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ANTECEDENTES

La leucemia mieloide crénica (LMC) esta causada por la transformacién maligna clonal de células progenitoras
hematopoyéticas (1). Es la primera neoplasia en la que se encontré asociacién con una alteracién cromosémica,
una translocacion reciproca t(9;22)(q34;911), conocida como el cromosoma Filadelfia (Ph). EI Ph constituye un
gen de fusién formado a partir de la yuxtaposicion del gen ABL 1 en el cromosoma 9 (regién q34) y el gen BCR en
el cromosoma 22 (region q11), gen que codifica la proteina de fusién oncogénica BCR/ABL que constituye una
tirosin quinasa que al estar mutada, permanece constantemente activada dando lugar a una division celular no

controlada independiente de factor estimulante de colonias de granulocitos (2).

La LMC representa el 15% de las leucemias en adultos con una mediana de edad a la presentacidn de 45 a 65
afios y siendo el 85% de los casos, diagnosticados en fase crénica (LMC-FC) de la enfermedad (3,4). Estudios
epidemioldgicos de paises en desarrollo han reportado menores medianas de edad en los pacientes de nuevo
diagndstico, con rango de 35 a 44 aios, mientras que los porcentajes en cuanto a las fases de presentacién, se

reportan entre 86 a 96%, correspondiendo a los reportado en los casos nuevos de otras poblaciones (5-7).

En cuanto a la identificacién de BCR/ABL al diagndstico de la enfermedad se sabe que aproximadamente en el
95% de los pacientes es posible detectarlo por medio de estudios de citogenética convencional, analisis de
cromosomas por método de bandeado G (Cg-ABC), siendo éste el estandar de oro; mientras que el 5% restante
tiene rearreglos no detectables por este método, requiriendo técnicas de citogenética molecular tipo hibridaciéon
por fluorescencia in situ (FISH) o reaccidén en cadena de polimerasa tiempo real (PCR-RT), para deteccién del gen

o proteina de fusién respectivamente (8).

El tratamiento de LMC-FC ha evolucionado de forma importante en las Ultimas décadas. En los 70 el tratamiento
estaba basado en quimioterapia con agentes tales como busulfan e hidroxiurea, mismos que no lograba
respuestas a nivel citogenético y por lo tanto, sin impacto en la evolucion natural de la enfermedad (9). Basados
en laidea de un tratamiento dirigido a erradicar la clona Ph+, surgen en los 80 y principios de los 90, el trasplante
alogénico de células progenitoras hematopoyéticas (AloTCPH) y el Interferon-a (INF-a), reflejando su actividad a
nivel citogenético con tasas de respuesta similares (SG 54%), aunque con tendencia al uso de manejo
farmacoldgico considerando el impacto de las complicaciones asociadas al AloTCPH, tales como enfermedad

injerto contra huésped, en la calidad de vida de este grupo de pacientes (3,9-11).




El mesilato de imatinib (IM) es un inhibidor especifico de la tirosin quinasa (ITK) BCR/ABL, que surgio a finales de
los 90 y es actualmente considerado como primera linea de tratamiento en pacientes con LMC-FC (12,13,14). En
el estudio IRIS, estudio inicial en donde se compard INF-a vs. STI571 (IM) se reportd que con la dosis inicial de
400mg/dia se obtenian respuestas hematoldgicas completas (RHC), respuestas citogenéticas completas (RCgC)

y respuestas moleculares (RM) en la mayoria de los pacientes al primer afio de tratamiento (15).

Los estudios de extensidn del IRIS reportan tasas de RCgC de 82% y una SG de 88% a 6 afios (16-18).
Independientemente de estos excelentes resultados, se identificd un grupo de mala respuesta al tratamiento
con pobre prondstico. Dentro del analisis de los factores que podrian influir en este grupo, diversos estudios
sugieren que el lograr una respuesta temprana es el factor mas determinante en los resultados a largo plazo,
observandose que aquellos pacientes que no logran una RCgC a los 12 meses del inicio del tratamiento,
presentan mayores tasas de progresién y menor probabilidad de lograr una RM (19-22). Es por esto que la
monitorizacién estrecha de los pacientes que inician tratamiento con ITK se considera fundamental para el

manejo y logro de éptimos resultados.

Las recomendaciones actuales de la European LeukemiaNet consideran a la Cg-ABC como el estandar de oro
tanto para el diagndstico, como monitorizacién de los pacientes, ya que ademds de valorar el grado de RCg,
permite detectar otras alteraciones genéticas que traduzcan evolucidn clonal de la enfermedad. Se estipula que
la monitorizacién debe de realizarse por Cg-ABC a los 3, 6 y 12 meses hasta lograr la RCgC y posteriormente cada
12 meses; o cada 3 a 6 meses en caso de no haber logrado esta meta, el seguimiento mediante FISH se

recomienda Unicamente hasta haber logrado la RCgC (14,20).

En el afio 2010 se publicaron los resultados en relacidon al apego de las recomendaciones de la European
LeukemiaNet para el diagndstico y monitorizacién de los pacientes con LMC e inicio de tratamiento con IM en
16 paises de Latino América. Se reportd que la monitorizacion Cg se llevé a cabo solo en el 31% de los pacientes
a los 3 meses, 54% a los 6 meses y 9% a los 12 meses. Este seguimiento se realizd por técnica de Cg-ABC y FISH

en 72% vy 19% respectivamente (23) (Figura 1 y2).

En México las tasas de apego a las recomendaciones de monitorizacién, asi como la informacién acerca de la
técnica empleada con mayor frecuencia en pacientes con LMC-FC no han sido reportadas. En cuanto al
rendimiento de las pruebas, estudios en pacientes mexicanos con LMC y otras enfermedades hematoldgicas han

reportado altas tasas de falla para Cg-ABC de hasta 79%, mientras que la tasa de falla reportada para la técnica




FISH es de 16.2% (5,24). Adicionalmente se sabe que el FISH es una prueba que conlleva menores dificultades
técnicas, aporta informacién en >20 células analizadas y ha demostrado una correlacién superior al 0.89 con los

resultados de la Cg-ABC.

Método usado para la monitorizacion
citogenética

B Cg-ABC EFISH mOtras

Figura 1. Método usado para la monitorizacidn citogenética. Se muestra el porcentaje de uso de los distintos métodos para la
monitorizacidn citogenética de los pacientes con leucemia mieloide crénica (LMC), en los paises latinoamericanos encuestados, siendo el
mas frecuente el andlisis de cromosomas por método de bandeado G (Cg-ABC), seguido de la hibridacion por fluorescencia in situ (FISH),

y en menor medida otras técnicas como la reaccién en cadena de polimerasa tiempo real (PCR-RT)

Frecuencia de la realizacidn de estudios para
monitorizacion citogenética

3 MESES 6 MESES 12 MESES

Figura 2. Frecuencia de la realizacion de estudios para monitorizacidn citogenética. Se muestra el porcentaje de pacientes a quienes se
les solicitaban estudios para monitorizacion citogenética durante los primeros 12 meses de seguimiento posterior al inicio de imatinib, en

donde solo 31%, 54% y 9% de los pacientes contaban con estudios para monitorizacién a los 3, 6 y 12 meses.




DEFINICION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION
La informacidon con respecto a caracteristicas clinicopatoldgicas, tasas de monitorizacidon de la respuesta a
tratamiento y rendimiento de las pruebas citogenéticas utilizadas en pacientes con LMC-FC es limitada en

pacientes de un hospital de tercer nivel de atencién en México.

Ante la falta de accesibilidad a una Cg-ABC de alta calidad, asi como a la realizacion de estudios moleculares tipo
PCR-RT, tanto por motivos técnicos como econdmicos, la realizacién de FISH podria representar una buena
alternativa para diagndstico y monitorizacidon de la enfermedad. En nuestra poblaciéon no existen estudios
realizados para validar el uso de FISH y determinar si pudiera considerarse como una técnica aceptable en Ila

monitorizacion de los pacientes con LMC-FC.

HIPOTESIS
Los pacientes con LMC-FC que inician tratamiento en muestro un hospital de tercer nivel de atencion en México,
tendran tasas de monitorizacién a los 3, 6, 12 y 18 meses, menores a las esperadas de acuerdo a las

recomendaciones de la European LeukemiaNet.

POBLACION
El presente estudio se realizd con expedientes pertenecientes a pacientes del Instituto Nacional de Ciencias

Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran” (INCMNSZ) con sede en la Ciudad de México, Delegacién Tlalpan.

OBIJETIVOS
General
e Determinar la tasa de apego a las recomendaciones de la European LeukemiaNet para la monitorizacion

citogenética de pacientes con LMC-FC tratados con IM en primera linea.

Secundario
e Descripcidn de las caracteristicas clinicoepidemiolégicas de la poblacién de pacientes con LMC-FC.
e Determinar la tasa de falla de Cg-ABC y FISH para diagndstico y monitorizacién de LMC-FC.

e Determinar la correlacion entre Cg-ABC y FISH.




MATERIAL Y METODOS
DISENO DEL ESTUDIO

Cohorte retrospectivo.

POBLACION

Se incluyeron pacientes mayores de 18 afios de edad con diagndstico de LMC-FC Ph positivos tratados con IM
400mg/dia como primera linea de tratamiento de abril 2003 a diciembre 2013, que cumplieran con al menos 18
meses de vigilancia en nuestro instituto posterior al inicio de IM. El IM se les otorgd de forma gratuita a los
pacientes por medio de la fundacién Max bajo el programa GIPAP (Glivec International Patients Assistance
Program). Todos los pacientes firmaron un consentimiento informado como requisito obligatorio de GIPAP. Se

excluyeron pacientes que no contaran con el expediente completo.

OBTENCION DE DATOS

Los datos demograficos, clinicos y resultados de aspirado de médula dsea (AMO), biopsia de hueso (BxH), Cg-
ABC y FISH al diagndstico de los pacientes, asi como resultados de Cg-ABC y FISH durante la monitorizacion a los
3, 6,12y 18 meses se obtuvieron de forma retrospectiva del expediente clinico. La realizacién de Cg-ABCy FISH
fue en el laboratorio de genética del INCMNSZ o Instituto Nacional de Cancerologia, mientras que los aspirados
de médula 6sea (AMO) y biopsias de hueso (BxH), fueron realizados, analizados y reportados en el Departamento

de Hematologia-Oncologia del INCMNSZ.

DEFINICIONES OPERACIONALES

En este estudio se definid:

e LMC-FC: presencia de <10% de blastos, <20% de basdfilos, >100,000 plaquetas en sangre periférica (SP) y
<30% de blastos mds promielocitos en MO.

e (Cg-ABC 6ptima: analisis de 20 células en metafase.

e  FISH 6ptimo: analisis de 200 nucleos en interfase.




ANALISIS ESTADISTICO

De las variables demograficas y los datos de la monitorizacidn citogenética se analizd media, mediana, tendencia
y porcentaje. En cuanto al analisis de correlacidén entre Cg-ABCy FISH, se seleccionaron aquellas pruebas que en
el mismo momento de muestreo hubiesen sido dptimas, y se calculd la correlacion entre ambas por la prueba

de correlacién de Pearson con IC 95%. Los datos se analizaron con el programa SPSS version 21.

RESULTADOS
Se identificaron 86 casos con diagndstico de LMC entre abril 2003 y diciembre 2013, 73 casos (84.8%) clasificados
como LMC-FC. Se excluyeron 10 pacientes, 4 debido a que después del diagndstico no continuaron seguimiento

en nuestra instituciéon y 6 debido a que iniciaron seguimiento en nuestra institucién a 212 meses de haber

iniciado tratamiento (Figura 3)

86 Casos con
Dx de LMC

73 casos con
Dx de LMC-FC

4 casos no continuaron seguimiento
———— | en nuestro instituto posterior al
diagnéstico.

6 casos iniciaron tratamiento con
> [ IM @ menos 12 meses previos a
ingresar al INCMINSZ

63 casos con dx de
LMC-FC incluidos de
manera definitiva.

Figura 3. Algoritmo de inclusion y exclusién de pacientes en este estudio.

Dentro de las caracteristicas basales de los 63 casos incluidos, se encontré una mediana de edad de 37 afios
(rango, 19-80 afios) y predominio del sexo masculino (55.6%). Al diagndstico el 88.9% de los pacientes
presentaban algun tipo de sintomatologia y a la exploracién fisica el hallazgo mas relevante fue la presencia de

esplenomegalia en un 73% de los pacientes. El resto de las caracteristicas basales se reportan en la Tabla 1.




CARACTERISTICAS

Mediana edad, afos (rango) 37(15-80)
Género, n(%)

Masculino 35(55.6)

Femenino 28 (44.4)
Sintomas al Dx, n{%)

Asintomatico 7(11.1)

Anemia 27(42.9)

Hemorragia 21(33.3)

Fiebre 23(36.5)

Pérdida de peso 38(60.3)
Exploracion fisica, n(%)

Esplenomegalia 46(73)

Hepatomegalia 16(25.4)

Adenopatias 7(11.1)
Laboratorios, mediana (rango)

Leucocitos 136.1(14.4-536)

Hemoglobina 12.2(6.5-16.4)

Plaguetas 445(121-1924)
Riesgo EUTOS, n(%)

Bajo 45(71.4)

Alto 18(28.6)

Tabla 1. Resumen de las caracteristicas basales de los pacientes del estudio.

En cuanto a la monitorizacidn, las técnicas accesibles para su uso en nuestra poblacién fueron la Cg-ABC y FISH.
La tasa de monitorizacidn de respuesta citogenética, de forma global (Cg-ABC y/o FISH) fue de 50.8% a los 3

meses, 92.1% a los 6 meses, 93.7% a los 12 meses y 84.1% a los 18 meses. (Figura 4)

Frecuencia de la realizacion de estudios para
monitorizacidn citogenética

92.10%

84.10%

50.80%

DIAGNOSTICO 3 MESES 6 MESES 12 MESES 18 MESES

Figura 4: Muestra en que porcentaje de pacientes se solicitd algun estudio (Cg-ABC y/o FISH) para la monitorizacién de la respuesta

citogenética en nuestra poblacion.




Separando la tasa de monitorizacion citogenética antes y después del 2006 (afio en que se publicaron las

primeras recomendaciones de la European LeukemiaNet), se encontraron las tasas de seguimiento mostradas

en la Figura 5

Tasas de monitorizacion citogenética antes y
despues del afio 2006

3 MESES 6 MESES 12 MESES 18 MESES

m 2003-2006 m™2007-2013

Figura 5: Muestra la tasa de monitorizacidn citogenética para 3, 6, 12 y 18 meses posterior al inicio de IM, antes y después de la

publicaciones de las primeras recomendaciones de la European LeukemiaNet en el afio 2006

Separando el uso de ambas técnicas (Cg-ABC y FISH) para la monitorizacion de respuesta citogenética de los
pacientes, la frecuencia de uso fue muy similar entre ellas, con una ligera predominancia al uso de FISH; sin la

frecuencia de muestras éptimas mediante Cg-ABC fue inferior, a las muestras 6ptimas por FISH (Figura 6).

Frecuencia del uso de Cg-ABC y FISH para la monitorizacion
de respuesta citogenética y su grado de éxito.

3 MESES 6 MESES 12 MESES 18 MESES

W Cg-ABC solicitada  m Cg-ABC 6ptima M FISH solicitado  ® FISH éptimo

Figura 6: Muestra la frecuencia de uso de Cg-ABC y FISH como método para la monitorizacion de respuesta citogenéticaalos 3, 6,12y 18

meses del inicio de tratamiento con IM, ademas del porcentaje de estudios 6ptimos para ambos métodos.




En el periodo de tiempo analizado se identificaron 223 pruebas realizadas por técnica de Cg-ABCy 257 por FISH.
La frecuencia de éxito, descrita de acuerdo a la definicion de Cg-ABC dptima y FISH 6ptimo, fue de 48.2% 98.4%

respectivamente. (Figura 7)

Tasa de éxito de FISH y Cg-ABC

98.40%

FISH CG-ABC

® Estudio 6ptimo ™ Estudio No 6ptimo

Figura 7: Muestra el porcentaje de éxito (acorde a la definicion de Cg-ABC dptima y FISH dptimo de la European LeukemiaNet) de ambas

técnicas de monitorizacién citogenética.

El coeficiente de correlacion de Pearson reportado fue de 0.84 (IC 95% 0.74-0.92) para una asociacion positiva
entre el porcentaje de células Ph+ por Cg-ABC y el porcentaje de sefiales positivas para BCR-ABL detectadas por
FISH, en aquellas muestras de médula dsea en donde en el mismo muestreo se realizaron ambas técnicas y ambas

fueron éptimas acorde a las recomendaciones de la European LeukemiaNet .




DISCUSION Y CONCLUSIONES

Este estudio retrospectivo, con revisién de expedientes, es la primera descripcidn realizada acerca del apego a
las recomendaciones de monitorizacién en pacientes con LMC-FC que inician tratamiento con ITK, de forma

especifica en una cohorte de un hospital de tercer nivel de atencién en México.

En cuanto a las caracteristicas demograficas, las reportadas en este estudio, coinciden con las reportadas en
otros estudios mexicanos, asi como de otros paises en desarrollo (25). La media de edad al diagndstico coincide
en ser menor a la reportada por los paises norteamericanos y europeos (3,4). Respecto a las manifestaciones
clinicas, las encontradas en nuestro estudio son similares a las reportadas previamente, siendo las mas

frecuentes la fiebre, anemia, hemorragia, y esplenomegalia.

En este estudio, el analisis de la monitorizacién de la respuesta citogenética reporta en este estudio mayores
tasas de apego a las esperadas y a las reportas en el estudio de Cortes y colaboradores en 2010 (23), que es el
Unico estudio hasta ahora publicado sobre la tasa de apego a las recomendaciones de la European LeukemiaNet
para la monitorizacién de la respuesta citogenética en paises latinoamericanos. Llama la atencion la inversién en
cuanto al porcentaje de las tasas de realizaciéon de pruebas de seguimiento en los dos periodos de tiempo
descritos (2003 a 2006 vs. 2007 a 2013), aumentado el porcentaje de estudios solicitados a los 3 y 6 meses a
partir de 2007, esto posiblemente explicado por las recomendaciones emitidas en 2006 por la European
LeukemiaNet y a los reportes recientes que sugieren que las respuestas tempranas a los 3 y 6 meses tienen un

mayor impacto sobre la supervivencia de los pacientes.

La técnica citogenética mayormente utilizada para la monitorizacion en nuestra institucion fue el FISH, siendo
opuesto también a lo publicado previamente, en donde la tasa de uso de FISH en otros paises no supera el 20%

de los casos, probablemente por razones técnicas y econdmicas.

Debido a que diversos estudios han sugerido que uno de los factores que pudiese influir en una mala respuesta
al tratamiento con IM, es lograr respuesta citogenética temprana (19-22); el mantener una adecuada
monitorizacion de la respuesta citogenética de nuestros pacientes, como hasta ahora, podria tener impacto en
la SG, pues permite identificar al grupo de pacientes con falta de respuesta citogenética de manera tempranay
por lo mismo, realizar modificaciones al tratamiento (aumento de dosis o inicio de inhibidores de ITK de segunda

generacién) de manera oportuna, para aumentar la tasa de respuestas citogenéticas y respuestas moleculares.

Respecto a la tasa de éxito en el procesamiento de las muestras mediante Cg-ABCy FISH asi como su correlacion,

los resultados coinciden con lo previamente publicado en otros estudios mexicanos en LMC y mieloma multiple,




publicados por Aguayo et.al. en el 2008 y Bourlon et.al. en 2014 (5,24) en donde se describen, bajas tasas de
muestras dptimas mediante Cg-ABC. Lo anterior podria estar en relacidn a que se trata de una técnica que
requiere de personal y equipo muy especializado, ademds de ser una técnica que consume largos periodos de
tiempo y recursos. La tasa de éxito mediante FISH es casi del 100% en nuestro estudio, con la ventaja de ser una
técnica que requiere menor tiempo y realiza andlisis en mas de 20 células, ademas, al hacer la correlacidn entre
ambas técnicas, hasta ahora siendo la Cg-ABC el método de eleccidn sugerido para la monitorizacién, se encontré
una correlacién de Pearson 0.84. Estos resultados sugieren que en el INCMNSZ, y probablemente en poblaciones
similares en paises latinoamericanos, la monitorizacidon citogenética mediante FISH podria ser una buena
alternativa, con mejores tasas de éxito, menor consumo de tiempo y recursos, por lo tanto, podria aumentar el

apego a las recomendaciones de monitorizacion con las implicaciones previamente mencionadas.

Una de las limitaciones de este estudio es que se realizé en un centro de atencion médica de alta especialidad,
lo que podria explicar en parte las altas tasas de apego a las recomendaciones internacionales de monitorizacion
y la disponibilidad de diversas técnicas para llevar a cabo esta monitorizacidén, ya que las técnicas mencionadas
pueden no estar accesibles en otros centros hospitalarios del pais y en Latinoamérica, sin embrago, debido a que
no existen estudios similares en poblacién exclusivamente mexicana, considero de gran utilidad el presente

estudio como precedente para futuras investigaciones prospectivas en nuestro pais y Latinoamérica.
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