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Correlacidn del perfil genético con la enfermedad minima residual al dia 15y al final de la
induccién en nifilos menores de 18 afios con diagndstico de Leucemia linfoide aguda de

precursores B, en un centro de referencia.

Resumen:

En nifios con Leucemia linfoide aguda se recomienda tomar estudios de citogenética y
alteraciones moleculares. En poblacion colombiana no se conoce la prevalencia de estos
hallazgos ni su asociacion con la enfermedad minima residual (EMR).

Objetivo:

Correlacionar los hallazgos del perfil genético con la Enfermedad minima residual (EMR) al
dia 15 de iniciado el tratamiento y al final de induccién en nifios menores de 18 afios con
diagnostico de Leucemia Linfoide Aguda de precursores B, en un centro de Referencia
desde enero de 2015 a julio de 2019.

Resultados:

Se analizaron 254 pacientes. Encontrando citogenética Normal en 178 (70,1%), anormal en
46(18%), de estos cariotipos anormales 25(9,8%) mostraban Hiperdiploidia. De las
alteraciones moleculares, la t(12;21) fue positiva en 26 (10,2%), t(9;22) en 8(3,1%), v
t(4;11) en 1(0,4%). La EMR al dia 15 en 70 (27%) pacientes se encontré <0,1%, 105 (41,3%)
tuvieron entre 0,1 a <10%, y 73 (28%) presentaron EMR >10%. Al final de la induccion 192
(75.5%) tenian EMR <0,01%. En la correlacién del perfil genético con la EMR, los que
presentaron EMR al dia 15 >10% 8/73 (10,9%) tenian la t(12;21), 7/73(9,5%) la t(9;22) y 1
(1,36%) la t(4;11). Se encontrd que tener translocacién 9;22 positiva tiene OR 18,9 (IC95%
2,27-156) con una p 0,001 para tener EMR >10% al dia 15; pero no se encuentra esta
asociacion al dia 33. Se necesitan mas estudios que permitan establecer la asociacién entre
alteraciones citogenéticas y moleculares con desenlaces como persistencia de enfermedad

minima residual.
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Introduccion:

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es el cancer mas frecuente en los nifios, constituye el
23% del total de las neoplasias en menores de 15 afios, con sobrevida en paises
desarrollados del 80-90% (Pui, 2006. Méricke,2010. Hunger, 2015) .

En los paises en vias desarrollo las tasas de sobrevida son menores que en los paises
desarrollados (Howard, 2008). En un estudio de Trujillo y cols 2016 estudiaron 119
pacientes, encontrando tasas de sobrevida global y libre de evento de 79,9% vy 73,3%
respectivamente.

El tratamiento se basa en la estratificacion en grupos de riesgo definido por caracteristicas
como edad al diagndstico, recuento de leucocitos al debut, linaje de las células leucémicas
ya sean Bo T, compromiso o no del sistema nervioso central, anormalidades citogenéticas
y moleculares, respuesta al tratamiento al dia 8, ademds de la medicion de enfermedad
minima residual medida por citometria de flujo al dia 15 y 33 de iniciado el tratamiento
(Ratei,20009).

La identificacion de estas anormalidades moleculares tiene importancia prondstica
(Pui,2006), pues muchas de ellas desregulan oncogenes o codifican proteinas que juegan
un papel en la leucemogénesis (Reshmi,2017). En los estudios de citogenética, se puede
caracterizar las alteraciones numéricas o estructurales de los cromosomas, ejemplo
hipodiploidia (menos de 45 cromosomas por célula leucémica) o hiperdiploidia (mas de 50
cromosomas), de estas la mas comUnmente involucrada es la ganancia del cromosoma
4,10,14,17 y 21, pero su rol aun no esta establecido (Roberts, 2015).

Los rearreglos moleculares varian en su prevalencia de acuerdo con la edad y el grupo de
riesgo, la t(12;21) se presenta en un 30,6 % en los nifios de 1 a 9 afios de riesgo estandar, la
t(9;22) que fusiona el oncogen ABL1 con la regién BCR del cromosoma 22, es mas
frecuente en adolescentes en un 5,9%, y la t(4;11) hasta en un 4,8 % en los nifiosde 1 a 9
afios del grupo de alto riesgo. Recientemente se ha descrito un subgrupo caracterizado por
un perfil de expresidon génica similiar al BCR-ABL 1, denominado Philadelphia like y este se

ha encontrado hasta en un 12,3% en los adolescentes. (Pui,2006. Mullighan,2014).



La EMR es un factor prondstico independiente de recaida, permite evaluar respuesta al
tratamiento. Los métodos comunmente utilizados para su deteccion son la citometria de
flujo para la deteccion de blastos leucémicos por aberrancia en su inmunofenotipo y el uso
de técnicas de analisis de PCR cuantitativa (QPCR) para el andlisis de rearreglos de
Inmunoglobulinas o del receptor de la célula T. La sensibilidad de la CMF, es un logaritmo
menor a las técnicas moleculares (1 x 10 #) (Briiggemann,2017). Ambas muestran tasas de
concordancias del 90% en la mayoria de estudios, usando el punto de corte para
determinar EMR negativa de 0,01% , se demuestran sobrevida global y libre de evento a 5
afios similar en las dos pruebas (Coustan-Smith E,2002. Wood, 2018). La mayoria de
discrepancias son frecuentemente encontradas en los pacientes que tienen niveles de EMR
<10*, en los cuales la CMF se reporta como negativa y gPCR es positiva , esto puede ser
explicado por la mayor sensibilidad de gPCR, en la deteccidn de blastos no viables, la
amplificacion no especifica de DNA normal o los cambios del inmunofenotipo posterior al
tratamiento. (Chen,2017).

El objetivo principal de este trabajo es identificar si hay correlacién del perfil genético
(citogenética y alteraciones moleculares recurrentes) con la presencia de enfermedad
minima residual medida por citometria de flujo al dia 15 y 33 de iniciado el tratamiento,
en nifios menores de 18 afios con diagndstico de Leucemia Linfoide Aguda de precursores

B, en un centro de Referencia.

Material y Métodos:

Tipo de estudio: Se trata de un estudio observacional descriptivo anidado en una cohorte.

Poblacion:

Criterios de inclusion:

Pacientes mayores de 1 afio y menores de 18 afios que ingresan al servicio de
Oncohematologia de la Fundacién Hospital de La Misericordia, se realice el diagndstico de
LLA de precursores By reciban tratamiento institucional. Previa aceptacion de participacion

en el estudio por los padres/cuidadores.



Criterios de exclusion:
Pacientes con LLA en recaida
Pacientes que no hayan recibido la fase de induccion del tratamiento en el servicio de

Oncohematologia pediatrica de la Fundacion HOMI Hospital de La Misericordia.

Tamafio de muestra:

Se analizaron los nifios con diagndstico confirmado de LLA de precursores B de novo que
consultaron a la institucion desde Enero 1 de 2015 a Julio 31 de 2019. Todos los pacientes
firmaron consentimiento de aceptacion de ingreso a tratamiento institucional para

paciente con LLA de precursores B.

Procedimientos para diagnostico de Leucemia Linfoide Aguda:

Dentro de la estrategia de tratamiento actual que se desarrolla en la Institucion, se toman
muestras de médula dsea a todos los pacientes con sospecha diagndstica de LLA. Las
muestras de médula dsea comprenden extendidos del aspirado para tinciones con giemsa y
evaluar la morfologia, cilindro de biopsia para evaluacion en caso de material insuficiente
del aspirado, muestra con heparina para estudio de citogenética y tubo con EDTA para
estudios moleculares. Primero se evalla la morfologia en el aspirado vy si esta es sugestiva y
orienta a leucemia linfoide aguda, se establece el diagndstico de acuerdo con los criterios
de la OMS. El inmunofenotipo se obtiene mediante técnica de citometria de flujo
(FACScanto I, Becton Dickinson Biosciences, San José, CA, EE. UU.) utilizando los paneles
Euroflow ALOT (cyCD3-v450, CD45-V500, cyMPO-FITC, cyCD79Ape, CD34-PerCPCy5.5,
CD19-PECy7 , CD7-APC, CD3-APCH7); Tubo 1B (CD20-V450, CD45-V500c, CD58-FITC,
CD66¢-PE, CD34-PerCPCy5.5, CD19-PECy7, CD10-APC, CD38-APCH7): Tubo 2B (smlgk-V450,
CD45-V500c, cylgM-FITC, CD33-PE, CD34-PerCPCy5.5, CD19-PECy7, slgM / CD17-APC,
smIgA-APCH7); Tubo 3B (CD9-PB / V450, CD45-V500c, TdT-FITC, CD13-PE, CD34-
PerCPCy5.5, CD19-PECy7, CD22-APC, CD24-APCH7) y Tubo 4B (CD21-V450, CD45-V500c,
CD34-PerCPCy5.5, NG2-PE, CD19-PECy7, CD123-APC, CD15-FITC, CD81-APCH7), siguiendo



las recomendaciones para la evaluacion del linaje (www.euroflow.org). Los datos se
analizan utilizando el software Infinicyt, v. 2.0 (Cytognos SL, Salamanca, Espafia). Para los
estudios de citogenética se realiza cariotipo con bandeo G para estados leucémicos y de
biologia molecular en busqueda de traslocaciones t(12:21),t (4:11) y t(9:22) de acuerdo a
las recomendaciones de la Guia de Practica Clinica y diagndstico de leucemia linfoide aguda
en menores de 18 afios (Linares, 2013). Con los datos de laboratorio tomados al
diagnostico, hemograma inicial, edad al diagndstico y respuesta a prednisona al dia 8,
evaluacion de médula 6sea al dia 15 y de final de induccidn los pacientes se estratifican en
grupos de riesgo. La evaluacion de Enfermedad Minima Residual medible por citometria de
flujo de manera estandar refleja la respuesta al tratamiento y se toma de manera rutinaria

al dia 15y al final de la induccién (dia 33 de iniciado el tratamiento).

Resultados esperados:
Describir la correlacidon entre las diferentes alteraciones genéticas y la Enfermedad minima
residual medida por citometria de flujo, en nifios mayores de 1 afio y menores de 18 afios

con diagndstico de novo de Leucemia Linfoide Aguda de precursores B.

Variables
Las variables que se tendrdn en cuenta en la recoleccion de datos se describen en el anexo

1. Con la definicion de desenlaces. (Ver suplemento).

Desenlaces:

Evaluacion de EMR al dia 15 define los pacientes de riesgo estandar con CMF < 0,1%, los de
riesgo intermedio entre >0,1% y <10% y los de alto riesgo >10%.

Evaluacion de EMR al final de la induccién (dia 33 de iniciado el tratamiento) medida por
citometria de flujo, se define EMR negativa con punto de corte 0,01%.

Remision al final de induccién: Por criterios morfoldgicos es el recuento de células blasticas

en médula dsea(MO) M1: <5% de blastos en un conteo de 500 células.



Falla de la induccién: Extendido de MO con un recuento de mas del 5 % de los blastos, en
un conteo de 500 células.
Muerte en la induccién: Muerte ocurrida durante los primeros 33 dias de iniciado el

tratamiento y hasta una semana después de finalizada esta fase de induccion.

Tabla 1. Clasificacidén de riesgo segun la estrategia de protocolo BFM ALLIC 2009.

Riesgo Distribucion de Definido como: Edad mayor de 1 afio y menor de 6
Estandar: pacientes segun afios. Recuento inicial de glébulos blancos menor
clasificacion ALL IC- | de 20.000/mm?3. SP en el dia 8 menor de 1000
BFM2009. blastos por mm3. Dia 15 CMF < 0.1% o MO
13% M1/M2. M1 en la MO del dia 33.
Riesgo alto 21% Definido como SP en el dia 8 > de 1000

blastos/mm?3. Rl y CMF dia 15 > 10% o M3- en la
MO del dia 15. RSy CMF dia 15> 10%. M2 o M3 en
el dia 33. Traslocacion 9;22,0 t(4;11) o Hiploidia <
44 cromosomas.

Riesgo 66% Todos los pacientes que no sean estratificados
intermedio como RS o RA.

Siendo Edad mayor de 6 afios. Recuento inicial de
glébulos blancos mayor de 20.000/mm?. SP en el
dia 8 menor de 1000 blastos por mm3. Dia 15 CMF
>0.1% o <10% ,MO M1/M2. M1 en la MO del dia
33.

Tabla de elaboracion propia.

Consideraciones éticas:

A nivel nacional segun la Resolucién 008430 de Octubre 4 de 1993, por la cual se
establecen las normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en salud,
Titulo II: de la Investigacidn en Seres Humanos, Capitulo |: de los Aspectos Eticos de la
Investigacion en Seres Humanos: en toda investigacion en la que el ser humano sea sujeto
de estudio, debera prevalecer el criterio del respeto a su dignidad y la proteccion de sus

derechos y bienestar (Articulo 5), segin su articulo 11, esta investigacion se clasifica sin



riesgo, en la cual no se realiza intervencién o modificacion intencionada a variables de los

individuos sujetos a estudio, se basa en métodos de investigacion documental.

Se utiliza informacion suficiente, se explica la toma de datos de los sujetos de estudio en
términos sencillos y actuales. En este caso la unidad de recoleccion utilizada, es la revision
de la historia clinica, estos datos son registrados de manera estandarizada, ya que por
estrategia de tratamiento actual se toman de rutina bajo protocolo institucional, estudios
moleculares y citogenéticos al momento del diagndstico, y se evalla respuesta a
guimioterapia cuantificando enfermedad minima residual por medio de citometria de flujo.
Esta recoleccion de informacion se hizo previo consentimiento informado, se aclara a los
sujetos de estudio que se utilizara de manera confidencial, en los cuales sus datos seran
anonimos e identificados por un nimero consecutivo. No se tomaron muestras adicionales.
El presente estudio fue aprobado por el comité de ética de ética institucional Acta No.010

CEl 29-18 y se acompafia el envio con la carta de aprobacion por parte de dicho comité.

Resultados:

Se analizaron 254 pacientes diagndsticados con LLA desde Enero de 2015 a Julio de 2019,
con una mediana de edad de 6 afios (1-17), 138 varones (54,3%) para una relacién 1,18:1,
mediana de leucocitos al diagndstico de 10.545, se encontraron 25 pacientes que fueron

hiperleucocitarios (>100.000 ul), siendo el 9,8% de la pacientes analizados. Se clasificaron
en el grupo de riesgo estandar 29 (11,4%) pacientes, riesgo intermedio 134 (52,8%) y 91

(35,8%) estuvieron en el grupo de alto riesgo.

Los estudios de citogenética se realizaron en 241 pacientes (94,8%). Los hallazgos mas
frecuentes fueron: Normal 178 (70,1%), anormal en 46 (18%), de los cuales mostraban
Hiperdiploidia 25 (9,8%), hipodiploides 6 (2,4%), con trisomia 21 7(2,75%), no se obtuvo
ningun cariotipo complejo y se presentaron otros hallazgos no contenidos dentro de las
alteraciones anteriores en 8 (3,15%). En 17 pacientes (7,4%) no se obtuvieron metafases

para su analisis, y en 13 pacientes (5,1%) no se realizo.



Con respecto a las alteraciones moleculares la traslocacion mas frecuente fue t (12;21) se
realizo en 213 (83%) pacientes, fue positiva en 26(10,2%). La t(9;22) se realizd en 234
(92,1%) pacientes siendo positiva en 8 (3,1%), v la t(4;11) se realizd en 214 pacientes y fue

positiva en 1(0,4%).

De los pacientes analizados 208 (81,9%) tuvieron buena respuesta al corticoide y 40
(15,7%) tuvieron mala respuesta a esteroide, no se evalud respuesta a esteroides en 6
pacientes (1,6%). Se evalud la EMR por CMF al dia 15 en 248 pacientes (6 fallecieron antes
de ese dia), 70 (27%) pacientes tuvieron EMR <0,1, 105 (41,3%) tuvieron entre 0,1 a <10%,
y 73 pacientes (28%) presentaron EMR >10%. Al final de la induccién 192 (75.5%)
pacientes alcanzaron EMR <0,01%, 35 (13,77%) pacientes tuvieron EMR entre 0,01 a <1%,

10 (3,9%) presentaron >1% con fallo en la induccidn.

De los 70 pacientes que tuvieron EMR al dia 15 <0,1% 7 (10%) tenian t(12;21) positiva, 48
pacientes (68,5%) tuvieron estudios de traslocaciones negativos. Los 105 pacientes que
tuvieron EMR entre >0,1 y <10%, se encontraron negativas las alteraciones moleculares
evaluadas en 72 pacientes (69,2%), 1/104 (0,95%) tenia t(9;22), 11/104 (10,4%) tenian la
t(12;21) y ninguno tenia la t(4;11), por ultimo los que presentaron EMR al dia 15 >10%
fueron 73 pacientes, de ellos 41 pacientes (56,1%) tuvieron estudios negativos para las
traslocaciones recurrentes, en 8/73(10,9%) se encontro t(12;21), 7/73(9,5%) tenia t(9;22)
v 1(1,36%) presentd la t(4;11). Con respecto a las alteraciones citogenéticas, se proceso el
cariotipo con bandeo Gy fue evaluable en 224 pacientes, en 164 fue normal (72,9%), en 25
pacientes se encontré cariotipo Hiperdiploide, 7 de estos pacientes tuvieron EMR al dia 15
<0,1%, 10 entre >0,1y <10%, 7 210% vy en 1 paciente no se pudo evaluar. De los 6
pacientes que presentaron un cariotipo Hipodiploide 1 presenté EMR al dia 15 <0,1%, 3
entre >0,1y <10%, 2 >10%. De los 10 pacientes que tuvieron EMR al dia 33 >1% solo 1

tenian los estudios de cariotipo anormal.



Al final de la induccion (dia 33), se evalué EMR en 237 pacientes. De los 192 pacientes que
tuvieron EMR <0,01, (81%), en 118 pacientes (61,4%) se obtuvieron estudios negativos
para las traslocaciones recurrentes, 22(11,45%) tenian la t(12;21), 5(2,6%) presentaron la
t(9;22) y ninguno la t(4;11). De los 10 pacientes, que presentaron EMR >1% en 7 (70%) no
se encontraron alteraciones para los estudios moleculares de las traslocaciones
recurrentes, 1 no se tomo la t(4;11) en 2 no se tomaron estudios de traslocaciones para
t(12;21) y 1 fue positivo para t(12;21).

En el analisis bivariado entre EMR al dia 15 y alteraciones moleculares se encontrd que
tener traslocaciéon 9;22 positiva tiene OR 18,9 (IC95% 2,27-156) p 0,001 para tener EMR
>10% al dia 15; pero no se encuentra influencia en la EMR al dia 33 de iniciado el

tratamiento.

En la tabla 2 se describe la poblacién analizada segun sus caracteristicas demograficas.

Tabla 2. Tabla demografica

Numero %
Género Femenino 116 45,7%
Masculino 138 54,3%
Leucocitos al
diagnostico
< 20000 160 63%
20001 — 99999 69 27,2%
> 100000 25 9,8%
Cariotipo Normal 178 70,1%
Hipodiploide 6 2,4%
Hiperdiploide 25 9,8%
Complejo 0 0
Sin metafases 17 6,7%
No realiza 13 5,1%
Sindrome de Down 7 2,75%
Otros hallazgos 8 3,15%
Translocacion 9;22 Negativa 226 89%
Positiva 8 3,1%




No se hizo 20 7,9%

Translocacién 4;11 Negativa 213 83,9%
Positiva 1 0,4%

No se hizo 40 15,7%

Translocacién 12;21 Negativa 187 73,6%
Positiva 26 10,2%

No se hizo 41 16,2%

Riesgo Estandar 29 11,4%
Intermedio 134 52,8%

Alto 91 35,8%

Respuesta a Corticoide Buena Respuesta 208 81,9%
Mala Respuesta 40 15,7%

No se Evalud 6 2,4%

CMF al dia 15 <0,1% 70 27,6%
0,1% a 10% 105 41,3%
>10% 73 28,7%

NA 6 2,4%
CMF al dia 33 <0,01% 192 75,5%
0,01% a 1% 35 13,7%
>1% 10 3,9%
NA 17 6,69%
16/17Muerte
en induccién
1/17
Traslado
Evento Falla de remisién por 6/237 2,5%
morfologia al final de
la induccion
Traslado 11 4,3%
Muerte en Induccion 16 6,3%

En la tabla 3 se presenta la comparacién de la prevalencia de alteraciones citogenéticas y
moleculares reportada en poblacién caucasica y lo encontrado en la muestra caracterizada.

Tabla 3. Prevalencia de alteraciones citogenéticas y moleculares



Citogenética Prevalencia Encontrada Comentario
reportada
(Roberts, 2015)

Hiperdiploidia 20-30% 9,8% Prondstico favorable

con mas de 50

cromosomas

Hipodiploidia 2-3% 2,4% Es caracterizada por dos

con menos de subtipos: Cercana a la Haploidia

44 cromosomas con 24 a 31 cromosomas(
Mutaciones activadoras del Ras
y de IKZF3) y baja hipodiploidia
con 32 a 39 cromosomas con
alteraciones de
TP53,CDKN2A/B,RB1 e IKZF2.

Molecular Prevalencia Encontrada Comentario

reportada

t(12;21) 15-25% 10,2% Prondstico favorable

t(9;22) 2-4% 3,1% Enfermedad de alto riesgo con

t(4;11) 1-2% 0,4% probabilidad de falla al
tratamiento y recaida

CRLF2 5-7% * Pobre prondstico, incrementa

Ph-Like 10-15% * su prevalencia con la edad.

*Estas alteraciones moleculares no fueron estudiadas en este grupo de pacientes.
Fuente: Adaptado de Roberts,2015.

Figura 1. EMR al dia 15 y principales alteraciones citogenéticas encontradas en la muestra

analizada.
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Tabla 4. Correlacién entre las alteraciones molecularesy la EMR al dia 15 y dia 33.



Traslocaciones | CMF Dia | CMF Dia | CMF Dia CMF CMF Dia | CMF Dia
15>10% | 150,1- | 15<0,1% | Dia33 | 33>0,01 | 3321%
<10% <0,01% al%
T9:22(8/254) 1 7 1 0 5 2 0
muerte en
induccién
T4:11(1/254) 1 0 0 1
T12:21(26/254) 8 11 7 22 2 2
1 muerte en
induccién

Figura 2. Alteraciones moleculares* vs EMR al dia 15.
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*Solo se encontro 1 paciente con t(4;11).

Figura 3. Alteraciones moleculares vs EMR al dia 33.
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Discusidn:
Es conocida la asociacidon entre la presencia de algunas alteraciones molecularesy

desenlaces como persistencia de enfermedad o recaida, el objetivo principal de este
trabajo es correlacionar los hallazgos del perfil genético de una cohorte de 254 pacientes
pediatricos mayores de 1 afio y menores de 18 afios, con diagndstico de novo de LLA B que
ingresaron a un centro de referencia e iniciaron tratamiento segin protocolo Institucional,
con la presencia de Enfermedad minima residual medible por citometria de flujo al dia 15y

al final de la induccion.

Al revisar la adherencia a las recomendaciones de |la Guia de Practica Clinica (GPC)
Colombiana para el componente del diagndstico molecular en LLA, se recomienda tomar
cariotipo y 3 alteracion recurrentes por métodos de biologia molecular (Linares,2013). En
este grupo de pacientes se siguieron esas recomendaciones y se encontrd que el 95% de
los pacientes tuvieron estudios moleculares,y es en el primer semestre de 2015 donde se
encuentra la mayor frecuencia de estudios no tomados. A partir de 2016 todos los

pacientes tuvieron la totalidad de los estudios moleculares.

Se observo al debut casi un 10 % de los pacientes presentaban gran carga tumoral con
leucocitos mayor de 100.000 ul, ademas de mayor frecuencia de distribucion de pacientes
en el grupo de riesgo alto en un 35,8% vs 21% de |lo estimado segun la estrategia del

protocolo ALL-IC BFM 2009 (Stary, 2014).

De los pacientes analizados lo mas frecuente en los estudios citogenéticos fue encontrar un
cariotipo normal, se presentd una prevalencia similar a lo reportado en la literatura en
cuanto a hipodiploidia, t(9;22) y t(4;11), pero menor frecuencia en hiperdiploidia y t(12;21),
gue son alteraciones asociadas a mejor prondstico (Roberts,2015). De la cohorte analizada
de 254 pacientes (2,8%) tuvieron Sindrome de Down, sus desenlaces y caracteristicas
bioldgicas merecen un subanalisis separado que escapa a los objetivos propuestos dentro

de este trabajo.



Los estudios de citogenética permiten evaluar anomalias cromosdmicas numéricas y
estructurales grandes de >3 a 5Mb de DNA, pero hay limitantes que escapan a la
sensibilidad de esta prueba como anormalidades intersticiales o traslocaciones cripticas.
Las técnicas de FISH permiten evaluar por medio de sondas para genes especificos que
estan frecuentemente involucrados, estas pruebas son rapidos y confiables, actualmente
son el gold estandar del diagndstico inicial de las malignidades hematoldgicas
(Prakash,2016). En la literatura se encuentra hasta un 30 % cariotipos hiperdiploides
(Hunger,2015). Para las alteraciones moleculares de un 15-25% para la t(12;21) que es la
mas prevalente (Roberts,2015). En este estudio solo se evalud las 3 alteraciones
moleculares mas frecuentes, de acuerdo a las recomendaciones de la GCP para diagndstico
y tratamiento de LLA en menores de 18 afios, en la muestra 192 pacientes tenian todos los
estudios realizados (cariotipo y traslocaciones) y de ellos se encontro en 125/192 (65,1%)
todas las pruebas negativas (cariotipo normal y las traslocaciones negativas). La gran
proporcidon de pacientes con estudios moleculares negativos plantea la necesidad de
complementar el perfil genético con la busqueda de otras anomalias frecuentes como el
recientemente descrito subgrupo de expresion tipo Ph like, que se caracterizan por la
sobre-expresion de receptores tirosin kinasas y tienen una prevalencia de 10-15% en nifios,
en adolescentes y adultos jovenes del 25% (Roberts,2015.Chiaretti,2016). La prevalencia
de este subgrupo puede variar con la etnia, en hispanos dentro de este grupo se presenta
con un 50% de sobreexpresion del gen CRLF2 (Harvey,2010). En grupos de alto riesgo las
deleciones en IKZF1 (también conocido como IKAROS) que presentan en un 29%
(Roberts,2015). Estos son algunos de los subtipos no estudiados en la actualidad en nuestro

medio.

En la correlacién del perfil genético con la EMR, en los pacientes que tuvieron alteraciones
moleculares positivas como la t(9;22), se observd una mayor carga de enfermedad medida
al dia 15, esta traslocacion fue positiva en 8 pacientes, y en 7 se encontré una CMF al dia 15

> 10%. Sin embargo todos entraron en remision al final de la induccion con EMR <0,01%.



Como hallazgo interesante 2 pacientes con t(12;21), presentaron EMR >1% al dia 33 de
iniciado el tratamiento, la t(12;21) se ha relacionado con mejores tasas de remision
completa (Pui, 2017). Solo se encontro t(4;11) positiva y esta presento al dia 15 una EMR

>10% pero entro en remision al final de la induccion.

La inclusion de la EMR ha mejorado la evaluacion de la respuesta al tratamiento y la
estratificacion del riesgo para el manejo clinico, dada la fuerte correlacion entre la EMR y
el prondstico, esta ha sido incorporada en multiples ensayos que exploran su utilidad para
orientar la terapia dirigida a riesgo del paciente (Chen,2017). Puede utilizarse para la
identificacion de pacientes que pueden manejarse con régimenes de baja intensidad y
toxicidad, asi como aquellos que requieren intensificacion de la terapia (Campana,2017.
Chen,2017.Pui,2017). En la muestra analizada, un 28,7 % de la poblacion presentaba una

CMF al dia 15 210% v estos recibieron quimioterapia para riesgo alto durante la induccion.

La medicién mas sensible se logra actualmente por técnicas como CMF y gPCR, el umbral
de EMR gue han demostrado los estudios recientes es de 0,01%, y es util para identificar
pacientes que tienen un peor resultado clinico, en especial en el subgrupo de alto riesgo
(Wo0d,2018), Las técnicas de cuantificacion de EMR tienen un limite inferior de deteccion,
por lo tanto la negatividad no es sindnimo de ausencia de enfermedad residual, razén por
la cual puede usarse el término de “Enfermedad residual medible” en lugar de
“Enfermedad minima residual” (Briggemann,2017). Este es un factor prondstico
independiente, en los nifios que presentan una EMR >0,01% se reporta de 3 a 5 veces mas
riesgo de falla al tratamiento y muerte (Hunger, 2015). En la cohorte analizada se encontré
en el andlisis bivariado, una asociacion entre EMR al dia 15y tener translocacion 9;22
positiva tiene OR 18,9 (IC95% 2,27-156) p 0,001 para tener EMR >10% al dia 15; pero, no
se encuentra asociacion entre esta misma alteracion molecular y la EMR al dia 33,
posiblemente tiene relacion con que el inicio del Imatinib generalmente se da posterior al
dia 15, que es cuando el clinico tiene el resultado de laboratorio de la translocacién. En los

demds analisis no se encontraron diferencias estadisticamente significativas.



En este trabajo se observé mas carga tumoral al diagndstico, mayor frecuencia de

pacientes en el grupo de alto riesgo, una gran proporcion de pacientes con estudios

moleculares negativos, esto deja en claro que existen otras anormalidades genéticas no

estan siendo detectadas como es el grupo Ph like, para lo cual se propone una idea de

flujograma de diagndstico inicial que permita ampliar el estudio genético (Ver flujograma

1).

1.Flujograma de estudios moleculares

Sospecha de Leucemia linfoblastica B jm

Inmunofenotipo

Citogenética

Si detecta alteraciones numéricas como

Hiperdiploide/Hipodiploide, no es Ph
Like

Si es Cariotipo es normal o encuentra
otras; se realiza FISH CRLF2 y LDA para
estudio ph Like

Adaptado de Siegele,2018

Conclusion:

Se encontro que la poblacién estudiada tuvo mayor frecuencia de distribucion en el grupo

Molecular

Toma de traslocaciones si detecta

t(12;21),t t(9;22) o rearreglos del gen
MLL. No es Ph Like

Sin traslocaciones positivas; realizar
FISH CRLF2 o LDA para Ph Like

de alto riesgo. Respecto a los hallazgos de citogenética la prevalencia es similar a lo

reportado en la literatura en hipodiploidia, t(9;22) y t(4;11), menor frecuencia de

hiperdiploidia y t(12;21), alteraciones moleculares relacionadas a mejor prondstico, sin

asociarse claramente con mayor EMR al dia 15 v al dia 33. Se plantea la necesidad de



ampliar los estudios genéticos que actualmente se realizan, dado que hay una proporcién
grande de pacientes con cariotipos normales y traslocaciones negativas, de esta manera se
podria detectar subgrupos especificos frecuentes como por ejemplo el espectro
denominado Philadelphia Like en los pacientes de alto riesgo, esto puede ser una estrategia
util que mejore los resultados de tratamiento. Por Ultimo se describid las frecuencias
actuales de EMR medida por citometria de flujo tanto al dia 15 como al dia 33 de iniciado el
tratamiento, esta herramienta disponible en el pais, abre el camino a estudios de
seguimiento posteriores, que demuestren su asociacién con desenlaces como recaida y

persistencia de enfermedad.
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Anexo 1. Variables evaluadas y categorizadas para pacientes con LLA de precursores B.

VARIABLE DESCRIPCION NATURALEZA UNIDAD DE
MEDICION
Edad Edad en afios cumplidos al Cuantitativa- Afos
momento del diagndstico Razén-
Discreta
Género Sexo bioldgico Cualitativa- 0. Femenin
Nominal- 0
Dicotdémica 1. Masculin
0




Fecha de Fecha de consulta cuando se realiza | Cuantitativa- dd/mm/aaaa
diagndstico diagnostico Razoén-
Discreta
Leucocitos al Numero de leucocitos en el primer | Cuantitativa- /Mm3
Diagndstico hemograma al ingreso a la Razoén-
institucion Continua
Respuesta al Numero absoluto de blastos en Cualitativa- 1 Buena
dia 8 hemograma tomado al completar 8 Nominal- respuesta
dias de esteroide: buena respuesta Dicotdmica | 2 Mala respuesta
< de 1000 blastos o mala respuesta
> de 1000 blastos
Estatus SNC Andlisis de LCR Cualititiva - Status 1
Nominal Status 2
Status 3
Riesgo Definido como Cualitativa 1 Riesgo
Riesgo Estandar: SP en el dia 8 estandar
menos de 1000 blastos por mm3.
Edad mayor de 1 afio y menor de 6 2 Riesgo
afios. Recuento inicial de glébulos intermedio
blancos menor de 20.000/mm?. Dia
15 CMF<0.1% 0 MO M1/M2. M1 3 Riesgo alto
en la MO del dia 33
Riesgo alto: Rly CMF dia 15 > 10% o
M- en la MO del dia 15. RSy CMF
dia 15> 10%. SP en el dia 8 > de
1000 blastos/mm?3. M2 o M3 en el
dia 33. Traslocacion 9;22. Hiploidia
<44
Riesgo intermedio: Todos los
pacientes que no sean
estratificados como RS o RA
Inmunofenotip Los diferentes estadios de Cualitativa Panel ALOT
0 maduracion de las células B nominal
neoplasicas en las muestras de Tubo 1
meédula dsea, se empleara el Panel
de Screening de Euroflow una Tubo 2
combinacién de 8 fluorescencias
distintas que incluyen marcadores Tubo 3




reportados en la literatura que

permiten la identificacion y Tubo 4
caracterizacion fenotipica de
leucemias agudas de linaje B
Médula dsea Cuantificacion de blastos por Cualitativa M1
del dia 15 morfologia nominal M2
evaluacion M3
morfoldgica

Médula dsea
del dia 15 por

Cuantificacion de blastos por CMF

Cuantitativa-

% blastos en

Razon- CMF
CMF Continua
Médula dsea Cuantificacion de blastos por Cualitativa M1
del dia 33 morfologia nominal M2
evaluacion M3
morfoldgica
Remisién al Definir estado de remision al final Cualitativa- O:no 1:si
Final de la de induccién Dicotdmica
Induccién
EMR al final de | Cuantificacion de blastos por por Cuantitativa- 0: negativa
la Induccion CMF Dicotomica (menor de
0,001)
1: positiva (> de
0,001)
Cariotipo para Estudios de citogenética Cualitativa Resultado de
estados correspnden al cariotipo para cariotipo
leucémicos estados leucémicos por técnicas
convencionales de bandeo Gy Q.

Traslocacion Resultado del analisis por biologia Cualitativa- 1Si
9;22 molecular de la traslocaciéon en Nominal- 2 No
médula ésea en el momento del Dicotdémica

diagnostico
Traslocacion Resultado del analisis por biologia Cualitativa- 1Si
12;21 molecular de la traslocaciéon en Nominal- 2 No
médula ésea en el momento del Dicotdmica

diagnostico




Traslocacion Resultado del analisis por biologia Cualitativa- 1Si
4;11 molecular de la traslocaciéon en Nominal- 2 No
médula ésea en el momento del Dicotdémica
diagnostico
Estado vital Estar vivo o muerto Cualitativa- 0. Vivo
Nominal- 1. Muerto
Dicotdémica
Fecha estado | Fecha en que se presenté la muerte | Cuantitativa- dd/mm/aaaa
vital o ultimo control vivo Razon-
Discreta

DEFINICION DE DESENLACES (Tomado de Sarmiento,2019).
- Muerte en la induccién: Ocurre en la fase IA (durante los primeros 33 dias de iniciado el

tratamiento) o hasta una semana después de finalizado.

-Falla de la induccion: mas del 5 % de los blastos en la médula ésea al final de la induccidn.

-Traslado: cambio a otro centro de tratamiento por la decision del asegurador (se tomo la

fecha en la que el paciente sale del Hospital de La Misericordia hacia otra institucion).

Anexo 2.

Tabla 5. EMR al dia 15 vs alteraciones citogenéticas

CMF Dia | NUumero % Cariotipo | Hiperdiploide | Hipodiploi Sd Otra | Nose
15 Normal de Down s realiz
0
<0,1% 70 27% 48 7 10
0,1a 105 41,3% 73 10 13
<10
>10% 73 28% 53 2 2 2 7
NA* 2,36% 4 0 0
Tabla 6. EMR al dia 33 vs alteraciones citogenéticas
CMF Numero % Cariotip | Hiperdiploid | Hipodiploi Sd Otras | Nose
Dia 33 o normal e de Dow realiz
n 0




<0,01 | 192/237 81% 133 22 24
%
>0,01- 35 14,76% 25 1 5
1%
>1% 10 4,21% 9 0 0
NA* 17/254 6,69% 11 2 1

*NA se obtuvieron 16 muertes en induccién y 1 traslado en induccion.
Para la descripcién se realizd sobre 237(254-17).




