estd en una variable
independiente, quizds ampliando la muestra o el seguimiento de los
pacientes a largo plazo con el inmunofenotipo SLT, podrian ayudar a
encontrar una asociacion, sin se encontrd una respuesta linfocitaria, no todas
mayores a 3 600 , quizas en nuestra poblacion también se podria encontrar
un ajuste, el cual se podria realizar comparando el basal con el porcentaje
de aumento de nuestra poblacion con la bibliografia publicada.
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ANEXO 1:

Carta de consentimiento informado para participacion en

[N

\D

protocolos de investigacion (Adultos)

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION
Y POLITICAS DE SALUD

IMSS COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

Nombre del estudio:
Patrocinador externo (si
aplica):

Lugar y fecha:

NUumero de registro
institucional:

Justificacion y objetivo
del estudio:

Procedimientos:

Posibles riesgos y
molestias:

Carta de consentimiento informado para

participacién en protocolos de investigacion

(adultos)

Cuantificacion de los Linfocitos NK en pacientes con Leucemia
Mieloide Cronica en tratamiento con Dasatinib.

Centro Médico Nacional Siglo XXI, Hospital de Especialidades
“Dr. Bernardo Sepulveda Gutiérrez”, Servicio de Hematologia.

Observaremos la medicion de los linfocitos (que son células que
ayudan en la defensa en contra de infecciones o tumores) y lo
relacionaremos con la respuesta que tuvo el paciente cuando se
ha realizado diferentes mediciones de BCR-ABL (el estudio
molecular que se toma los dias martes o jueves en la consulta
externa), el cual nos ayuda para el seguimiento y vigilar la
respuesta a su medicamento.

Se tomara una muestra de sangre periférica (de la vena del brazo)
para estudiar un tipo de linfocito que se llama célula asesina
natural, la cual participa de manera importante en el ataque en
contra de algunos tumores, como es el caso de la Leucemia
Mieloide Cronica.

Por otro lado, se tomaran los datos del expendiente clinico, de
caracter confidencial, sin divulgar ningun tipo de informacién, nos
enfocaremos estrictamente en los datos para construir la base de
datos y los estudios de laboratorio necesarios.

Riesgos minimos. Dolor a la venopuncion, moreton, inflamacion,
enrojecimiento, etc.
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Posibles beneficios que  Relacionar el estudio de sus células con las respuestas al

recibira al participar en  tratamiento, en algin momento valorar si tiene caracteristicas de

el estudio: que aseguren que serd candidato elegible para suspender el
tratamiento y no tener que tomar un medicamento de por vida.

Informacién sobre El paciente continuard con tratamiento con dasatinib, no se
resultados y alternativas suspendera ni se modificara la dosis.
de tratamiento:

Participacion o retiro: En el momento que el paciente desee.
Privacidad y Los datos personales recabados de los expedientes médicos no
confidencialidad: se utilizaran de manera publica, no revelaremos el nombre del

paciente; en caso de que el paciente desee conocer el resultado
del inmunofenotipo se le sera proporcionado. Para la creacion de
base de datos se utilizard cédigo alfanumérico, sin nombres,
namero de seguridad social, domicilio o teléfono del paciente, ni
otro dato que haga referencia a la identidad del paciente.

Declaracion de consentimiento:

Después de heber leido y habiéndoseme explicado todas mis dudas acerca de este estudio:
] No acepto participar en el estudio.
] Si acepto participar y que se tome la muestra solo para este estudio.

[] Si acepto participar y que se tome la muestra para este estudios y estudios futuros,
conservando su sangre mientras se realice el estudio de citometria, tras lo cual se
destruira la misma.

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse a:
e Dra. Nancy Delgado Lopez. Médica Especialista en Hematologia, Adscrito al
servicio de hematologia, Hospital de Especialidades del Centro Médico
Nacional Siglo XXI del Instituto Mexicano del Seguro Social. Correo
Electronico: deln8@hotmail.com. Teléfono : 56276900 ext 21406

Colaboradores:

e M. en C. Laura J. Rabelo Carrasco. Quimica Bacteridloga y Parasitéloga,
titulada por el IPN. Jefa del laboratorio de hematologia especial en el Hospital
de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI del Instituto
Mexicano del Seguro Social.

Correo Electronico: rabelocl7@gmail.com. Teléfono: 56276900 ext- 21369

e Alumno: Stephania Sandoval Ocampo. Médica Residente de Hematologia,
Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI del Instituto
Mexicano del Seguro Social. Correo Electrénico:
sandovalstephania@gmail.com
Teléfono: 5564133872
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En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a:
Comité Local de Etica de Investigacion en Salud del CNIC del IMSS: Avenida Cuauhtémoc
330 4° piso Bloque “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP
06720. Teléfono (55) 56 27 69 00 extension 21230, correo electrénico:
comité.eticainv@imss.gob.mx

STEPHANIA SANDOVAL OCAMPO

Nombre y firma del participante Nombre y firma de quien obtiene el
consentimiento

Testigo 1 Testigo 2

Nombre, direccion, relacion y firma Nombre, direccion, relacién y firma

Este formato constituye una guia que debera completarse de acuerdo con las caracteristicas

propias de cada protocolo de investigacion, sin omitir informacion relevante del estudio.
Clave: 2810-009-013
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