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CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Descripcion del problema

Para determinar la enfermedad minima residual (EMR) es por medio del método de
citometria de flujo que sirve para discriminar las células fisiolégicas normales,
inmunofenotipo o reordenamiento, inmunoglobulinas de leucemia, y genes de
Células T, ademas de otro método como transcripsiones de genes de fusion por
reaccion de cadena polimerasa cuantitativa en tiempo real (PCR), el PCR puede
detectar hasta un 95% de EMR en los pacientes con leucemia linfoblastica aguda
(LLA). Siendo alrededor del 30% al 40% de los pacientes con LLA precursoras de
células B, y del 10% al 20% de los pacientes con LLA de células T, tienen
aberacciones cromosomicas especificas que se pueden usar para deteccion de

enfermedad minima residual.

En los Utimos 10 afios la aplicacion de la EMR, en la LLA se ha expandido en un
namero limitado de estudios en Europa y los Estados Unidos a la aplicacion
mundial. La EMR se usa para describir la enfermedad que no es detectable por
citomorfologia convencional, esta se detecta mediante métodos de citometria
molecular y de flujo para monitorizar con mayor precision la cinética de la

enfermedad durante y después del tratamiento (1).

Varios estudios tanto en LLA infantil y en adultos han demostrado que la EMR es
como resultado el factor prondstico altamente relevante, ademas para la
estratificacion del tratamiento. En el grupo multicéntrico Aleman para LLA en
adultos (GMALL), Europeo (PETHEMA), y 23 estudios posteriores confirmaron el
impacto prondstico independiente de EMR después de la induccién y consolidacion
precoz, con diferentes esquemas de tratamiento de quimioterapia. El resultado
negativo de la EMR en paciente con Leucemia linfoblastica aguda demuestra un
aumento en la sobrevidas; un pequefio subgrupo con EMR positivo en el dia 14
del tratamiento, siendo el 10% de pacientes son de mal pronésticoy la SLP y SG
de 9 y 21 meses respectivamente; sin embargo, la EMR en ese momento perdié

impacto prondstico (2).



En pacientes con LLA el diagnostico con EMR, ya no, es una herramienta de
investigacion clinica, para los ensayos clinicos solamente, si no que se han

convertido en parte de la atencidn diagndstica y tratamiento del paciente.

La EMR debe estar disponible en las instituciones para la evaluacion de la
respuesta y prondstico del tratamiento en cada paciente con LLA individual, se
priorizara los grupos de riesgo y el tratamiento adecuado. Durante las fases iniciales
de la quimioterapia proporciona una base confiable de sensibilizacion con el

farmaco con los Linfoblastos Leucemicos (2, 3).

Actualmente, todos los pacientes pediatrico y adultos con LLA en los paises
occidentales estan siendo monitorizandos con técnicas de EMR para evaluar la
efectividad del tratamiento y asignar a los pacientes en grupos de riesgo basados
en EMR negativo (< de 0.01 o < 10-4); obteniendo muy pocas probabilidades de

recaida de aproximadamente el 3-5% (3).

La tasa de mortalidad y de recaida en la poblacién de pacientes con LLA, en el
estudio cohorte retrospectivo que recibieron Induccion en los Hospitales de Lima —
Peru (2018), se obtuvo una tasa de mortalidad de 32.5% y una tasa de recaida
66.1%, respectivamente en pacientes con alto y muy alto riesgo, este es un estudio
base en nuestra poblacion para determinar los factores predictores de recaida y
tener un tratamiento oportuno y eficaz para disminuir las altas tasas de mortalidad
y de recaida. Uno de los factores prondstico se evidencia la EMR como predictor
en el dia 15 y al finalizar la induccion, pero solo en hospitales como EsSalud y el
Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas se cuenta con estudios
moleculares y de citometria de flujo, otros hospitales de MINSA, no cuentan con
estos estudios. Se deben realizar mas estudios en Peru con la finalidad de mejorar

la calidad de vida de los pacientes.

Por otro lado, es recomendable la estandarizacion de los estudios moleculares en
mas hospitales del MINSA, y a su vez tener un registro a nivel nacional con estos
resultados para mejorar el tratamiento de induccion y tener mejor criterio para el
tratamiento complementario en pacientes que no requieren, en la actualidad, no se
cuenta con estudios a nivel nacional sobre el beneficio de EMR como predictor de

recaida y sobrevida en pacientes con leucemia linfoblastica aguda.



1.2 Formulacién del problema

¢,De qué manera la enfermedad minima residual es predictor de recaida después
de la induccién en adolescentes con leucemia linfoblastica aguda células B en INEN
entre el 2014 al 20167

1.3 Objetivos

Objetivo general

Determinar si la enfermedad minima residual es predictor de recaida después de la
Induccion en adolescentes con Leucemia Linfoblastica aguda Células B en INEN
de 2014 al 2016.

Objetivos especificos

Determinar si la enfermedad minima residual es predictor de recaida después de la
Induccion segun la Edad en Adolescentes con Leucemia Linfoblastica Aguda en
INEN entre el 2014 al 2016.

Determinar si la enfermedad minima residual es predictor de recaida después de
la Induccion segun el sexo en Adolescentes con Leucemia Linfoblastica Aguda en
INEN entre el 2014 al 2016.

Determinar si la enfermedad minima residual es predictor de recaida después de la
Induccién en Adolescentes con Leucemia Linfoblastica Aguda segun el tipo en
INEN entre el 2014 al 2016.

Determinar si la enfermedad minima residual es predictor de recaida después de la
Induccién en Adolescentes con Leucemia Linfoblastica Aguda segun el Riesgo en
INEN entre el 2014 al 2016.

Determinar si la enfermedad minima residual es predictor de recaida después de la
Induccion segun el Método de estudio en Adolescentes con Leucemia Linfoblastica
Aguda en INEN entre el 2014 al 2016.



1.4 Justificacién

El estudio y busqueda de EMR sirve como factor prondéstico en determinar el riesgo
de recaida, y dependiendo el resultado que se tenga posterior a la induccion, la
EMR tendra relacion en un buena o pobre sobrevia libre de progresion y sobrevida
gobal. El riesgo de recaida es directamente proporcional al nivel de EMR
determinada en diferentes puntos del tratamiento, por medio de los métodos de

citometria de flujo y PCR.

Hasta el momento no se ha evidenciado que con el resultado negativo de la EMR
en pacientes con leucemia linfoblastica aguda la intensidad del tratamiento se debe
disminuir, se ha evidenciado que con el tratamiento de quimiterapia estandar en

este grupo de pacientes hay un mejor resultado en las sobrevidas.

Los valores referenciales estandares a nivel internacional de la EMR es de 0.001 6
10-4, estudios para identificar la EMR posterior a la quimioinduccion en pacientes
adolescentes con leucemia linfoblastica aguda e identificarlo como principal factor
prondstico para asi determinar un tratamiento de quimioterapia intenso vs estandar

con el fin de no tener toxicidad limitante y riesgo de morbimortalidad

Como resultado de los estudios sobre la EMR con resultado positivo al final de la
induccion tiene mayor riesgo de recaida de un 14% y con ello, menor sobrevida libe
de progresion y global, algunos estudios demuestran que la determinacién de EMR
con resultado positivo en el dia 15 demuestra un mayor riesgo de recaida de un
50% a corto plazo y por ello requiere, un tratamiento posterior intenso y/o trasplante

de células progenitoras.

Actualmente, se ha intensificado los estudios para determinar la EMR posterior a la
induccion en Leucemia linfoblastica aguda en ambos grupos etarios por ser un
factor de riesgo importante, demostrando una mejor sobrevida libre de progresion
hasta un 80% con resultado negativo y un 30% con EMR positivo en cinco afos de
seguimiento. Por tal motivo, es la importancia de determinar la EMR que nos indica

la relacién con la recaida y la sobrevida.



1.5 Viabilidad y factibilidad

El presente estudio a investigar, es viable tiene conocimiento la institucion donde
se realizara la muestra. El instrumento para obtencion de la informacion son las
historias clinicas ademés de los datos proporcionados por &rea de citometria de
flujo (No contamos con PCR para EMR).

Este proyecto es factible, ya que, se cuenta con los recursos econémicos, humanos
e informaticos que se utilizaran para el desarrollo de la investigacion sin

dificultades.



CAPITULO II: MARCO TEORICO
2.1 Antecedentes

Cardenas-Araujo D et al., en 2018, publicaron el estudio retrospectivo e identifico la
EMR como herramienta con mas valor prondstico, para predecir los resultados en
nifos, adolescentes, adulto joven con LLA, en conclusién la EMR positiva informa
que paciente debe recibir un tratamiento mas intenso para mejor prondstico y menor

riesgo de recaida(sistémica, medular) (4).

Jiménez-Morales S et al., en 2017, publicaron que la secuenciacion del genoma
en pacientes con LLA, sigue siendo una entidad compleja y heterogénea, para
determinar el riesgo de recaida, o toxicidad a tratamientos antes de que existan
manifestaciones clinicas de la enfermedad. Actualmente, los estudios de NGS nos
proporcionan mejor informacién para determinar las mutaciones accionables, para
los que existe tratamiento en fase preclinica, los genes alterados pueden ser
utilizados como biomarcadores de la EMR (5).

Donald A et al., en 2017, publicaron un estudio retrospectivo que demostré que la
deteccion de EMR posterior a la induccion en LLA en nifioz y adultos, disminuye
riesgo de recaida y mortalidad, mejorando la eficacia de ensayos clinicos, y acelerar
el desarrollo de los farmacos adecuados, por tal motivo, la falta de productividad de

EMR es sustancial en pacientes con LLA (6).

Jabbour E et al., en 2017, publicaron un estudio prospectivo sobre la evaluacion
de la EMR como predictor prondstico y supervivencia en pacientes con LLA
posterior a la induccion, pacientes que recibierén tratamiento con quimioterapia e
inmunoterapia como resultado final de la induccién se obtuvo EMR negativo hasta
un 57% por citometria de flujo, obteniendo mayor SLP a largo plazo (7).

Shabaan R et al., en 2016, publicaron que la determinacion de EMR se ha
convertido en una practica clinica de primera linea en el tratamiento de pacientes
con LLA en la infancia, siendo el factor de riesgo mas fuerte, que permite la
asignacion de grupos de riesgo a diferentes grupos de tratamiento, por medio del
estudio de PCR se determino EMR positiva hasta un 81%, permitiendo asi la
deteccion temprana de recaidas, con la determinacion y adaptacion del tratamiento

inmediato (8).



Michael J et al., en 2015, publicaron la importancia de la EMR en pacientes con LLA
de células B Alto riesgo en poblacion infantil, se investigdb con un disefio
aleteorizado factorial donde un grupo recibiéo metotrexate alta dosis (mantenimiento
interino) y otro prednisona o dexametasona durante la induccion, la EMR se midio
con citometria de Flujo de 6 colores, se evidencid en pacientes que recibieron
Metotrexate en altas dosis, durante mantenimiento interino que obtuvieron EMR
negativo tiene una SLP de 82.8% frente pacientes que tuvieron EMR positivas de
SLP 68.4%, la terapia intensificada en pacientes con EMR positiva no mejoro la
SLP ni SG, por tal motivo, la determinacion de EMR negativo después de la
induccion y consolidacion tiene mejor prondéstico y SLP en cinco afios (9).

Gonzalez M et al.,, en 2014, publicaron un estudio retrospectivo sobre la
metodologia para determinar la EMR, por tal motivo, se estudi6 métodos para
valorar EMR como pronéstico de recaida en LLA, proteina cadena de polimerasa
con una sensibilidad alta de > 1x10-4-6, y citometria de flujo con una sensibilidad
alta de > 1x10-4-5, con el fin de tener EMR negativo y por ende, menor riesgo de
recaida y menos sobretratamientos postinduccion en pacientes con leucemia

linfoblastica aguda (10).

Soria M et al., en 2014, publicaron que la EMR se considera un factor de riesgo
independiente, asociado a una alta SLP en pacientes con LLA grupo pediatricos,
que alcanzaron remision completa con EMR negativo posterior a induccion.
Pacientes que obtuvieron EMR positiva en el dia 15 y al final de la induccion

tuvieron alto riesgo de recaida, y baja SLP y SG (11).

David W et al., en 2014, publicaron que la comparacién de los métodos de estudio
pareado como la citometria de flujo y PCR para la deteccion de EMR, posterior a la
induccion en pacientes con LLA, se determino que en todos los casos los métodos
de citometria de flujo y PCR son positivo sin resultados de falsos negativos, dicho
resultados brindan mejor respaldo en estas pruebas de secuenciamento para

determinar mejor el prondstico clinico (12).



Manal Salah-Eldin et al., en 2014, publicaron la importancia de EMR en pacientes
con LLA células B PHY negativos con riesgo éstandar en adultos jovenes, se evalué
el estudio de EMR por método de PCR, obteniendo una tasa de respuesta citolégica
completa hasta el 93%, SLP 73.8% y SG 82.4% en pacientes con LLA PHY
negativos riesgo éstandar adultos jévenes posterior a la induccion (13).

Michael J et al., en 2013, publicaron un estudio retrospectivo sobre la importancia
clinica de la EMR en pacientes con LLA Infantil, el impacto prondstico de la EMR
medida por citometria de flujo en la sangre periférica en el dia 8 y al final de la
induccién en médula 6sea en el dia 29, en 2143 nifios con leucemia linfoblastica
aguda de células B, se evidencio que la SLP, es pobre en pacientes pacientes con
EMR Positivas(citometria flujo células de 0.01%) del 59.9%, a diferencia de los que
se abstuvieron EMR negativo (citometria flujo de células menor de 0.001%)
resultados de 88.1% a los cinco afios, las alteraciones cromosémicas también
proporcionan infromacién prondstica adicional, con un estudio multivariado la EMR

es el mejor método prondstico mas importante (14).

Cornelia E et al., en 2013, publicaron un estudio prospectivo que determiné la EMR
por el método de PCR como predictor de recaida en pacientes con LLA en nifios y
adolescentes posterior a la induccion independientemente del riesgo, se obtuvo un
resultado de EMR como parametro pronostico independiente mas fuerte con un
riesgo de 6.6 veces mayor con los EMR positivos (15).

2.2 Bases teoricas

Enfermedad minima residual

Actualmente, la busqueda de factores prondésticos para determinar la optimizaciéon
de un tratamiento intenso en leucemia linfoblastica aguda y asi optimizar la
respuesta, se determinara por medio de la EMR como factor prondstico de mayor

importancia.

La presencia de células de fenotipo patolégico por medio de los estudios de
citometria de flujo y PCR, al final de la induccién se denomina enfermedad minima

residual (EMR) (16, 17). Con estos resultados posterior a la induccién se determina



si los pacientes con leucemia linfoblastica aguda, requiere un tratamiento de
consolidacion intenso y/o trasplante de células progenitoras hematopoyéticas con
el fin de obtener una EMR negativa y mejorar las sobrevidas. Por tal motivo, se
requiere mejores métodos de estudios para determinar el fenotipo blastico de las
células linfoides, por ende, este es uno de los factores prondsticos de mayor
importancia para evitar el sobretratamiento o una mejor terapia de consolidacion en

pacientes con leucemia linfoblastica aguda.

Los dos estudios principales para determinar la EMR son la citometria de flujo y
proteina de cadena polimerasa (PCR), dos técnicas cuantitativas para determinar
el fenotipo patolégico posterior a la induccion en pacientes con leucemia
linfoblastica aguda. Los valores referenciales negativo son de una sensibilidad de
0.001%(10-4), significa que no se detectan células patolégicas en una
reconstitucion hematopoyética normal, EMR positiva deteccion de dos células
patolégicas sensibilidad de 0.002% en una reconstitucion hematopoyética

normal (17).

Utilidad

Los estudios sirve para tener una mejor sensibilidad en la detecciéon de EMR que
son por medio de dos estudios, de los cuales tenemos PCR cuantitativa de los
cuales tenemos de dos tipos, el estudio de la codificacion clonal de las
inmunoglobulinas que se acoplan al receptor de las células T y la cuantificacién de
las células neoplésicas en las diferentes regiones de los genes (18).

Estos tipos de estudios que se determina por medio del ADN, dara mejor resultados
de la deteccion de células de fenotipo patoldgico, a diferencia de utilizar el ARN
para determinar estos tipos de células, por ser inestable, con la salvedad de su
determinacién de no poder utilizar el ADN. Como resultado del estudio por medio
del ARN se determina una serie de aberraciones genéticas hibridas como
BCR/ABL, PML/RAR alfa, etc.; esta alteracion, se determinar por medio del
logaritmo de la transcriptasa inversa de la PCR (18, 19).

El método que busca determinar el ADN de las células de fenotipo patolégico, es
mas sensible y tiene menos falsos positivos, similar a cada paciente con leucemia

linfoblastica aguda. Actualmente, el estudio de PCR en tiempo real es precisa para



determinar en forma cuantitativa la celularidad de fenotipo patoldgico de las células
de pacientes con leucemia linfoblastica aguda, siendo el estandar en algunos
paises (19). Este estudio es de muy alta complejidad, por ende, su limitacion en la
realizacion de este método para determinar la EMR en algunos hospitales, ademas
del tiempo de la demora del resultado en los pacientes con leucemia linfoblastica
aguda se requiere una alta exigencia del personal capacitado y actualizado.

El segundo método cuantitativo para determinar la EMR es la citometria de flujo,
hay de dos tipo de 6 y 8 colores (lo mas usado son de 6 colores), su rapidez de este
método en tener un resultado inmediato (en horas), y su accesibilidad lo hace el
estudio con mayor demanda en la mayoria de las instituciones a diferencia del
estudio con PCR; asi se determina las células de fenotipo neoplasico en pacientes
con leucemia linfoblastica aguda, una de sus limitaciones para este estudio son la
poca especificidad que tiene para determinar las aletraciones fenotipicas de las

células neoplasicas posterior a la quimioinduccién.

En la actualidad, los nuevos avances tecnolégicos en estos métodos para
determinar la EMR en pacientes con leucemia linfoblastica aguda, tienen una mayor
precision y sensibilidad, para determinacién de los fenotipos neoplasicos,

mejorando las limitaciones y disminuyendo sus especificidad (19).

Aplicaciones clinicas de la enfermedad minima residual

La enfermedad minima residual en pacientes con leucemia linfoblastica aguda,
estudiada y determinada por medio de la citometria de flujo y PCR, inicio en
pacientes de edad pediatrica, al evidenciarse como factor pronostico de recaida
posterior a la quimioinduccién, se continué estos métodos de estudio en adultos
donde se evidencia similares resultados en el grupo pediatrico, a la vez se evidencia
que el estudio de EMR en el dia 15 y al final de la quimioinduccién tiene un rol
importante como factor prondstico en determinar la recaida, teniendo como mejor
resultado y sensibilidad el método de PCR, a diferencia de la citometria de flujo (6

u 8 colores).
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La evidencia de los resultados de EMR con las nuevas técnicas de citometrias de
flujo, tiene igual sensibilidad y pocos falsos positivo, al igual que con el método de
PCR, indistintamente el resultado de EMR con estos métodos tiene importancia
para el factor pronéstico en pacientes con leucemia linfoblastica aguda nifios,
adolescentes y adulto joven. Pacientes con leucemia linfoblastica aguda con
criterios de alto o muy alto riesgo deben tener un estudio de EMR en el dia 15y al
finalizar la quimioinduccion por ser un grupo de alto riesgo de recaida y asi optimizar
su tratamiento y/o trasplante precursores hematopoyeticos (20). Actualmente, se
encuentra en controversia si en los pacientes de bajo o riesgo estandar con
resultados de EMR negativos requieran un tratamiento de consolidacion intenso, o
diferente al estandar, con el fin de no exponer a terapias intensas; por tal motivo es
fundamental intensificar en todas las instituciones el estudios de la EMR

independiente del método (citometria flujo y PCR) (20, 21).

Hasta la fecha se evidencia con mayor auge y demanda el estudio de EMR en
diferentes intituciones por evidenciarse el principal factor prondstico de recaida en
pacientes con leucemia linfoblastica aguda, con esto tendra mayor demanda para
asi individualizar el tratamiento de consolidacion segun el riesgo y tener mejor

resultados en las sobrevidas si la EMR se obtiene negativo (21).

Aungue la importancia prondstica de la ERM en la LLA est4 bien establecida y se
utiliza como criterio para la estratificacion del riesgo en muchos estudios actuales,
en particular, la LLA infantil, el valor prondstico de la ERM debe compararse con
otras variables prondsticas bien establecidas, como la edad, el recuento de
leucocitos, las caracteristicas citogenéticas de los blastos y la evaluacion

convencional de la respuesta al tratamiento.

La enfermedad minima residual como factor prondstico en relacién entre otros
factores prondsticos ha sido explorada de manera incompleta. No esta claro si la
ERM por si sola es todo lo que se necesita para predecir el resultado, si otros
factores de riesgo agregan informacion adicional a la obtenida por la ERM, o si

existen interacciones complejas entre la ERM y otros factores.
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Los valores establecidos de enfermedad minima residual es de 0.001 o menor 10-
4, si el resultado de positivo tiene mayor riesgo de tener menor sobrevida libre de
progresion 59% y un mayor riesgo de tener recaida, a diferencia de tener una EMR
negativo la sobrevida libre de progresiéon es del 88%, con menor riesgo de recaida
y a la valorar opciones terapeuticas adecuadas, en pacientes con EMR positivas,
de acuerdo con los resultados se valorara un conducta terapeutica con
quimnioterapia intensa para obtencion de EMR negativo y tener una consolidacion

con una posibilidad de Trasplante de precursores hematopoyeticos (21).

2.3 Definicién de términos

Enfermedad minima residual: Es el estudio del citofenotipo que valora los
resultados de la célula normal o leucémico por medio de la citometria flujo (6 y 8
colores) y PCR, sus valores referenciales son de 0.001 0" menor 10-4, por debajo de

este resultado es negativo y por encima es positivo (1).

Leucemia linfoblastica aguda: Aumento anormal de los linfoblastos (células
inmaduras) con un valor mayor del 20%, su numero desorbitado desplaza a las
células normales de la medula 6sea ocasionando disminucion de los glébulos rojos,
blancos y plaquetas normales lo que se traduce en anemia, infecciones y posibles
sangrados, se realiza el diagnostico por medio del aspirado de médula 6sea (pelvis,

esternon), citometria de flujo, citogeneticay PCR (2).

Citometria de flujo: Es un estudio biofisico que cataloga a la célula segun su
biomarcador en su superficie y asi determina su citofenotipo, su uso es para
seguimiento de enfermedades neoplasicas como leucemia y enfermedades
infecciosas que requieran citometria para lectura de CD4 y CD8 por este
meétodo (3).

Reaccion de cadena de polimerasa en tiempo real: Es el estudio cuantitativo de
reaccion a nivel de ADN de la célula normal o neoplasica, por medio de la accién
del ADN polimerasa que se encuentra involucrada en la determinacion de la

expresion genetica de la célula (4).
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Recaida sistemica y/o medular en LLA: Es el resultado cuantitativo no
satisfactorio obtenido despues de una quimioinduccion, con presencia de células
inmaduras llamadas “blastos” en sangre periferica o0 a ni vel de medula 6sea,

conllevando a deterioro clinico, laboratorial y medular del paciente con LLA (5).
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CAPITULO IIIl: HIPOTESIS Y VARIABLES

3.1Formulacién de hipotesis

Por ser descriptivo, no requiere hipétesis.

3.2Variables y su operacionalizacion

blastos

Variable Definicion Tipo por su | Indicador Escalade | Categorias y Medio de
naturaleza medicién | sus valores verificacion
Enfermedad Deteccion de Cuantitativa Citomorfologia Negativo menor de
minina residual| blastos en del porcentaje de 0.001 Blastos. Citometria
Eamentgs con l;l:lstolsfgn |e:jdl|a Ordinal bosit . de flujo de
eucemia. y al final de la ositivo mayor de | .
; - atologia
induccion. 0.001. . 9
clinica.
Edad Tiempo de vida | Cuantitativa Tiempo de vida 14 — 17 afios
de un ser vivo. contado desde el Historia
nacimiento. Intervalo | 17 — 21 afios clinica
Sexo Caracteristicas | Cualitativo Condicién Masculino. Historia
de los individuos organica que Nominal clinica
de una especie. diferencia a Femenino
hombre y mujer
Caracteristica Riesgo en Estandar Historia
del tipo de relacion con clinica
Tipo de riesgo de la o leucocitos, Ordinal Alto
. . Cualitativo
riesgo leucemia EMR, edad,
linfoblastica alteracién Muy alto
aguda cromosomica.
Tipo B: ComuUn Historia
) o . Pre B ini
Tipo de Caracteristicas Estirpe . clinica
; . i . Nominal B Maduro
leucemia de la estirpe Cualitativo leucémico tipo .
. . . Tipo T: Inmaduro
linfoblastica leucémico ByT .
Intermedio
Maduro
Método que 6 Colores Citometria
; Recuento .
Citometria de determina la inmune fenotipo i flujo de
. citomorfologia Cuantitativa L P Ordinal | 8 Colores Patologia
flujo atol6aico de patolégico y .
p g normal clinica.
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CAPITULO IV: METODOLOGIA

4.1Tipos y disefio

Segun la intervencion del investigador: Observacional, porque no se controlara
las variables del estudio.

Segun el alcance: Descriptivo, analitico correlacional porque demuestra hipotesis
de relacion causal.

Segun el numero de mediciones de la o las variables de estudio: Transversal,
porque tendrd una sola medicion y no tendra seguimiento.

Segun el momento de la recoleccién de datos: Retrospectivo, porque se

recolectara toda la informacion antes del estudio segun la fecha planteada.

4.2Diseflo muestral

Poblacion universo

Todos los pacientes adolecentes portadores de leucemia linfoblastica aguda del
Instituto nacional de enfermedades neoplasicas que ingresaron del 1 de enero de
2014 al 31 de diciembre de 2016.

Poblacion de estudio
Todos los pacientes adolecentes de 14 a 21 afios de edad, de ambos sexos,
portadores de Leucemia Linfoblastica aguda posterior a la induccién en el Instituto
nacional de enfermedades neoplasicas que ingresaron del 1 de enero de 2014 al 31
de diciembre de 2016.

Tamafio de la muestra

Para la toma de muestra del presente estudio se consideré el numero total de
pacientes de Medicina Oncoldgica del Servicio de Adolescentes del INEN que seran
80, entre las edades 14 a 21 afios, comprendiendo desde el 2014 al 2016.

Muestreo o seleccion de la muestra
Para describir la forma del muestreo se utilizara el de tipo probabilistico estratificado
para tener para asi obtener mayor semejanza con la poblacion y sus variables en el

presente estudio.
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Criterios de seleccion

Criterios de inclusion

- Pacientes diagnosticadas de Leucemia Linfoblastica aguda, cualquier riesgo,
con estudio de EMR por citometria de flujo y PCR en médula 6sea.

- Pacientes entre las edades de 14 a 21 afios de edad y ambos sexos

- Pacientes hospitalizados en el servicio de adolescentes del INEN.

- Pacientes hospitalizados desde el 2014 al 2016 en el servicio de adolescentes.

- Paciente hospitalizados que recibieron cualquier esquema de induccion.

Criterios de exclusion

- Pacientes toma de muestra periférica de citometria de flujo o PCR.

4.3Técnicas y procedimiento de recoleccion de datos

Para el presente trabajo de investigacion seleccionaran 80 pacientes de Medicina
oncoldgica del Servicio de Adolescentes portadores de leucemia linfoblastica
aguda y que presentaban los criterios de inclusién y exclusién disefiados para el

caso.

Posteriormente, los datos recolectados por medio de la historia clinica seran
plasmados en gréaficos que fueron analizados y discutidos, a partir de los cuales

surgira conclusiones y recomendaciones.

Instrumentos de recoleccion y medicion de variables
La conforma el instrumento de recoleccion de datos por medio de las historias
clinicas (contienen los estudios de citometria de flujo y/o PCR en médula 6sea) de
2014, 2015y 2016.
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4.4 Procesamiento y analisis de datos

El procesamiento y andlisis de datos se realizara por medio del software estadistico
de SPSS version 12.0.1, que se realizara en la tabla de codificacion en el Anexo de

los datos recolectados en las historias clinicas.

La prueba estadistica que se realizara en el proyecto es por medio de analisis
multivariado para ver la relacion entre variables y los resultados que se mostraran en

tablas y gréficos.

4.5 Aspectos éticos

En este estudio no es necesario el consentimiento informado de los participantes
en la investigacion, dado que el proyecto recolectara toda la informaciéon de las
historias clinicas de los pacientes del Servicio de Adolescentes, contando con el
permiso de la Jefatura de Medicina Oncoldgica, ademas del respaldo para realizar
el proyecto sin tener ningun conflicto de interés de por medio.
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Elaboracion del
informe

Correcciones del
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Aprobacion del
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investigacion

Publicacion del
articulo cientifico

18




PRESUPUESTO

Los recursos a utilizar para el desarrollo del presente trabajo de investigacion

son los siguientes:

Concepto Monto estimado (soles)
Materiales de escritorio 400.00
Equipo de Software 900.00
Internet 300.00
Impresiones 400.00
Logistica 300.00
Traslados 1000.00
TOTAL 3300.00

19



FUENTES DE INFORMACION

1. Ciudad J, et al. Prognostic value of immunophenotypic detection of minimal
residual disease in acute lymphoblastic leukemia. J Clin Oncol. (Internet) 1998;
16:3774-3781. Disponible en:
https://www.google.com.pe/url?sa=t&rct=j&g=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=r]
a&uact=8&ved=2ahUKEwjMqtn3nYTjAhW1JaYKHQ3rAAwWQFjAAegQIBRAB&url=
https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nim.nih.gov%2Fpubmed%2F9850021&usg=A0vVaw
OMNO9uNIsi5x_3SKiYFI-dM.

2. Coustan-Smith E, et al. Clinical importance of minimal residual disease in
childhood acute lymphobléastic leukemia. Blood. 2000 (Internet) 96:2691-2696.
Disponible en:
https://www.google.com.pe/url?sa=t&rct=j&g=&esrc=s&source=web&cd=2&ved=2
ahUKEWRM63Jm4TjAhVVLEYKHWe8AswQFjABegQIABAB&url=http%3A%2F%2
Fwww.bloodjournal.org%2Fcontent%2F96%2F8%2F2691&usg=A0vVaw003suEE
PMvVk8cxR7FYR15i

3. Beutler E, et al. Wililams Hematology. 6th ed. New York: McGraw-Hill,
2001 (Internet) ;pp:1141-61. Disponible en:
https://www.google.com.pe/url?sa=t&rct=j&g=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rj
a&uact=8&ved=2ahUKEwjumZ7Q1luHiAhVHbrwKHaYCDJMQFjABegQIBBAC&url
=http%3A%2F%2Frevistapediatria.org%2Frp%2Farticle%2Fdownload%2F28%2F
20&usg=A0OvVawliJlwuZrHO03iKprvWafNhH

4. Cardenas-Araujo D et al., en 2018, disponible en:
https://www.google.com.pe/url?sa=t&rct=j&g=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rj
a&uact=8&ved=2ahUKEwjgwrjanuffAhWBmM1kKHbcZAzOQFjAAegQIARAB&url=htt
pP%3A%2F%2Fwww.medigraphic.com%2Fpdfs%2Fhematologia%2Fre-
2018%2Frel81le.pdf&usg=A0OvVawlkitosIH52c05ndyLQiOOK.

20


https://www.google.com.pe/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjMqtn3nYTjAhW1JaYKHQ3rAAwQFjAAegQIBRAB&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpubmed%2F9850021&usg=AOvVaw0mN9uNIsi5x_3SKiYFI-dM
https://www.google.com.pe/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjMqtn3nYTjAhW1JaYKHQ3rAAwQFjAAegQIBRAB&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpubmed%2F9850021&usg=AOvVaw0mN9uNIsi5x_3SKiYFI-dM
https://www.google.com.pe/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjMqtn3nYTjAhW1JaYKHQ3rAAwQFjAAegQIBRAB&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpubmed%2F9850021&usg=AOvVaw0mN9uNIsi5x_3SKiYFI-dM
https://www.google.com.pe/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjMqtn3nYTjAhW1JaYKHQ3rAAwQFjAAegQIBRAB&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpubmed%2F9850021&usg=AOvVaw0mN9uNIsi5x_3SKiYFI-dM

5. Jiménez-Morales S et al., en 2017, disponible en:
https://www.google.com.pe/url?sa=t&rct=j&g=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=2
ahUKEwjKgbz7nfjAhUyrVKKHYo0ABwW4QFjAAegQIAhAC&uUrl=http%3A%2F%2Fww
w.scielo.org.mx%2Fpdf%2Fbmim%2Fv74n1%2F1665-1146-bmim-74-01-
00013.pdf&usg=AOvVaw21drKeVcTdnCFilRXe2Dgw.

6. Donald A et al., en 2017, disponible en:
https://www.google.com.pe/url?sa=t&rct=j&g=&esrc=s&source=web&cd=8&ved=2

ahUKEwjL1vHHoOfJAhWGrFKKHT7rAO8QFjAHegQIBhAB&url=https%3A%2F%2
Fwww.healio.com%2Fhematology-oncology%?2Fleukemia%2Fnews%2Fin-the-
journals%2F%257Baf270bfd-bc94-48f5-a161-2ec51300205€%257D%2Fminimal-
residual-disease-negativity-associated-with-longer-survival-in-
all&usg=A0vVaw26x5sufBMfFOdt8CAeoewi

7. Jabbour E et al., en 2017, disponible en:
https://www.google.com.pe/url?sa=t&rct=j&g=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rj

a&uact=8&ved=2ahUKEwj4uMbgoefijAhXuuFkKHb1dAaAQFACegQIAXAB&url=ht
tps%3A%2F%2Fwww.ncbi.nim.nih.gov%2Fpmc%2Farticles%2FPMC5729622%?2
F&usg=AOvVaw3Ff740tfuWNDvLo_ F-xCC6

8. Shabaan R et al., en 2016, disponible en:
https://www.google.com.pe/url?sa=t&rct=j&g=&esrc=s&source=web&cd=5&ved=2

ahUKEwjliK-Wp
fJAhUmMuVKKHdFzBksQFjAEegQIBXAC&url=https%3A%2F%2Fpdfs.semanticscho
lar.org%2Fb172%2Fdc118a2cf6874d651baa28elc2ce82e2f269.pdf&usg=A0vVa
WOKxBhHjzroYuxZClJeLEc2

9. Michael J et al., en 2015, disponible en:
https://www.google.com.pe/url?sa=t&rct=j&g=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rj

a&uact=8&ved=2ahUKEw;tol64rOfjAhWkrFkKHcsHA2cQFjAAegQIABAB&url=http
S%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpmc%2Farticles%2FPMC4543229%2F&
usg=A0OvVawl4AN4t9JIZ2e7apfGbYA46

21



10. Gonzalez M et al., en 2014, disponible en:
https://www.google.com.pe/url?sa=t&rct=j&g=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=2

ahUKEwigfaKreffAhUGpFkKHY70Ds4QFjAAegQIARAB&url=http%3A%2F%2Fww
w.revhematologia.sld.cu%2Findex.php%2Fhih%2Farticle%2Fview%2F881%2F 76
6&usg=A0OvVaw3jpTzwO_IvIA2LgG_vLVGo

11. Soria M et al., en 2014, disponible en:
https://www.google.com.pe/url?sa=t&rct=j&g=&esrc=s&source=web&cd=5&ved=2

ahUKEwj25N7QrefjAhUvglkKHWFRCnY QFjAEegQIBhAB&url=https%3A%2F%2F
www.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpmc%?2Farticles%2FPMC6398166%2F&usg=AOvVawO0
SNkcHxPM23rGRECw6KbUa

12. David W et al., en 2014, disponible:
https://www.google.com.pe/url?sa=t&rct=j&g=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rj

a&uact=8&ved=2ahUKEwjNg42iruffAhUCtIkKkHVhdBRMQFjAAegQIAhAB&url=http
S%3A%2F%2Fwww.ncbi.nim.nih.gov%2Fpmc%2Farticles%2FPMC5142743%2F&
usg=AOvVaw2TRWcEaEVtBBJf ZTzjK-1

13. Manal Salah-Eldin et al., en 2014, disponible en:
https://www.google.com.pe/url?sa=t&rct=j&gq=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rj

a&uact=8&ved=2ahUKEwiaie 7fruffAhXKpFkKHW4zCRAQFjABegQIABAB&url=htt
PS%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpmc%2Farticles%2FPMC5824235%2F
&usg=AOvVawliJxz5aZolYV22UHuJMb7C

14. Michael J et al., en 2013, disponible en:
https://www.google.com.pe/url?sa=t&rct=j&g=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rj

a&uact=8&ved=2ahUKEwjjoOOTrfJAhWnwFkKHSXNAtOQFjABegQIARAB&url=htt
pPs%3A%2F%2Fwww.ncbi.nim.nih.gov%2Fpmc%2Farticles%2FPMC4808717%2F
&usg=AOvVaw3AST4sIFEGgEZ2DeXG-TUE

15. Cornelia E et al., en 2013, disponible en:
https://www.google.com.pe/url?sa=t&rct=j&g=&esrc=s&source=web&cd=7&cad=rj

a&uact=8&ved=2ahUKEWIE2tO0rfjAhVQuVkKHfloCo4QFjAGegQICBAC&url=http
%3A%2F%2Fwww.sah.org.ar%2Frevista%2Fnumeros%2Fvol16.n1.42-
46.pdf&usg=A0OvVawlGriKrkzyCLzAkKI3Mb47b

22



16. Van der Velden VH, et al. European Study Group on MRD detection in ALL
(ESG-MRD ALL). Analysis of minimal residual disease by Ig/ITCR gene
rearrangements: guide lines for interpretation of real time quantitative PCR data.
Leukemia. 2007 (Internet); 21:604-11. Disponible en:
https://www.google.com.pe/url?sa=t&rct=j&g=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rj
a&uact=8&ved=2ahUKEwjnsP2R1-
HIAhWGS7wKHb1cACoQFjAAegQIAhAB&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nim.ni
h.gov%2Fpubmed%2F17287850&usg=A0vVawlRy7q0vIXAIXLjAY40x-kA

17. Craig FE, Foon KA. Flow cytometric immunophenotyping for hematologic
neoplasms. Blood. 2008 (Intrernet); 111:3941-3967. Disponible en:
https://www.google.com.pe/url?sa=t&rct=j&g=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rj
a&uact=8&ved=2ahUKEwjFtZvS20HIAhRXWGKYKHTpNCFYQFjAAegQIBBAC&url
=http%3A%2F%2Fwww.bloodjournal.org%2Fcontent%2F111%2F8%2F3941&usg
=AOvVaw3GV-CZTIdcjXbxfgYnzZ1I3

18. Weerkamp F, et al. On behalf of the euro flow consortium (EU-FP6, LSHB-CT-
2006-018708). Flow cytometric immune bead assay for the detection of BCR/ABL
fusion proteins in leukemia patients. Leukemia, 2009 (Internet), 23:1106-1117.
Disponible en:
https://www.google.com.pe/url?sa=t&rct=j&gq=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rj
a&uact=8&ved=2ahUKEwiMoIX72eDjAhXFplkKHUuDB1AQFjAAegQIAhAB&url=
https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nim.nih.gov%2Fpubmed%2F19387467&usg=A0OvVa
w2u4l6La4hS5rZ0gKdsRD6h

19. Van Dongen JJ, et al. Standardized RT PCR analysis of fusion gene transcripts
from chromosome aberrations in acute leukemia for detection of minimal residual
disease. Report of the BIOMED1 Concerted Action: investigation of minimal
residual disease in acute leukemia. Leukemia. 1999(Internet) ;13:1901-28.
Disponible en:
https://www.google.com.pe/url?sa=t&rct=j&g=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rj
a&uact=8&ved=2ahUKEwirxLDO2uHIAhUHvJQKHWIMDUAQFjABegQIBRAC&url
=http%3A%2F%2Fwww.rticc.org%2F20062012%2Fdocs%2Fprogramas%2Fgene
s-de-fusion -biomed.pdf&usg=A0vVaw2dGxIxCdJibNtwm9yNUHk8

23


https://www.google.com.pe/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjFtZvS2OHiAhXwGKYKHTpNCFYQFjAAegQIBBAC&url=http%3A%2F%2Fwww.bloodjournal.org%2Fcontent%2F111%2F8%2F3941&usg=AOvVaw3GV-CZTIdcjXbxfgYnZ1I3
https://www.google.com.pe/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjFtZvS2OHiAhXwGKYKHTpNCFYQFjAAegQIBBAC&url=http%3A%2F%2Fwww.bloodjournal.org%2Fcontent%2F111%2F8%2F3941&usg=AOvVaw3GV-CZTIdcjXbxfgYnZ1I3
https://www.google.com.pe/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjFtZvS2OHiAhXwGKYKHTpNCFYQFjAAegQIBBAC&url=http%3A%2F%2Fwww.bloodjournal.org%2Fcontent%2F111%2F8%2F3941&usg=AOvVaw3GV-CZTIdcjXbxfgYnZ1I3
https://www.google.com.pe/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjFtZvS2OHiAhXwGKYKHTpNCFYQFjAAegQIBBAC&url=http%3A%2F%2Fwww.bloodjournal.org%2Fcontent%2F111%2F8%2F3941&usg=AOvVaw3GV-CZTIdcjXbxfgYnZ1I3

20. Van Dongen JJM, et al. Design and standardization of PCR primers and
protocols for detection of clonal immunoglobulin and T cell receptor gene
recombinations in suspect lymphoproliferations. Report of the BIOMED2
concerted action BMH4 CT98-3936.Leukemia 2003 (Internet); 17:2257-2317.
Disponible en:
https://www.google.com.pe/url?sa=t&rct=j&g=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rj
a&uact=8&ved=2ahUKEwjrobnNnoTjAhVgyosBHSdhCkwQFjAAegQIAhAB&url=ht
tps%3A%2F%2Fwww.ncbi.nim.nih.gov%2Fpubmed%2F14671650&usg=AOvVaw
1Davpnb5N6APrzTf6frBha.

21. Gabert J, Beillard E, et al. Standardization and quality control studies of ‘real-
time’ quantitative reverse Transcriptase polymerase chain reaction of fusion gene
transcripts for residual disease detection in leukemia a Europe Against Cancer
program. Leukemia. 2003(Internet) ;17:2318 . Disponible en:
https://www.google.com.pe/url?sa=t&rct=j&g=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rj
a&uact=8&ved=2ahUKEwjhNef3OHIAhWHHQYKHVZeBIQQFjAAegQIAXAB&url=h
ttps%3A%2F%2Fwww.ncbi.nim.nih.gov%2Fpubmed%2F14562125&usg=A0OvVaw
17tF1nsIGJgwMi2xh-s9-D

24



ANEXOS

1. Matriz de consistencia

Titulo Pregunta de Objetivos Tipo — disefio | Poblacién de Instrumento
la estudio estudio — para
investigacion procesamiento | recoleccion
datos de datos
Enfermedad ¢De qué | Objetivo general Observacional | Para el | Historia
minima manera la . . Descriptivo presente o
Determinar si la enfermedad clinica
residual como | enfermedad . . . Transversal. trabajo de
minima residual es predictor de
predictor de | minima . L Retrospectivo. | investigacion se
recaida despues de la Induccion
recaida en | residual es seleccionaran

leucemia
linfobléastica
aguda
instituto
nacional  de
enfermedades
neoplasicas
2014-2016

predictor  de
recaida
despues de la
induccién en
adolescentes
con leucemia
linfoblastica
aguda células
B en INEN del

2014 al 20167

en adolescentes con Leucemia
Linfoblastica aguda células B en
INEN del 2014 al 2016.

Objetivos especificos

Determinar si la enfermedad
minima residula es predictor de
recaida despues de la Induccion
segun la Edad en Adolecesntes
con Leucemia Linbfoblastica
Aguda en INEN entre el 2014 al

2016.

Determinar si la enfermedad
minima residula es predictor de
recaida despues de la Induccion
segun el sexo en Adolecesntes
con Leucemia Linbfoblastica
Aguda en INEN entre el 2014 al

2016.

Determinar si la enfermedad
minima residual es predictor de
recaida despues de la Induccion
en Adolecesntes con Leucemia
Linbfoblastica Aguda segun el
tipo en INEN entre el 2014 al

2016.

Determinar si la enfermedad
minima residual es predictor de
recaida despues de la Induccion
en Adolecesntes con Leucemia
Linbfoblastica Aguda segun el
Riesgo en INEN entre el 2014 al

2016.

80  pacientes
Medicina

oncoldgica del
Servicio de
Adolescentes
con leucemia

linfoblastica

aguda y que
presentaban los
criterios de
inclusion %
exclusion

disefiados para
el caso.




Determinar si la enfermedad
minima residual es predictor de
recaida despues de la Induccién
segun el Método de estudio en
Adolecesntes con Leucemia
Linbfoblastica Aguda en INEN

entre el 2014 al 2016.




2. Instrumento de recoleccion de datos

En este estudio el instrumento de recoleccién de datos se realizara por medio de las

historias clinicas del Servicio de Adolecentes con leucemia linfoblastica aguda del

Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas, mediante la siguiente tabla.

Na

Historig

clinica

Apellido
Sy
nombres|

Fechg
DX

Sexo|
M: 1
F: 2

Edad|

Tipo de
Leucemia
linfoblastig

a aguda

B:1
T:2

Tipo de
riesgo
Estandr:
1
Alto:2
Muy
alto:3

Estudiq
de EMR

CF: 1
PCR: 2|

EMR
INEN
>
0.0025:+:
1
< 0.0025:
2

Fecha
inicio
Induccid|
n QT

Fecha
final
Induccig

n

QT

Fecha

Recaidg

Recaida

Medular:1
Sistemica]
2




