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RESUMEN

INTRODUCCION: La leucemia linfoblastica aguda (LLA) se caracteriza por
presentar alteraciones citogenéticas, que se asocian con diferente sensibilidad a la
terapia convencional inicial. La respuesta a la terapia se evalla midiendo la
enfermedad minima residual (EMR). OBJETIVOS: Indicar las alteraciones
citogenéticas encontradas, establecer la fluctuacion de la EMR a los dias 15 y 30,
establecer el porcentaje inicial de blastos en relacion con la EMR y la relacion de
alteraciones citogenéticas y susceptibilidad al tratamiento inicial. METODOLOGIA:
Estudio descriptivo, transversal, retrospectivo y analitico con pacientes pediatricos
con LLA atendidos en SOLCA, Guayaquil atendidos entre 2018 y 2019. Se estudio
una muestra de 98 pacientes. RESULTADOS: De los 98 pacientes, 61 fueron de
sexo masculino (62,24%) y 37 femenino (37,76%), con media de edad de 8,65 +
4,22 afios. Todos presentaron LLA de fenotipo B y el 50% presentd al menos una
alteracion cromosomica. De estas, las cualitativas mas frecuentes: t(9;22)-BCR-
ABL(41,46%), t(12;21)-TEL-AML1(41,46%), t(1;19)-E2A-PBX1(9,76%); y las
cuantitativas, hipodiploidia 45 XY (37,5%), trisomias(31,25%) y tetrasomias(12,5%).
El porcentaje de blastos inicial fue > 25% en el 89,8%, la EMR dia 15 fue positiva
en 71,43% y la EMR dia 30, positiva en el 51,02%. CONCLUSIONES: Las
alteraciones cromosOmicas encontradas fueron: 1(9;22)-BCR-ABL (41,46%),
1(12;21)-TEL-AML1 (41,46%), t(1;19)-E2A-PBX1 (9,76%), t(4;11) (4,88%) y t(15;17)
(2,44%), 45 XY(37,5%), trisomias(31,25%), tetrasomias(12,5%), 46 XX -
9,+22(12,5%) e hiperdiploidia 57 XY(6,25%). Las alteraciones cualitativa vy
cuantitativa mas frecuentes en este estudio, 1(9;22)-BCR-ABL (41,46%) e
hipodiploidia 45 XY (37,5%) y fueron de prondstico desfavorable.

Palabras Claves: Leucemia linfoblastica aguda (LLA), enfermedad minima residual

(EMR), aberraciones cromosOmicas, citogenética.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is characterized by
cytogenetic alterations, which are associated with different sensitivity to initial
conventional therapy. Response to therapy is assessed by measuring minimal
residual disease (MRD). OBJECTIVES: To indicate the cytogenetic alterations
found, establish the fluctuation of the EMR at days 15 and 30, establish the initial
percentage of blasts in relation to the EMR and the relationship of cytogenetic
alterations and susceptibility to initial treatment. METHODS: Descriptive, cross-
sectional, retrospective, and analytical study with pediatric patients with ALL seen at
SOLCA, Guayaquil seen between 2018 and 2019. A sample of 98 patients was
studied. RESULTS: Of the 98 patients, 61 were male (62.24%) and 37 female
(37.76%), with a mean age of 8.65 + 4.22 years. All had ALL of phenotype B and
50% had at least one chromosomal alteration. Of these, the most frequent
qualitative: t (9; 22) -BCR-ABL (41.46%), t (12; 21) -TEL-AML1 (41.46%), t (1; 19) -
E2A -PBX1 (9.76%); and the quantitative ones, 45 XY hypodiploidy (37.5%),
trisomies (31.25%) and tetrasomies (12.5%). The initial blast percentage was> 25%
in 89.8%, the EMR day 15 was positive in 71.43% and the EMR day 30, positive in
51.02%. CONCLUSION: The chromosomal alterations found were: t (9; 22) -BCR-
ABL (41.46%), t (12; 21) -TEL-AML1 (41.46%), t (1; 19) -E2A -PBX1 (9.76%), t (4;
11) (4.88%) and t (15; 17) (2.44%), 45 XY (37.5%), trisomies (31.25%) , tetrasomies
(12.5%), 46 XX -9, + 22 (12.5%) and hyperdiploidy 57 XY (6.25%). The most
frequent qualitative and quantitative alterations in this study, t (9; 22) -BCR-ABL
(41.46%) and 45 XY hypodiploidy (37.5%), were of unfavorable prognosis.

Key Words: Acute lymphoblastic leukemia, minimal residual disease (MRD),

chromosomal aberrations, cytogenetics.
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INTRODUCCION

La leucemia linfoblastica aguda es una enfermedad que se puede encontrar de
forma muy agresiva, sobre todo, en la poblacion pediatrica menor de 5 afios. Esta
enfermedad es causada por un desbalance gendémico en el sistema linfatico, por lo
cual el pro-linfocito, cambia su predisposicion a la apoptosis y empieza a
multiplicarse sin fin (1). Actualmente se conocen numerosas alteraciones
cromosomicas. La OMS reconoce que las anomalias cromosomicas estan entre los
criterios de mayor fiabilidad para la clasificacion de las neoplasias pediatricas y en

particular las leucemias agudas.

La aplicacion de técnicas moleculares ademas ayuda en la subclasificacion de las
entidades y permite una valoraciébn de riesgo en los pacientes con leucemia
linfoblastica aguda (LLA) (2). La genética molecular tiene un papel fundamental para
un mejor tratamiento, seguimiento y una estratificacion efectiva de los diversos tipos
de leucemia. Con estas técnicas se permite el analisis de las células tanto en
metafase (proliferacion) como en interfase (no proliferacion). Ademas, es una
herramienta tremendamente Gtil en el estudio de enfermedad minima residual, que
se define como la enfermedad minima que se puede encontrar después de la

terapia.

Gracias a la secuenciacion genomica se puede estudiar la composicion puntual de
los nucledtidos a la base de dichas alteraciones genéticas. Esto significa que
identificando los oncogenes precursores de la enfermedad se relacionan los
marcadores expresados antes y después del tratamiento para analizar y medir el
comportamiento de la leucemia durante los diferentes momentos terapéuticos (3).
Los avances en este campo permiten generar farmacos dedicados a interactuar con
las mutaciones especificas para inhibir el mecanismo oncogénico y completar la

accion de la inmunoterapia con el uso de los anticuerpos recombinantes (4).

12



JUSTIFICACION

La finalidad de este proyecto fue analizar los diversos tipos de Leucemia
linfoblastica aguda en una poblacion de pacientes pediatricos, que ingresaron al
servicio de Pediatria de SOLCA durante el periodo febrero 2018- marzo 2019, y
describir las diversas alteraciones citogenéticas y relacionarlas con la respuesta al
tratamiento entendida como la enfermedad minima residual (EMR), reconocida
como principal factor de prondstico en la evolucién de las leucemias y finalmente
identificar los genes asociados a un mal prondstico; relacionando la sensibilidad de
la diferente expresion gendmica a la terapia convencional en funcién de individuar

grupos de alto riesgo que ameritan una terapia dirigida.
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CAPITULO 1

1.1. Antecedentes

Para el afio 2019, las estima de la Sociedad Americana Contra El Cancer para LLA

en los Estados Unidos son (incluyendo tanto adultos como nifios) (5):

e Aproximadamente 5,930 nuevos casos de LLA (3,280 hombres y 2,650
mujeres) seran diagnosticados.
e Aproximadamente 1,500 personas (850 hombres y 650 mujeres) morirdn a

causa de LLA.

En Ecuador, Guayas es la provincia donde se diagnostican el mayor nimero de
pacientes con este tipo de patologias de acuerdo a los datos que maneja el Instituto
Ecuatoriano de Estadisticas y Censos (INEC) y, el ION-SOLCA que es el centro de

referencia para la provincia y la region del litoral (6).

La poblacién mas en riesgo de contraer la enfermedad son los nifios menores de 5
afos(5) . Luego en los adultos el riesgo disminuye de forma drastica hasta elevarse
otra vez, pasada la quinta década de vida. Solo 4 de cada 10 adultos tienen la
probabilidad de contraer esta enfermedad. La mayoria de los casos de LLA ocurren
en nifios, pero la mayoria de las muertes ocurre en adultos. Los pacientes
pediatricos pueden reaccionar mejor debido a diferencias en el tipo de LLA de la
nifiez y la adultez, diferencias en el tratamiento (En los nifios se puede manejar un
tratamiento agresivo mejor que en los adultos) y cierta combinaciéon de estos

factores (3).

En la actualidad tenemos varias clasificaciones que se han ido sumando una a la
otra en el trascurso del tiempo: la clasificacion French-American-British o mejor
conocida como FAB es la mas antigua, divide la leucemia linfoblastica aguda en
consideracion de un criterio morfolégico en 3 grupos diferentes L1 con células
uniformes de pequefio tamafio, L2 con células grandes no uniformes y L3 la cual
aparte de tener células no uniformes y ser de gran tamafo también tiene vacuolas

en su interior (1). Cuando las células se diferencian mas entre ellas y aumentan de
14



tamafio entran en la FAB L3 generando leucemia tipo Burkitt. Esta primera division
fue actualizada en el 2008 por la OMS (7) gracias a la inmunofenotipificacion de los
marcadores de superficie de los linfocitos afectos incrementando la clasificacion y

afadiendo un factor pronostico a la individualizacion de los marcadores fenotipicos

(7).

Lo dltimo en cuanto a estratificacion se pudo realizar en los ultimos afios gracias a
la citogenética y las pruebas moleculares de diagndstico (8). Integrando a la
clasificacion FAB los varios grupos citogenéticas e incluyendo el loci especifico de
la mutacion génica se obtiene la clasificacion moderna (7). Asi la leucemia FAB L2
puede ser asociado con su respectiva translocacion, entre las mas comunes t (12;
21) (p12, 922), t (1,19) (934; g11) o leucemias agudas multifenotipicas. Utilizando
solo la citogenética podemos encontrar el cromosoma alterado y responsable de los
grados de malignidad de la célula leucémica (9).

Actualmente la posibilidad de estudiar la alteracion genética y analizar nucleétidos
especificos, permite individualizar una alteracibn para cada clon especifico
responsable de las diferentes formas leucémicas, y estratificar la leucemia en base
a un nuevo nivel de pronéstico integrando la oncogendémica en el proceso

diagnéstico.
1.2. Descripcién del problema

Dependiendo de los avances realizados en la genémica y proteGmica, el diagnostico
y el tratamiento de la Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) Infantil se caracteriza por
el uso combinado de recursos diagndsticos y terapéuticos basados en la posibilidad
de integrar el fenotipo a las diferentes combinaciones terapéuticas para elegir un
tratamiento lo mas individualizado posible (9). Siendo asi que términos como
teragnostica fueron acuiiados para describir esta modalidad (10). Por lo tanto, la
definicion de la leucemia estad respaldada por varios marcadores genéticos y
moleculares que se encuentran caracterizados al realizar una biopsia de médula
O0sea en pacientes durante el diagndstico inicial (11). Estudiando la alteracion

genética y analizando los nucleotidos especificos, se puede individuar una
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alteracion propia del clon leucémico responsable de la enfermedad de cada

paciente.

Esto nos permite adentrarnos en el concepto de la medicina “personalizada”,
asociando los marcadores propios de la Leucemia linfoblastica, y el tipo de variacion
genética expresada con la especifica terapia evaluando en tiempo real la eventual
variacion del perfil genético en funcién de la respuesta después de un tratamiento
de primera linea. El monitoreo, la sensibilidad de la célula leucémica al tratamiento
durante la respectiva fase de la terapia y el nimero de células B patolégicas
presentes en cada paciente representan un factor pronostico bien definido.

Todo esto ayuda a aplicar un farmaco determinado y dar el seguimiento adecuado
con el monitoreo de la caracteristica de la célula maligna con el objetivo especifico
de prever la eventual recaida lo mas pronto posible, pues, al cuantificar la
enfermedad minima residual se pueden deducir la efectividad de la terapia y la

intensidad de la eventual resistencia al tratamiento (12,13).

Lo que se desea establecer es el reconocimiento del marcador leucémico y al mismo
tiempo estratificar a cada paciente identificando el cuadro genético y molecular en

relacion con la sensibilidad al tratamiento.

He revisado el repositorio de la UEES y no he encontrado trabajo alguno que se
pueda usar como referencia. El Unico reporte que habla de leucemias, lo hace sobre

las leucemias mieloides crénicas (14).
1.3. Conveniencia

El estudio se realiz6 en SOLCA matriz Guayaquil, en cuyo departamento de
pediatria se recibe un gran nimero de nifios afectados por LLA. Con la finalidad de
diferenciar y adaptar la terapia a los diferentes pacientes en relacion a la
caracteristica de la enfermedad, se pone actuacion al estudio de la expresion
molecular para caracterizar la leucemia, averiguar resultados y administrar el
tratamiento correcto, realizando al mismo tiempo analizar la epidemiologia y la
caracteristicas fisiopatologicas en relacion con el perfil gendmico y la LLA.

16



1.4. Relevancia social

La incidencia de LLA en pacientes menores a 20 afios es del 56.1%, a diferencia de
las demas edades las cuales extienden la porcentual de forma muy irregular. La
enfermedad en nifios afecta grandemente a la familia con repercusiones
econOmicas, sociales y humanitarias significativas. La posibilidad de curar la
leucemia varia de acuerdo con el tipo de leucemia y al tratamiento que pueda
aplicarse. En la terapia individual actual es muy importante evaluar la Enfermedad
Minima Residual (EMR) después de aplicar el primer ciclo de tratamiento. La falta
de este dato afecta en forma negativa el manejo de la enfermedad, contribuyendo
al éxito negativo del tratamiento. Por lo tanto, la posibilidad de aplicar una
metodologia adecuada y de ultima generacién permite mejorar la respuesta al
tratamiento y la sobrevida a los 5 afios posteriores al diagnéstico. Con una recaida

social muy importante.
1.5. Implicaciones practicas

Toda la informacion se recolectdé en SOLCA, en las historias clinicas. El protocolo
de la institucion indica efectuar la toma de una muestra de médula ésea antes y
después del tratamiento. Se evalia el perfil diagnéstico de cada caso con
examenes morfo citolégico, inmunolégico con citometria de flujo, citogenética,
molecular y a futuro, se ha previsto realizar un examen con la técnica de la
secuenciacion génica y a través tal metodologia analizar la alteracion genética
especifica responsable de la alteracion de la célula leucémica. Por lo tanto se realiza
una puncién al momento del diagnéstico y después de un tiempo establecido,
después del primer ciclo de terapia, para la evolucion de la enfermedad minima
residual (EMR) y dependiendo de los resultados de esta Ultima se estratifica el
paciente en base a la sensibilidad y la respuesta a la terapia. Con la metodologia
de secuenciacion génica se puede determinar la alteracién estructural que se
encuentra a la base de los diferentes marcadores genéticos de la enfermedad
leucémica por lo tanto individuar una terapia dedicada por cada tipo de mutacion.
Finalmente, cada muestra viene criogénicamente congelada para poder generar

nuevos datos con el avance de las técnicas de biologia molecular.
17



1.6. Valor tedérico

Tedricamente identificar y catalogar la presencia de las mutaciones génicas, nos
permite adecuarnos y emplear de forma mas efectiva el tratamiento ideal gracias al
conocimiento natural de la mutacién. Es un paso adelante en la terapia
personalizada, ya que se aprovecha del conocimiento genomico y de la expresion
de la enfermedad para adecuar la efectividad de la terapia usando diferentes

drogas.
1.7. Utilidad metodoldgica

Entender la aplicacion de la geondmica en el diagnostico, terapia y seguimiento de
la leucemia linfoblastica aguda del nifio, aplicando una metodologia estandarizada
y con una secuencia temporal adecuada permite evidenciar e identificar patrones

moleculares Utiles para el prondstico, tratamiento y curacion del paciente.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Describir las alteraciones citogenéticas presentes en pacientes con leucemia
linfoblastica aguda y su asociacion con la respuesta al tratamiento en la poblacion

pediatrica en SOLCA Guayaquil.

Objetivos especificos

e Indicar las alteraciones cromosomicas cualitativas y cuantitativas
presentes en los pacientes con leucemia linfoblastica aguda.

e Establecer la fluctuacion de la enfermedad minima residual (EMR)
durante el primer ciclo de terapia.

e Establecer el porcentaje inicial de blastos en relacion con la EMR al
dia 15 y al dia 30 del tratamiento inicial.

¢ Relacionar las alteraciones citogenéticas con la susceptibilidad al

tratamiento inicial.

Hipotesis

Las alteraciones citogenéticas presentes en pacientes con leucemia linfoblastica
aguda estan relacionadas con la respuesta al tratamiento evaluada como la EMR

en la poblacion pediatrica en SOLCA Guayaquil.
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CAPITULO 2: MARCO TEORICO

2.1. Glosario

20

Biomarcadores: suelen diferenciarse en exposicion, efecto y de
susceptibilidad. Estos marcadores indican una condicion producida por un
sistema bioldgico que puede ser interpretado como indicador del estado de
salud.

AYA: adolescentes y adultos jovenes.

Pediatria: ciencia de la medicina que se concentra en recién nacidos,
infantes, adolescentes, nifios y toda persona menor de 18 afios de vida.
Protedmica: disciplina medica que estudia las proteinas celulares en larga
escala, cogiendo en examen cuales, cuantas y cuando estas vienen
expresadas después de un determinado estimulo. Es complementar a la
gendmica cuando se focaliza en productos genéticos.

Gendmica: disciplina biologica que estudia la organizacién y la estructura de
los genes en el determinado entorno, en el contexto de todo el genoma.
Teragnéstica: palabra creada con dos raices que implican diagndstico
(gnosis) y terapia o tratamiento (tera), se utiliza una molécula unida a isotopo
radioactivo para identificar y tratar la enfermedad.

Gen de fusion: estos genes se pueden producir en el laboratorio o de forma
natural en el cuerpo, se debe al pasaje del contenido de un cromosoma a
otro cromosoma. Estos utilizan proteinas de fusion.

Citogenética: ramo de la medicina que estudia las estructuras celulares junto
a fendmenos hereditarios y cromosémicos.

Mutacion genética: las mutaciones pueden ser puntuales o moleculares.
Estas pueden afectar cingulos nucleétidos o grupos enteros de material
genético.

FISH: Hibridacion fluorescente in situ.

GEN PROFILE: Estudio del genoma y del exoma con técnica NGS.
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NGS: secuenciacion masiva (Next-Generation Sequencing, NGS) con la
tecnologia Illumina.

CITOMETRIA DE FLUJO: Es una tecnologia basada en la utilizacion de luz
laser, empleada en el recuento y clasificacion de células segun sus
caracteristicas morfoldgicas, presencia de biomarcadores.

LLA: Leucemia Linfoblastica Aguda.

EMR: Enfermedad minima residual.

Trisomia: Aberracidbn cromosOmica que consiste en la presencia de un
cromosoma adicional en un par de cromosomas dado.

Tetrasomia: Presencia de cuatro cromosomas iguales.

Linfoblasto: Forma inmadura de linfocitos que presenta cromatina difusa y
citoplasma sin granulaciones; A menudo se encuentra en la sangre de
pacientes que padecen ciertos tipos de leucemia.

Translocacion: Se define como un tipo de aberracién cromosdémica derivada
de un intercambio incorrecto de partes cromosémicas no homologas durante
el reordenamiento cromosomico.

Exoma: Conjunto de exones del genoma, 0 secuencias en genes que
codifican proteinas. Se estima que constituye solo el 1% de todo nuestro
material genético, que consiste en mas de 30 mega-bases de ADN.
Leucemia aguda de fenotipo mixto: Se refiere a la leucemia aguda que
muestra un patrén ambiguo de expresion antigénico, lo cual indica mas de
un linaje hematopoyético), en un grado que no se puede asignar de manera
inequivoca a un linaje.

SOLCA: Sociedad de Lucha contra el Cancer.



2.2. Conceptos fisiopatoldgicos

La célula cancerosa en la LLA es el linfoblasto; que deriva de las células B o T que
en la normalidad actian inmunolégicamente en contra de las infecciones, llamadas
linfocitos. La cantidad de linfocitos esta regida por un sistema de homeostasia
biolégica que mantiene el nimero equilibrado dependiendo de las necesidades que

se caractericen por un mecanismo de defensa inmunologica (célula mediada) (15).

En la LLA, tanto el desarrollo normal de algunos linfocitos como el control sobre el

numero de células linfoides se vuelven defectuosos.
Clasificacion de la leucemia linfoblastica aguda (LLA)

— LLA de células B
o LLA pro-B: alrededor de un 10% de los casos.
o LLA comun: alrededor de un 50% de los casos.
o LLA pre-B: alrededor de un 10% de los casos.
o LLA de células B maduras (leucemia de Burkitt): alrededor de un 4%

de los casos.

— LLA decélulas T
o LLA pre-T: alrededor de 5 a 10% de los casos.

o LLA de células T maduras: alrededor de 15 a 20% de los casos.

Los subtipos de LLA conllevan cada uno un prondéstico ligeramente diferente, pero
otros factores (como cambios genéticos en las células leucémicas) también pueden
tener un impacto en ellos. En la siguiente seccion se listan algunos de estos factores

pronésticos (11).
Factores prondésticos

La LLA emerge cuando el linfoblasto desarrolla varias mutaciones en los genes que
afectan el maturacién y la proliferacion de las células sanguineas. En la LLA infantil,

este proceso comienza en la concepcién con la herencia de algunos de estos genes.
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Estos genes, a su vez, aumentan el riesgo de que se produzcan mas eventos
anormales en el desarrollo de células linfoides. Ciertos sindromes genéticos, como

el sindrome de Down, tienen el mismo efecto.

Los factores de riesgo ambientales pueden influir para generar suficientes
mutaciones genéticas causa de enfermedades. La evidencia del papel del medio
ambiente se ve en la LLA infantil entre los gemelos, donde solo el 10-15% de los
dos gemelos genéticamente idénticos obtienen la LLA. Ya que tienen los mismos
genes, las diferentes exposiciones ambientales explican por qué un gemelo obtiene

la enfermedad y el otro no (16).

La LLA infantil es una variante rara que se presenta en nifios menores de un afno.
Los reordenamientos del gen KMT2A (anteriormente MLL) son mas comunes y
ocurren en el embrion o el feto antes del nacimiento. Estas reorganizaciones dan
como resultado un aumento de la expresion de los genes del desarrollo de las
células sanguineas, al promover la transcripcion de los genes y a través de cambios
epigenéticos. Otro de los factores asociados a LLA son las hiperdiploidias este tipo
de alteracion es mas comun en nifios (20-30% de la LLA infantil), con un maximo
de 3-5 afios, aunque es poco frecuente en los lactantes y tiene una baja incidencia
en adultos (5% de la LLA en adultos) (15).

Los pacientes con hiperdiploidia de mas de 50 cromosomas tienen clones de 51-68
cromosomas; aunque los clones hiperdiploides elevados rara vez son idénticos,
tienden a mostrar un patrén de ganancia cromosomica con copias adicionales de
los cromosomas 4, 6, 10, 14, 18 y 21; las ganancias, aparte del cromosoma 21,
resultan mas a menudo en trisomia en lugar de Tetrasomia para los cromosomas

ganados (17).

La presentacion leucémica con hiperdiploidia alta se asocia con un recuento bajo
de glébulos blancos, y FAB tipo L1 o L2. El prondstico para los nifios es bueno, con
una supervivencia a largo plazo del 70% -80%; a los adultos les va menos bien,
aunque se ha informado una supervivencia libre de eventos del 59% a los 3 afos;

se cree que el buen pronostico esta relacionado con la sensibilidad de las células
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leucémicas a una serie de farmacos anti leucémicos y la propension de las células
a responder por apoptosis (17,18); no esta claro por qué una proporcion de
pacientes no logran una remisién a largo plazo, pero existe evidencia de que los
recuentos cromosomicos mayores de> 56 cromosomas y la presencia de trisomias
4 y 10 pueden asociarse con un buen prondstico, mientras que la presencia de i

(17q) es claramente asociada con un mal prondstico (19).

La Citogenética molecular de alta resolucion se vale de la aplicacion de un panel de
sondas que detectara el patron caracteristico de ganancia (FISH); esta técnica se
puede aplicar a blastos de interfase, pero se debe tener cuidado en la interpretacion
y las translocaciones no aleatorias como t (9; 22), t (1; 19), t (12; 21) y t (4; 11) (20).
La t (9; 22) en pacientes infantiles con leucemia linfoblastica aguda que recibe
quimioterapia con protocolo estdndar para la LLA podria manifestar patrones
desfavorables hacia la resistencia (21).

Translocaciones andmalas estructurales estan presentes en aproximadamente la
mitad de los casos hiperdiploides, la duplicacion 1g es el cambio adicional mas
comun, la eliminacién de 6q y las anomalias estructurales aleatorias no tienen un
impacto prondstico conocido; sin embargo, la presencia de translocaciones no
aleatorias como t (9; 22), t (4; 11), t (1; 19) y t (12; 21) indican que la translocacién
es probablemente el cambio primario y que la hiperdiploidia es probablemente un
evento secundario. En tales casos, la leucemia debe clasificarse de acuerdo con la
translocacion en lugar del grupo de ploidia para asignar las implicaciones

pronosticas correctas (22).

Translocaciones ya estudiadas confieren a la investigacién sobre los marcadores,
algo muy importante para resolver los desafios terapéuticos, sabemos que lat(9;22)
BCR/ABL 1 es la anomalia genética recurrente mas comun vista en la leucemia
aguda de fenotipo mixto (MPAL). Especialmente los pacientes adultos deben
considerarse candidatos para la consolidacion con tratamiento intensivo, protocolos
de quimioterapia para la LLA junto con Inhibidores de tirosina quinasa para
Philadelphia positivo MPAL vy el trasplante de médula 6sea han sido utilizados para
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tratamiento de leucemia en primera remision (23). Siendo considerada como una

forma extremadamente maligna.

Asi como translocaciones (1; 19) que resulta en la duplicacién del brazo largo del
cromosoma 1y el brazo corto distal del cromosoma 19 (47, XX, t(1; 19) (p13; p13.1),
+ der (1) t (1; 19) [3] / 46, XX) estan asociadas a anemia severa, trombocitopenia y

transfusiones de hemoderivados frecuentes (24).

Mientras que la translocacion t (12; 21) (p13; g22), que resulta en la fusion de los
genes ETV6 (12pl3) y RUNX1 (21g22) son entre los mas comunes de las
translocaciones recurrentes en la LLA- pediatrica. Se estima que ocurren en el 25%

de B-LLA pediatrica y generalmente se asocia con un prondstico favorable (17).
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Tabla 1. Anomalias cromosémicas recurrentes en la leucemia linfoblastica
aguda (Shago, 2016).

Section  Cytogenetic abnormality Frequency (%)*  Outcome
B-cell acute rmphoblastic lewkemia

21 Hyperdiploidy 30 Good

2.2 t(12;21)(p13;q22)( ETV6- RUNXI) 25 Good

2.3 Ph-/BCR-ABLI-like 10-15 Poor

24 KMT2A (MLL) gene rearrangements (11g23) 4 Poor

25 t(1;19)(q23;p13.3)( TCF3 PRX1) 5 Intermediate

2.6 t(9;22)(q34;q11.2) (BCR-ABLI) 3 Poor

2.7 Hypodiploidy 2 Poor

2.8 IAMP21 (21q) 2 Poor

29 ZNF384 gene rearrangements (12pl3) 1-2 Unknown

2.10 Dicentric (9;20) 2 Intermediate

211 t{17;19)(q22;pl 3.3)( TCF3-HLF) <1 Poor

2,12 IGH gene rearrangements (14q32) 5 Intermediate

213 MYC gene rearrangements (8q24) <1 Intermediate
T-cell acute lymphoblastic fenkemia

3l TALI gene rearrangements (1p32) 20 Good

3.2 TLX1 (HOXI1) gene rearrangements ( 10q24) 8 Good

3.3 IMO2 (RBTN2) gene rearrangements (11pl3) 15 Unknown

34 t(5;14)(q35:932)(TLX3-BCL11B) 20 Poor

35 MTYB gene rearrangements (6q23) 1 Unknown

3.6 MYC gene rearrangements (8q24) 1 Unknown

37 t(L0:11 )(pl2;ql4)(PICALM- MLLT10) 10 Poor

3.8 NUP214 ABLI tusion and amplification Poor

39 KMT2A (MLL) gene rearrangements (11q23) 6 Unknown®

“Frequencies in childhood leukemia
" 11;19)(q23;p13.3) assodated with a good outcome in T-ALL; outcome of other KMT2A gene rearrange ments

uneer tain
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Existe una variedad de mutaciones y cada una de esta tiene su propia evolucion
pronéstica, asi como descrito en la tabla 1, exponiendo las anormalidades

cromosomicas en orden de frecuencia asociada (17).

ETV6-RUNX1 (E/R): la lesion cromos6mica mas frecuente es t (12; 21) (p13; g22),
lo que da como resultado su homologo genético molecular, el gen de fusion ETV6 /
RUNX1 (también conocido como TEL / AML1). Esta alteraciobn ocurre en
aproximadamente el 25% de la LLA infantil diagnosticada entre los 2 y los 10 afios,
con una edad media de 4 afios. Sobre la base de la excelente respuesta molecular
al tratamiento y el resultado clinico beneficioso, originalmente se creia que este
reordenamiento es un indicador prondstico bastante favorable. Sin embargo, esta
nocion se discutid6 posteriormente ya que otras encontraron recaidas
predominantemente tardias en hasta el 20% de los pacientes. Por lo tanto, la
implicacion pronostica de la fusion ETV6 / RUNX1 contindia siendo objeto de debate
(25).

El gen de fusibn E/R se desarrolla principalmente como un evento prenatal
temprano en la LLA infantil. La expresion de E/R da como resultado la generacion
de un clon pre-leucémico persistente, que se convierte postnatalmente, a baja
frecuencia, en LLA después de la adquisicion de las anomalias genéticas
secundarias necesarias (26). Inicialmente, la mayoria de los estudios que abordan
los cambios genéticos secundarios que promueven la leucemia se han centrado en
la eliminacion del alelo ETV6 normal o no reorganizado. Esta anomalia genética

representa aproximadamente el 70% de los casos de LLA positivos parat (12; 21).

Varios grupos de investigadores han demostrado que la fusion MEF2D es un
indicador independiente de prondstico desfavorable, y la tasa de supervivencia es
similar a la de pacientes positivos para el cromosoma Filadelfia (Ph), se descubre
inicialmente en una linea celular B-LLA TS-2 y contribuye a la leucemogénesis
mediante la alteracién de las vias de sefializacibn normalmente reguladas por
MEF2D de tipo salvaje y DAZAP1. Ademas, la fusion de MEF2D con CSF1R

confiere a la leucemia una respuesta desfavorable hacia la inhibicion de la tirosina
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quinasa. A este gen se asocian Recuentos de glébulos blancos relativamente altos

(WBC) destacandose en la etapa preB (24).

La translocacion de los cromosomas 1y 18 genera la fusion MEF2D-SS18. Con la
pérdida de CDKN2A / 2B, importantes genes supresores de tumores. Se identificd
como un oncogén para la B-LLA; se pudo demostrar que la pérdida doble de Mef2c
/ Mef2d detiene la linfopoyesis B en la gran etapa de células pre-B, en ratones, por
lo tanto, factores de transcripcion MEF2 son reguladores esenciales del desarrollo

de las células B (26).

Los genes de fusion que involucran ZNF384-R se han identificado recientemente en
la leucemia linfoblastica aguda precursora de células B. Identificamos BMP2K como
un nuevo socio de fusion para ZNF384 incluyendo el EP300-ZNF384, la frecuencia
total de los genes de fusion relacionados con ZNF384 fue del 4.1% en 291 pacientes
con leucemia linfoblastica aguda precursora de células B inscritos en un solo ensayo
clinico, y TCF3-ZNF384 fue el mas recurrente, con una frecuencia del 2,4% (27). El
perfil de expresion en pacientes positivos para TCF3-ZNF384 se enriquecié con
caracteristicas de células madre hematopoyéticas y relacionado con el de los
pacientes positivos para EP300-ZNF384, pero fue significativamente diferente del
de Pacientes con TCF3-PBX1-positivo y ZNF384-fusion negativa (27).

Las caracteristicas del inmunofenotipo de CD10 débil y la expresion aberrante de
CD13y /0 CD33 se reveld como una caracteristica comun de las células leucémicas
que albergan genes de fusion relacionados con ZNF384. Los pacientes positivos a
ZNF384 son marcadamente diferentes de los pacientes positivos a EP300-ZNF384,
exhibiendo recuentos celulares mas altos y una edad mas temprana en la
presentacion. Revelaron una respuesta esteroide significativamente mas pobre, una
mayor frecuencia de recaida y las mutaciones activadoras en los genes de la via de
sefalizacion de RAS se detectaron mediante analisis completo del exoma en
algunos de los casos (16,27). Estudios indican que los genes de fusion relacionados
con ZNF384 consisten en un subgrupo distinto de la leucemia linfoblastica aguda

precursora de células B con un inmunofenotipo caracteristico, mientras que las

28



caracteristicas clinicas dependen de las propiedades funcionales de las parejas de

fusion individuales (27).

El DUX4-R representa un niumero de células NIH3T3. Estas ultimas son expresadas
de forma mas significativas en tipos salvajes de esta uUltima mutacion. Finalmente,
mutaciones salvajes de este gen son capaces de inducir la célula en un ciclo de
apoptosis (28). Analizando el potencial leucemogénico de la fusion DUX4-IGH in
vivo, introdujimos ADNc de fusion en células pro-B de raton por transduccion
retroviral y luego inyectamos las células infectadas en ratones
inmunocomprometidos. Células Pro-B que expresan DUX4-IGH expandido in vivo,
pero permanecieron en una etapa inmadura (CD19 + CD43 + c-Kit + CD25 - IL-7Ra
+ IgM-) suplementaria. También fueron capaces de sufrir una serie Trasplante a
receptores secundarios y terciarios, indicativo de la actividad de autorrenovacion.
La expresion de la proteina DUX4-IGH se confirmé en células pro-B de estos
ratones (28,29).

Las fusiones DUX4 pueden contribuir a la génesis leucémica por tres mecanismos.
Primero, la mayoria de las translocaciones reposicionan el DUX4 cerca del
potenciador de IGH, lo que resulta en un aumento de la expresién del DUX4. (36)
Segundo, los eventos de fusién interrumpen el altamente conservado terminal C de
DUX4, un requisito previo para la activacibn oncogénica, se demostré que
disminuye la capacidad pro-apoptotica de DUX4, y un gen de fusion CIC-DUX4 que
produce una proteina CIC casi completa fusionada con el C-terminal 100 amino
acidos de DUX4, que actia como un activador para CIC en este contexto, ha sido

identificado en sarcoma24 tipo Ewing (28).

También permite que DUX4 use una sefial de poliadenilacion. Se ha encontrado
que los genes de fusion DUX4, ZNF384 y MEF2D representan aproximadamente el
40% de los casos de Leucemia linfoblastica aguda en adolescentes y adultos
jovenes (AYA-LLA) de células con cromosomas Ph- B, por lo tanto, los
reordenamientos son un rasgo caracteristico de este trastorno que lo distingue de
la LLA de células B en otras edades (26,29)(28).
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Es probable que estas fusiones oncogénicas sean eventos tempranos en la
leucemogeénesis, ya que el nimero de copias de los genes de fusion fue
principalmente de 0,8-1,0 y las leucemias en la recaida también expresaron las
fusiones correspondientes. Ademas, la linea celular NALM6 depende de DUX4-IGH
para la proliferacion celular. La identificacion de los efectores posteriores de estos
controladores oncogénicos podria proporcionar informacion importante para el

Desarrollo de nuevos enfoques de tratamiento para AYA-LLA (29).
Enfermedad Minima Residual (EMR)

La respuesta al tratamiento en pacientes con leucemia linfoblastica aguda (LLA) se
evalla mejor mediante estudios de enfermedad minima residual (EMR). Se define
como EMR negativa cuando el porcentaje de blastos B patolégicos es menor al
0,01% e indica buena respuesta al tratamiento. La mayoria de los pacientes
pediatricos suele alcanzar una ERM negativa a los 19 dias de terapia inicial y, los
gue no lo hacen, requieren de tratamiento adicional para lograr un grado similar de
citorreduccion. Existen casos en los que la ERM permanece positiva (30). La
relevancia clinica de los niveles de ERM durante las primeras fases de la terapia es
su fuerte correlacion con las tasas de recaida y el resultado general del tratamiento,
constituyéndose en el predictor mas fuerte del resultado de la LLA infantil. Los
investigadores del Grupo de Oncologia Infantil (COG) midieron la ERM en la sangre
periférica recolectada el dia 8 y en la médula 6sea recolectada el dia 29 (final de la
terapia de induccién de remision) en 2143 nifios con LLA de linaje B. La presencia
de ERM (0,01% o mas) en cualquier intervalo predijo un peor resultado, y los niveles
de ERM en el dia 29 en la médula 6sea fueron el factor prondstico mas fuerte en
esta serie (31). La interpretacion es sencilla, la reduccién rapida o incluso
eliminacion de blastos es altamente predictiva de supervivencia libre de recaida
mayor. El nivel de positividad de la ERM es proporcional al riesgo de recaida,
valores iguales o mayores que 1% al final de la induccion a la remision se relacionan

con peor resultado (30).
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CAPITULO 3: METODOLOGIA

3.1. Tipo de investigacion

Es un estudio descriptivo, transversal, retrospectivo y analitico.
3.2. Lugar

Guayaquil, SOLCA matriz (Sociedad de Lucha Contra el Cancer)
3.2. Poblacion y muestra

Se tomo6 como poblacién de estudio 114 pacientes con diagndéstico de leucemia
linfoblastica aguda atendidos en el servicio de pediatria de SOLCA, Guayaquil
durante el periodo febrero 2018 a septiembre 2019. Luego de la aplicacion de

criterios de inclusion y exclusion, se obtuvo una muestra de 98 pacientes.
3.2.1. Criterios de inclusion

— Edad de 0 a 17 afios
— Diagnostico confirmado de Leucemia Linfoblastica Aguda

— Tratamiento de primera linea empezado en SOLCA
3.2.2. Criterios de exclusion

— Edad superior a 17 afios
— Terapia ya empezada por otra institucion diferente a SOLCA

— Diagnostico no adecuado

3.3. Descripcién de instrumentos, herramientas y procedimientos de la

investigacion

Todos los datos utilizados en este trabajo fueron tomados de las historias clinicas

que se encuentran en el servidor del hospital SOLCA, Guayaquil.
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La revisién de cada historia fue sistematica y se afadio a la hoja de recoleccion de

datos lo siguiente:

— Numero de Historia clinica

— Edad

- Sexo

— Diagnéstico

— Tipo de examen realizado

— Mutaciones presentes

— Porcentaje de blastos B patolégicos al diagnéstico y después de la terapia
inicial (Enfermedad Minima Residual).

Los resultados moleculares recogidos fueron obtenidos con la técnica de Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR) convencional y en tiempo real fueron
confirmados con la técnica de la hibridacion in situ con fluorescencia (FISH) para
verificar reordenamientos del gen MLL, RARA, ABL, cadenas pesadas de
inmunoglobulinas, de receptores B y T, pérdida del gen RB y p53, trisomias y
pérdidas totales o parciales de los cromosomas 7, 8 y 12. Todas las muestras son
guardadas para el examen del perfil génico segun la técnica del Gen Profile y con
los analisis del DNA se analizan CGH arrays, de expresion y microRNAs; para
identificar nuevos cambios genéticos y nuevas mutaciones que determinan la
leucemogeénesis. Se realizo la deteccion de la enfermedad residual minima (ERM)

en muestras de médula 6sea por citometria de flujo.
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3.4. Operacionalizacion de las variables

Variable

Sexo

Edad

Domicilio

Inmunofenoti
po

Definicion

Condicién
organica que
distingue a los
hombres de las
mujeres

Tiempo que ha
vivido una
persona u otro
Ser vivo,
contando
desde su
nacimiento

Zona de
residencia

Caracterizacio
n fenotipica de
los pacientes
conLLA

Dimensioén

Conjunto de
Condicién
organica que
distingue a
los hombres
de las
mujeres en
pacientes
con LLA
Tiempo que
ha vivido una
persona u
otro ser vivo
contando
desde su
nacimiento
en pacientes
con LLA
Indica la
zona
geogréafica
de residencia
B

T

Indicador

Masculino
Femenino

0al7

Guayaquil,
Jipijapa,
Quevedo
Quito, etc.
Presente,
No presenta

Alteraciones cromosémicas cuantitativas y cualitativas

T (12:21)

45 XY

46 XX, -9,
+22

47 XY

33

Mutacion
gendmica

Mutacion
gendmica

Mutacion
gendémica

Mutacion
gendmica

Mutacion
genomica
presente en
pacientes
pediatricos
conLLA
Mutacion
gendmica
presente en
pacientes
pediatricos
conLLA
Mutacion
gendémica
presente en
pacientes
pediatricos
con LLA
Mutacion
gendmica
presente en
pacientes

Presente,
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57 XY

Trisomias,
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Residual
(ERM)
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3.5. Estrategia de Analisis Estadistico

Se utilizaron medidas de tendencia central y chi cuadrado para validar los datos,

usando el programa SPSS V25.0.
3.6. Aspectos éticos y legales
3.6.1. Etica

Por ser un estudio observacional no experimental y que no influenciando el curso
de la terapia y del diagndstico no necesita autorizacion especifica del comité de
bioética de la institucién. El estudio sera reportado y sefialado al comité de bioética
y al comité médico de la institucién para la recoleccion de los datos. Se utilizara un
consenso informado y genérico para cada paciente examinado, para tener el
permiso de la recoleccion y comunicacion de los datos que sera en todos casos
completamente de forma andénima. Toda la informacion fue transcrita a fichas
clinicas previa aprobaciéon del encargado de area estadistica y médicos tratantes.
Se debe aclarar que el procedimiento de este estudio no representd ningun riesgo
para los pacientes seleccionados. No obstante, la informacion obtenida generara
lineas base para un nuevo abordaje y avanzar un paso mas hacia la medicina

personalizada.
3.6.2. Marco legal

El marco constitucional, se va a cumplir, de forma legal, reglamentaria y rigida de
forma nacional por articulos detallados en la seccion 350 Constitucion de la
Republica del Ecuador y Articulo 8 inciso f, Articulo 12 inciso d y Articulo 138 de la
Ley Organica de Educacion Superior.31, 32. Indicando el requerimiento de una
actividad cientifica de investigacion necesaria para el cumplimiento de una

formacion académica superior.

35



CAPITULO 4: ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Se estudiaron 98 pacientes con diagndstico de leucemia linfoblastica aguda (LLA),
61 de sexo masculino (62,24%) y 37 femenino (37,76%), con media de edad de 8,65
+ 4,22 afos. El 54% de la muestra (n=53) provino de la ciudad de Guayaquil,
principalmente de las parroquias Tarqui (37,7%) y Ximena (20,75%). Todos
presentaron LLA de fenotipo B, 86 (87,75%) LLA B comun y el resto LLA pre B. El

50% de pacientes present6 al menos una alteracion cromosomica.

Grafico 1. Alteraciones cromosOmicas cualitativas en pacientes con leucemia
linfoblastica aguda

ALTERACIONES CROMOSOMICAS CUALITATIVAS

[t(3,22)-BCR-ABL
Wt(15,17)
W4(12;21)- TEL-AMLI
Ei(4;11)
Ot(1;19)-E2A-PBX

Fuente: Base de datos del Hospital SOLCA de Guayaquil
Elaborado por: El autor
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De los 49 pacientes que presentaron al menos una alteracion cromosomica, 41
tuvieron una alteracion cromosomica cualitativa. Las mas frecuentes fueron t (9;22)-
BCR-ABL y t (12;21)-TEL-AML1 con 41,46% (n=17) cada una; seguidas de t (1;19)-
E2A-PBX1 (n=4, 9,76%), t (4;11) (n=2, 4,88%) y t (15;17) (n=1, 2,44%).

Gréafico 2. Alteraciones cromosomicas cuantitativas en pacientes con

leucemia linfoblastica aguda

ALTERACIONES CROMOSOMICAS CUANTITATIVAS

E4asxy

Wa6xx -9, +22

B TRISOMIAS
ETETRASOMIAS
[CJHIPERDIPLOIDIA 5T7XY

Fuente: Base de datos del Hospital SOLCA de Guayaquil
Elaborado por: El autor

Por otra parte, 16 presentaron una alteracion cromosémica cuantitativa. La mas
frecuente fue 45 XY (n=6, 37,5%), seguida de las trisomias (n=5, 31,25%),
Tetrasomiay 46 XX -9, +22 con 12,5% (n=2) cada unay, por ultimo, la hiperdiploidia
57 XY (n=1, 6,25%).
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Tabla 2. Alteraciones cromosdmicas cualitativas y cuantitativas coexistentes.

ALTERACIONES CROMOSOMICAS CUANTITATIVAS

45XY  46XX TRISOMIAS TETRASOMIAS  Total
ALTERACIONES t(9;22)-BCR- 1 1 3 1 6
CROMOSOMICAS ABL
CUALITATIVAS t(12;21)-TEL- 1 0 0 0 1
AML1
t(4;11) 1 0 0 0 1
Total 3 1 3 1 8

Algunas mutaciones cualitativas y cuantitativas coexistieron en el mismo paciente,
45 XY/ 1(9;22)-BCR-ABL (n=1, 1,02%), 45 XY/ t(12;21)-TEL-AML1 (n=1, 1,02%), 45
XY/ t(4;11), 46 XX -9,+22/ 1(9;22)-BCR-ABL (n=1, 1,02%), trisomia/ t(9;22)-BCR-
ABL (n=3, 3,06%).

Gréfico 3. Porcentaje inicial de blastos

PORCENTAJE INICIAL DE BLASTOS

Hs-25%
W-25%

38



Fuente: Base de datos del Hospital SOLCA de Guayaquil
Elaborado por: El autor

Inicialmente, en pacientes recién diagnosticados, el porcentaje de blastos fue mayor
al 25% en el 89,80% (n=88) y en el resto fue de entre 5y 25%.

Grafico 4. Enfermedad minima residual (EMR) dia 15

EMR DIiA 15

30

;i

Porcentaje de frecuencia

2

<0,01% 0,02-1% 1,01-10%
Porcentaje de blastos (EMR)

Fuente: Base de datos del Hospital SOLCA de Guayaquil
Elaborado por: El autor

La EMR medida al dia 15 fue negativa (<0,01%) en 28 pacientes (28,57%) y positiva
(>0,01%) en el 71,43% restante, con porcentaje de blastos entre 0,02-1% en el
20,41% (n=20), entre 1,01-10% (n=25, 25,51%) y mayor a 10% (n=25, 25,51%).
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Gréfico 5. Enfermedad minima residual (EMR) dia 30

EMR DIA 30

M <0,01%
W-001%

Fuente: Base de datos del Hospital SOLCA de Guayaquil
Elaborado por: El autor

La EMR medida al dia 30 fue y positiva (>0,01%) en 50 pacientes (51,02%) y
negativa (<0,01%) en 48 pacientes (48,98%).
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Gréfico 6. Fluctuacion del porcentaje de blastos desde el dia 1 al 30 (EMR)

PORCENTAIJE DE BLASTOS

*DiA1 ®DIiA15 * DIA30

Fuente: Base de datos del Hospital SOLCA de Guayaquil
Elaborado por: El autor

En la grafica se puede apreciar el descenso del porcentaje de blastos desde el dia
1, en el que se encontraron con mas frecuencia en valores entre 25y 99%, al dia
15, en el que a pesar de que el 28,57% ya tenia EMR negativa (<0,01%), el resto
mantenia valores mas altos, incluso hasta del 83%; y al dia 30, en el que 48

pacientes (48,98%) logran EMR negativa.

Tabla 3. Edad y EMR del dia 30

EMR DIA 30
<0,01% >0,01% Total
EDAD (ANOS) 0-3 5 6 11
4-7 19 18 37
8-11 12 7 19
12-15 12 14 26
216 0 5 5
Total 48 50 98

Fuente: Base de datos del Hospital SOLCA de Guayaquil
Elaborado por: El autor
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Se encontrg asociacion estadisticamente significativa entre la edad y la EMR del dia
30 (p=0,04). La EMR del dia 30 resultd negativa (<0,01) en el 63,15% de los
pacientes entre los 8 y 11 afios. En el grupo etario 216 afios, la EMR predominante
fue positiva (100%).

Gréfico 7. Porcentaje inicial de blastos y EMR del dia 30

EMR EN PACIENTES CON PORCENTAIE EMR EN PACIENTES CON PORCENTAIJE INICIAL
INICIAL DE BLASTOS <25% DE BLASTOS >25%

W POSITIVA W POSITIVA

B NEGATIVA m NEGATIVA

(A) (B)

Fuente: Base de datos del Hospital SOLCA de Guayaquil
Elaborado por: El autor

10 pacientes tuvieron blastos iniciales entre 5 y 25%, de estos, 6 (60%) tuvieron
EMR negativa al dia 30 (A). Los 88 pacientes restantes tuvieron >25% de blastos.
De estos, 42 (47,7%) presentaron EMR negativa al dia 30 (B). No se encontrd
asociacion estadisticamente significativa entre el porcentaje de blastos inicial y la
EMR del dia 30 (p>0,05).
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Gréfico 8. Alteraciones cromosOmicas cualitativas y EMR del dia 30

EMR EN PACIENTES CON t(12;21)-TEL-
AML1

m POSITIVA
B NEGATIVA

(A)

EMR EN PACIENTES CON t(9;22)-BCR-
ABL

W POSITIVA
m NEGATIVA

(B)
EMR EN PACIENTES CON t(1;19)-E2A-
PBX1
m POSITIVA
B NEGATIVA
©)

De entre las alteraciones

cromosomicas cualitativas
encontradas, la t(12;21)-TEL-AML1
fue la Unica que se asoci6 con
frecuencia a una EMR
negativa (<0,01%) al dia 30
(n=9/17, 52,9%) (A). Los 81
pacientes restantes tuvieron una
EMR positiva (>0,01%) (B y C). Se

encontré

mayor

una asociacion
estadisticamente significativa para

los 2 grupos (p=0,01).

Fuente: Base de datos del Hospital SOLCA de Guayaquil

Elaborado por: El autor
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Gréfico 9. Alteraciones cromosOmicas cuantitativas y EMR del dia 30

Alteraciones cromosomicas cuantitativas y EMR dia 30

5 EMR
DIA 30
5 H<0,01%
W =001%

6
3 37 50%
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1
. 625%
i 5 5 3 A I
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= A
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= o
in g
=
n
2
-

ALTERACIONES CROMOSOMICAS CUANTITATIVAS

Fuente: Base de datos del Hospital SOLCA de Guayaquil
Elaborado por: El autor

De entre las alteraciones cromosoémicas cuantitativas encontradas, las tetrasomias
y la hiperdiploidia 57 XY se asociaron en 100% con mayor frecuencia a una EMR
negativa (<0,01%) al dia 30, mientras que los pacientes que presentaron trisomias
lo obtuvieron en un 80% (n=4/5). Las demas alteraciones, se relacionaron con EMR
positiva (>0,01%). Entre los dos grupos se encontré asociacién estadisticamente

significativa (p= 0,01).
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DISCUSION

En el estudio, el sexo predominante fue el masculino (62,24%), con relacion hombre
mujer de 1,65:1, similar a lo encontrado en el estudio de Sousa et al. 2015, con
relacion 1,92:1 (11), y el estudio de Liu et al. 2016, con relacion 1,31:1 (2). Esto
sugiere que la LLA es ligeramente mas frecuente en hombres. La media de edad
fue 8,65 * 4,22 afios, mayor a la encontrada en Sousa et al., de 6,3+0,5 afios y en
Liu et al., de 5,1+1,3 (11).

En esta investigacion, todos los pacientes presentaron LLA de fenotipo B, superior
a lo encontrado en Sousa et al., donde fue el 89,5% (11), en Zhang et al. 2019 (32),
del 81,4% y en Soria et al., 2012, del 94% (33). Lo que nos indica que la LLA de

fenotipo B es mas comun que la de fenotipo T.

Las alteraciones cromosomicas cualitativas mas frecuentes fueron: t (9;22)-BCR-
ABL (41,46%), t (12;21)-TEL-AML1 (41,46%), t (1;19)-E2A-PBX (9,76%). En
contraste con Liu et al., donde la mas frecuente fue t(12;21)-TEL-AML1 (20,2%),
seguida de t(1;19)-E2A-PBX1 (8,5%) y 1(9;22)-BCR-ABL (7,4%) (2); y con Zhang et
al. t(12;21)-TEL-AML1 (27,1%), t(9;22)-BCR-ABL (7%) y EVI1 (9,76%) (32). En este
estudio la alteracion mas frecuente fue de prondstico desfavorable, sin embargo, en
los dos estudios comparados se presenta con una frecuencia baja de alrededor 7%.

Esto puede explicar una respuesta al tratamiento no satisfactoria.

Las alteraciones cromosOmicas cuantitativas mas frecuentes fueron: hipodiploidia
45 XY (37,5%), trisomias (31,25%), tetrasomias (12,5%), 46 XX -9, +22 (12,5%) e
hiperdiploidia 57 XY (6,25%). Contrario a lo encontrado por Zhang et al., donde las
mas frecuentes fueron las hiperdiploidias altas (51-67 cromosomas) (26,3%),
seguidas de las hiperdiploidias bajas (47-50 cromosomas) (6,1%) e hipodiploidias
(1,8%) en ultimo lugar (32); y con el estudio de Liu et al., donde fueron:
hiperdiploidias altas (2.7%) e hipodiploidias (0,9%) (2). Entonces, en este estudio la
alteracion cromosomica cuantitativa mas frecuente (hipodiploidia) fue la menos
frecuente en los estudios comparados, asimismo sucede con la menos frecuente de
este estudio (hiperdiploidias altas), que constituy6é la mas frecuente en los otros
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estudios. Las dos alteraciones mas frecuentes de este estudio son de prondstico

desfavorable.

En la poblacion estudiada, el porcentaje de blastos inicial fue mayor al 25% (89,8%),
la EMR del dia 15 fue positiva (>0,01%) (71,43%) y la EMR del dia 30 también fue
positiva en el 51,02%. Diferente a lo encontrado en un estudio de cooperacion
internacional escrito por Schumich et al., 2019, donde en el mismo orden se
encontré 99,2%, 58,5% vy 11,1% (34). Mientras que en el estudio de Zhang et al., la
EMR se midi6 al dia 19 (positiva en el 36,3%) y al dia 46 (positiva en 8,9%) (32).
Esto pone en evidencia la diferencia que se puede encontrar cuando se mide la
EMR en diferente tiempo. Ademas, la positividad de la EMR al dia 30 da razén de
una respuesta al tratamiento inicial no 6ptima, diferente a como se ha encontrado

en los estudios comparados y en la literatura.

Ademas, se encontré asociacion estadisticamente significativa de la EMR del dia
30 con la edad (p=0,04), con EMR negativa en el 63,15% en el grupo etario entre 8
y 11 afios, igual que en Sousa et al., con EMR negativa en el 73% entre 1 y 9 afios
(11). Existio también asociacion estadisticamente significativa entre las alteraciones
cromosomicas cualitativas (p=0,01) y cuantitativas (p=0,01) con la EMR del dia 30.
Las alteraciones t(12;21)-TEL-AML1, tetrasomias, trisomias e hiperdiploidia 57 XY
se asociaron con EMR negativa, lo que concuerda con la literatura, que las describe
a todas ellas como alteraciones citogenéticas asociadas a buena respuesta al
tratamiento inicial, ademas de ser de buen pronéstico (17).
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Las alteraciones cromosOmicas cualitativas encontradas, en orden de
frecuencia, fueron: t (9;22)-BCR-ABL, t (12;21)-TEL-AML1, t (1;19)-E2A-
PBX1,t(4;11) y t (15;17).

Las alteraciones cromosémicas cuantitativas encontradas, en orden de
frecuencia, fueron: 45 XY, trisomias, tetrasomias, 46 XX -9, +22 e
hiperdiploidia 57 XY.

Las dos alteraciones mas frecuentes de cada grupo en este estudio (t (9;22)-
BCR-ABL e hipodiploidia 45 XY) son de prondéstico desfavorable.

En la mayoria de los pacientes, el porcentaje de blastos inicial fue mayor al
25%, la EMR del dia 15 fue positiva (>0,01%) y la EMR del dia 30 también
fue positiva.

Se encontr6 asociacion estadisticamente significativa de la EMR del dia 30
con la edad (p=0,04), pero no con el porcentaje de blastos inicial (p>0,05).
De las alteraciones cromosomicas cualitativas y cuantitativas, la t(12;21)-
TEL-AML1, las tetrasomias, la hiperdiploidia 57 XY y las trisomias se

asociaron con buena respuesta al tratamiento inicial (EMR negativa).

5.2. Recomendaciones

47

1.

Investigar las caracteristicas de las zonas geogréficas con mayor incidencia
de leucemia linfoblastica aguda.

Elaborar estudios acerca de la sobrevida general y sobrevida libre de la
enfermedad a 5 afios y su relacidon con las alteraciones citogenéticas
descritas en este estudio.

Debido al gran numero de pacientes con citogenética desfavorable, justifica
el analisis de la secuenciacion génica con secuenciador (MiSeq) para
individualizar eventuales caracteristicas génicas propias de los pacientes

pediatricos de nuestro medio. Por esto, se sugiere su uso en estudios futuros.
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" SOCIEDAD DE LUCHA CONTRA EL CANCER DEL ECUADOR
MATRIZ GUAYAQUIL

Abril 4 del 2019
Oficio 2019-072-DI

Doctor

Pedro Barberin Torres

Decano Facultad de Ciencias Médicas
Universidad de Especialidades Espiritu Santo
Presente

De mis consideraciones:

Por medio del presente me permito saludarlo y, al mismo tiempo informo a usted
que ha sido autorizado el tema de trabajo de titulacién: “Estudo Epidemiolégico y
caracterizacion molecular de leucemia linfoblastica aguda en pacientes pediatricos
en SOLCA, Guayaquil, tratados desde febrero 2018 a agosto 2019”; trabajo que
serd realizado por el estudiante Nicolas Estefano Chisesi Decker, bajo Ia
supervision del Dr. Juan Carlos Ruiz.

Atentamente,

Dra: Tannia Rivera Rivera
Jefe. Dpto. Docencia e Investigacion.

C.c.: Archivo.
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Anexo 2. Hoja de recoleccidon de datos

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS
AUTOR: STEFANO NICOLAS CHISESI DECKER

HISTORIA
CLINICA:
EDAD: SEXO:

FENOTIPO B T
DE LLA:
1. AL MOMENTO DEL DIAGNOSTICO

ALTERACION ROMOSOMICA
CUALITATIVA:

ALTERACION CROMOSOMICA
CUANTITATIVA:

BLASTOS B PATOLOGICOS%:

2. AL DIA 15 POSTERIOR A LA TERAPIA INICIAL

BLASTOS B PATOLOGICOS% (EMR):

3. AL DIA 30 POSTERIOR A LA TERAPIA INICIAL

BLASTOS B PATOLOGICOS% (EMR):
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Anexo 3. Tabla de lugar de procedencia de la poblacion estudiada

Ciudad FRECUENCIA PORCENTAJE (%
Guayaquil, Tarqui 20 20,40
Guayaquil, Ximena 11 11,22
Guayaquil, Pedro Carbo 4 4,08
Guayaquil, Febres cordero 11 11,22
Guayaquil, Garciamoreno 1 1,02
Guayaquil, Pascuales 3 3,06
Guayaquil, Bolivar 3 3,06
Guayaquil, Lomas de 1 1,02
Sargentillo

Jipijapa 1 1,02
Letamendi 2 2,04
Manta 2 2,04
Quevedo 4 4,08
Quito 1 1,02
Milagro 3 3,06
Salitre 1 1,02
Vinces 1 1,02
Santa Elena 5 5,10
Los Rios 2 2,04
La Mana 1 1,02
Esmeraldas 1 1,02
El Oro 1 1,02
Playas 1 1,02
Balzar 1 1,02
Daule 4 4,08
Duran 3 3,06
El Empalme 2 2,04
El Triunfo 1 1,02
Loja 2 2,04
Mocache 1 1,02
Portoviejo 1 1,02
Puerto Lopez 1 1,02
Salinas 1 1,02
Santo Domingo 1 1,02
TOTAL 98 100
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Anexo 4. Cronograma de actividades

CRONOGRAMA

TIEMPO 2019-2020

metodoldgicas

y correcciones

Asesor clinico
(DR. JUAN
CARLOS RUIZ)

ACTIVID | PERSON
AD AL Septiem
Enero Febrero Marzo Abril Mayo Junio Julio Agosto o
ore
1234123411123 |411/2[3(4]11/2/3/4]12|3 12| 3 112/ 3/4]11/ 234
Investigador X x X )< X X X X X X
Elaboracion de ZT;;?:‘:
ficha técnica
CHISESI
DECKER
Asesor
metodoldgico
Revisiones (OR. JUAN XX X[ X
CARLOS RUIZ) X X

Revision de

bibliografia

Asesor
metodoldgico,

DR. JUAN
CARLOS RUIZ
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Aprobacion de

la ficha técnica

Autoridades de la
Facultad de

Ciencias Médicas

Elaboracion de

Anteproyecto

Asesor
metodoldgico
(DR. JUAN
CARLOS RUIZ)

Investigador

Asesor clinico

(DR. JUAN
CARLOS RUIZ)

. STEFANO
Sustentacion
NICOLAS
del
CHISESI
Anteproyecto DECKER
Recoleccion de
STEFANO
Datos
NICOLAS
o CHISESI
(historias
DECKER
clinicas)
Investigador
Asesor
Analisis metodoldgico
Estadistico (STEFANO
NICOLAS
CHISESI
DECKER)
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STEFANO X| X
Interpretacion NICOLAS

de datos CHISESI
DECKER
Primera Asesor X

L, metodoldgico
Revision de

) (DR. JUAN
Tesis CARLOS RUIZ)
Asesor X
Segunda
L metodoldgico
Revision de
) (DR. JUAN
Tesis CARLOS RUIZ)
STEFANO <%
Sustentacion NICOLAS
de Tesis final CHISESI
DECKER

Nombre del estudiante: Stefano Nicolas Chisesi Decker
Nombre del tutor: Dr. JUAN CARLOS RUIZ

Trabajo de titulacion: CARACTERIZACION MOLECULAR DE LA LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA EN
PACIENTES PEDIATRICOS, EN SOLCA, GUAYAQUIL, TRATADOS DESDE FEBRERO 2018 A SEPTIEMBRE 2019
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