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CAPITULO I: EL PROBLEMA

1.1 Planteamiento del problema

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es la neoplasia hematolégica maligna
mas frecuentes dentro de los 6 canceres que suelen presentarse en nifios y
adolescentes (1). En el afio 2020, la International Agency for Research on
Cancer (IARC) ha reportado casos nuevos de leucemia a nivel mundial 80 491
y 32 761 de muertes, en América latina y el Caribe 9 067 casos nuevos 'y 4 211
de muertes (2). En el Peru se han registrado 633 casos nuevos de leucemia en
el afo 2020 y 318 muertes (3). La LLA corresponde al 80% de casos de las
leucemias agudas en nifios y adolescentes, alcanzando una curacion del 90%
en paises desarrollados; sin embargo, en paises subdesarrollados como el

Peru solo se logra curar entre 35% y 45% de los pacientes (4).

Dentro de la LLA, la mas frecuente es la LLA de células B (LLA B), el
diagnostico de esta enfermedad incluye, el mielograma, inmunofenotipo, indice
de ADN, citogenética y biologia molecular (5). Conocer el prondstico de la LLA
B es muy importante para estratificar el nivel de riesgo de los pacientes que
esta basado en criterios clinicos, bioldgicos y terapéuticos (6); en este ultimo

criterio se evalla la respuesta precoz al tratamiento (7, 8).

El monitoreo de esta patologia puede realizarse mediante la evaluacion de la
enfermedad minina residual (EMR), que permite detectar pequefias cantidades
de células leucémicas durante y después del tratamiento (9). La EMR puede
llevarse a cabo mediante pruebas de biologia molecular como la reaccién de
cadena de la polimerasa (PCR) y la next generation sequencing (NGS) o por
citometria de flujo (10), ya que se ha demostrado que ambas tienen semejante
sensibilidad, esto gracias a que la citometria de flujo ha logrado superar las
limitantes que presentaba, llamandose actualmente Citometria de flujo de
Nueva Generacion (NGF) (11, 12).

La EMR a los 15 dias después del diagnostico evalla la respuesta precoz del

tratamiento y es usada actualmente como pronéstico independiente para
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estratificar el nivel del riesgo de los pacientes, que puede ser riesgo estandar
(<0.1%), intermedio (0.1% - 10%) y alto (>10%) de recaida. Esta informacion es
valiosa porque si fuera necesario puede cambiarse el tratamiento de induccion
(13). Se sabe que el 30-50% de las personas con LLA de células B presentan
EMR y es un fuerte predictor de recaida en pacientes que culminaron su
esquema de tratamiento (14). El riesgo de recaida es generalmente
proporcional al nivel de EMR, aunque también depende de los subtipos de LLA
segun clasificacidon genotipica y fenotipica (15). No obstante, al ser una medida
de la resistencia a los medicamentos in vivo y reflejar multiples variables
celulares, del huésped y del tratamiento, la EMR suele ser un factor de
prondstico independiente (16). Por otro lado, es importante mencionar que el
estudio de EMR en sangre periférica y médula ésea roja no tienen buena
correlacion, y su abordaje en sangre periférica resulta mas efectivo en la
identificacion de prondstico adecuados y estratificacion de riesgo basado en
EMR al dia 33 y semana 12 (17).

A pesar de que la LLA infantil es considerada como una enfermedad maligna
curable debido a las recientes estrategias de tratamiento, puede ocurrir
diferentes complicaciones y reacciones adversas, y la evaluacion de la EMR es
critica para su abordaje (18). Desafortunadamente, los reportes sobre EMR en
Peru son nulas, y las publicaciones abordan aspectos mas epidemiolégicos de
la enfermedad, como incidencia, tasa de mortalidad y sobrevida en pacientes
con leucemia y sus tipos (19, 20). La ausencia de informacion sobre EMR en
Perl no permite un abordaje objetivo y limita acciones de fortalecimiento

nacional en la prevencion secundaria de los afectados.

1.2  Formulacién del problema

1.2.1 Problema general

¢La enfermedad minima residual (EMR) del dia 15 20.1% es un predictor de
recaida temprana en pacientes con Leucemia Linfoblastica Aguda de células B
(LLA B) atendidos en el Instituto Nacional de Salud del Nifio San Borja, en el
afo 20207



1.2.2 Problemas especificos

¢, Cudles son los factores de riesgo asociados con el riesgo de recaida
temprana en pacientes con LLA B atendidos en el Instituto Nacional de Salud

del Nifio San Borja, en el afio 2020?

1.3 Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo general

Evaluar la EMR del dia 15 20.1% como predictor de enfermedad de recaida
temprana en pacientes con LLA B del Instituto Nacional de Salud del Nifio San
Borja, en el afio 2020.

1.3.2 Objetivos especificos

Evaluar la enfermedad minima residual (EMR) del dia 15 20.1% como predictor
de recaida temprana en pacientes con Leucemia Linfoblastica Aguda de
células B (LLA B) atendidos en el Instituto Nacional de Salud del Nifio San

Borja, en el afio 2020.

1.4  Justificacion de la investigacion

1.4.1 Justificacion teorica

En el Peru no existen estudios previos en los que se evalué la EMR del dia 15
20.1% como predictor de la recaida temprana en LLA B, por ende, este trabajo
busca aportar informacion complementaria que puede ser usada para fortalecer
acciones de prevencién secundaria, e incluso reducir el impacto global

generado por la LLA de células B.



1.4.2 Justificacion metodologica

La EMR del dia 15 20.1% como predictor de recaida temprana, sera facilmente
determinada por citometria de flujo que son pruebas objetivas, rapidas,
reproducibles y altamente sensible. Consideramos que la exploracion de EMR
por citometria sienta bases para posteriores comparaciones frente a otras
metodologias que puedan implementarse en hospital de mediana y alta

complejidad para el monitoreo y seguimiento de pacientes con LLA B.

1.4.3 Justificacion social

Esta investigacion permitira ayudar a la poblacién peruana con LLA B, ya que,
al poder predecir la recaida temprana culminado el tratamiento, ayudara al
médico tratante para establecer una mejor estrategia terapéutica y prevenir

eventos adversos.

1.4.4 Importancia de la investigacion

La importancia de esta investigacion es debido a que se podra identificar la
capacidad predictiva que tiene la EMR sobre la recaida temprana con un
resultado oportuno, logrando asi brindar informacion valiosa y complementaria

que le permita al médico tratante modificar el tratamiento.

1.4.5 Viabilidad de la investigacion

La informacion de los resultados de la EMR del dia 15, evaluacién de recaida
temprana y los datos demograficos, si podra ser obtenida a partir de los
informes de resultados de citometria de flujo. Para ello, obtendremos la
aprobacion del comité de ética del Instituto Nacional de Salud del Nifio San

Borja, asi como los permisos del Servicio de patologia clinica.

1.5 Limitaciones del estudio

Debido a la limitacion de obtener informacién de la historia clinica, no hemos
incluido variables que evallen los esquemas de tratamiento, enfermedades
concomitantes o cualquier factor que pueda modificar el comportamiento de la
EMR; por lo tanto, existe riesgo de ocurrencia de sesgo de confusion. Sin
embargo, incluiremos a las variables demograficas como potenciales
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confusores que seran considerados en los analisis ajustados. Por otro lado,
dado que el disefio que emplearemos es una cohorte retrospectiva, la
temporalidad es una caracteristica de la causalidad, por lo que nuestros

hallazgos serdn méas consistentes respecto a un estudio transversal.

1.6 Delimitaciones de la investigacion

1.6.1 Temporal: Seguimiento a partir del afio 2020

1.6.2 Espacial: Instituto Nacional de Salud del Nifio San Borja

1.6.3 Recursos: Se contara con recursos humanos, como especialistas
en hematologia y médicos hematdlogos que ayudaran en la interpretacion
de los resultados de EMR. Por otro lado, la infraestructura del IESN es la
mas moderna en el Perd, y se trabaja bajo un sistema de gestion de
calidad que garantiza la validez y confiabilidad de las mediciones por

citometria de flujo.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes
211 Internacionales

Liu HC, et al. (2019, China) desarroll6 un estudio retrospectivo, observacional
que tuvo por objetivo evaluar el impacto como predictor prondstico de la
enfermedad minima residual por citometria de flujo en pacientes con LLA para
una terapia dirigida, realizado en 402 pacientes entre 1 y 18 afios, los cuales
tenian 2 programaciones para medir la enfermedad minima residual, que
fueron durante la induccion (dias 15 -19) y post induccién (dias 35-42); se logro
evidenciar diferencias significativas (p=0.0003) en la supervivencia general
porque 321(80%) presentaron una adherencia exacta a la medicién de la
enfermedad minima residual y 80 (20%) tuvieron falta de adherencia. El estudio
concluye que la medicion de la enfermedad minima residual durante y post
induccion es un predictor del prondstico significativo que permite dirigir el

tratamiento para incrementar la supervivencia libre de eventos (21).

Shalabi H, et al. (2020, EE.UU) realizo un estudio retrospectivo, observacional
cuyo objetivo fue comparar 3 metodologias, la evaluacion por citometria de
flujo, la evaluacion morfolégica de aspirado de médula 6sea y de biopsia de
médula de 6sea para la deteccién de recaida en LLA B, desarrollada en 410
pacientes, de los cuales 89 presentaban recaida; donde se evidencio
discrepancia entre los resultados de estas 3 metodologias y que la citometria
de flujo debia ser incluida para descartar LLAB en recaida. La investigacion
concluye que las 3 metodologias se complementan para la deteccién de
enfermedad, sin embargo, se resalta la alta sensibilidad de la citometria de flujo

como prueba para la deteccion de enfermedad minima residual (22).

Farweez BA, et al. (2020, Egipto), realizé un estudio prospectivo, observacional
gue tenia por objetivo evaluar como la enfermedad minima residual del dia 15
en LLA B se relaciona con los factores pronosticos estandar y su impacto

clinico, realizado en 72 pacientes entre 6 meses y 15.5 afios de edad de los
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cuales 16 presentaron alteraciones citogenéticas de alto riesgo [t (9;22)
BCR/ABL, t(1;19) TCF3/PBX1 y reordenamiento del gen 11923 MLL]; se
evidencio que el 75% de los pacientes de alto riesgo tuvo una enfermedad
minima residual del dia 15 positiva durante su tratamiento de induccion. Se
concluyo que lo pacientes estratificados dentro del grupo de riesgo estandar y
con una enfermedad minima residual del dia 15 negativa no requieren de
estudios de mayor complejidad a diferencia de los de alto riego, ademas esta
medicion permite establecer un perfil prondstico de cada paciente (23).

Radu LE,et al. (2020, Rumania) realizé un estudio retrospectivo, observacional
que tuvo por objetivo evaluar a la enfermedad minima residual del dia 15 y 33
como pronodstico de la LLA en infantes, desarrollado en 133 pacientes
diagnosticados entre enero del 2016 y diciembre del 2018, con seguimiento
hasta diciembre del 2019; donde se encontré que la mortalidad sin recaidas,
supervivencia general y supervivencia libre de eventos fue predicha por la
enfermedad minima residual de dia 33 y la respuesta al tratamiento con
prednisona. Se concluyé que la respuesta al tratamiento, la enfermedad
minima residual del dia 15, la enfermedad minima residual del dia 33 y el grupo
de riesgo son factores que predicen de forma independiente el prondstico de la
LLA en infantes (24).

2.1.2 Nacionales

Castro S, et al. (2018, Peru), realizo un estudio observacional, analitico y de
cohorte retrospectiva que tenia como objetivo conocer la sobrevida global y
libre de enfermedad en pacientes con LLA relacionados a factores asociados,
realizado en 348 pacientes menores de 14 que recibieron como minimo una
sesion de quimioterapia y su posterior en el periodo 2000-2013, donde se
evidencio una tasa de mortalidad y recaida de 325 % y 66,1 %
respectivamente. En un andlisis bivariado los factores relacionados con una
menor sobrevida global fueron el recuento leucocitario al diagnéstico, linaje
distinto a B, edad al diagnéstico, cariotipo, estratificacion de riesgo, recaida en
meédula 6sea, falla al tratamiento de induccién, y la enfermedad minima residual

positiva; ademas se observé que una menor sobrevida libre de enfermedad en
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el género masculino, edad al diagndstico, recuento de leucocitos al diagnéstico,
linaje distinto a B, la estratificacion de riesgo y su respuesta a la prednisona. Se
concluy6 que en el Pert tenemos una sobrevida global y libre de enfermedad
menor a las referenciadas a nivel mundial, por lo que sugiere se realicen mas
investigaciones que permitan mejorar y fortalecer el diagnéstico y monitoreo
(20).

Tafur BA, et al. (2022, Peru), realizo un estudio observacional analitico y de
cohorte retrospectivo que tuvo por objetivo conocer el tiempo de diferimiento y
recaida posterior a la quimioterapia de induccion en nifios con LLA en un
hospital nacional de Lambayeque, realizado entre el 2011 y 2016 en 75
pacientes de 2 a 15 afios con remision completa después del tratamiento de
induccion; donde se encontr6 que mas de la mitad presentaron recaida a
pesar de tener una buena repuesta a la induccion, 21 pacientes tuvieron EMR
positiva, también se observd que estos pacientes presentaron un diferimiento
de 6 dias entre la culmino de la induccién y la fase de consolidacién del
tratamiento con respecto a los que no recayeron. Se concluyé que el tiempo
mayor a 7 dias de diferimiento entre las diferentes fases de tratamiento tiene
gran impacto negativo en que se mantenga la remision de la enfermedad,

ademas la EMR fue el factor de riesgo de mayor importancia en la recaida (25).

2.2 Bases teoricas

2.2.1 Leucemialinfoblastica aguda B

Es una neoplasia maligna originada a partir de precursores linfoides de células
B mas frecuentes en poblacién pediatrica que su diagndstico incluye criterios
clinicos, hematoldgicos, inmunofenotipicos y citogenéticos-molecular (26, 27).
Segun la OMS del afio 2022 se han clasificado como se muestra en la tabla 1
(28):

11



Tabla N°1. Clasificacion de neoplasias de células B
precursoras OMS 2022

Precursor B-cell neoplasms

B-cell lymphoblastic leukaemias/lymphomas
B-lymphoblastic leukaemia/lymphoma, NOS

B-lymphoblastic leukaemia/lymphoma with high hyperdiploidy
B-lymphoblastic leukaemia/lymphoma with hypodiploidy
B-lymphobilastic leukaemia/lymphoma with iAMP21
B-lymphoblastic leukaemia/lymphoma with BCR::ABL1T fusion

B-lymphobilastic leukaemia/lymphoma with BCR:ABL1-like
features

B-lymphobilastic leukaemia/lymphoma with KMT2A
rearrangement

B-lymphoblastic leukaemia/lymphoma with ETVE:
RUNX1 fusion

B-lymphoblastic leukaemia/lymphoma with ETV6:RUNX1-like
features

B-lymphoblastic leukaemia/lymphoma with TCF3:PBX1 fusion
B-lymphoblastic leukaemia/lymphoma with IGH:IL3 fusion
B-lymphoblastic leukaemia/lymphoma with TCF3:HLF fusion

B-lymphoblastic leukaemia/lymphoma with other defined
genetic abnormalities

* Tomada de: The 5th edition of the World Health Organization Classification of
Haematolymphoid Tumours: Lymphoid Neoplasms

e Inmunofenotipo de LLA B

La LLA B se caracteriza por la expresion de marcadores de superficie y de
citoplasma que permite su identificacion de linaje y subtipificacion, estos
linfoblastos B patoldgicos deben expresar como minimo 2 antigenos de la linea
B como CD19, CD79a, o CD22; el Grupo Europeo para la caracterizacién de

las leucemias agudas de acuerdo a sus caracteristicas inmunofenotipica lo
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divide en los siguientes subtipos en Pro B, B comun, Pre B y B madura como
se observa en la tabla N°2 (29, 30).

Los subtipos de la LLA B se diferencian por la ausencia o presencia de la
expresion de los antigenos CD10, cylgM (Inmunoglobulina M citoplasmatica) y

sigM (Inmunoglobulina M de superficie) (30).

Tabla N°2. Clasificacion inmunolégica de las leucemias
linfoides agudas (LLA), segun el Grupo Europeo para la
caracterizacion de las leucemias agudas

mm Caracteristicas fenotipicas

LLA- ProB(B 1) CD19+, CyCD79+ o
B CD22+, CD10-, Cylgp-, slgM-
(0 todas)
Comun (B 1) CD10+, Cylgp-, slgM-
Pre B (B IlI) Cylgp+, slgM-
B (IV) slgM-
LLA-T ProT(T ) CD7+, CyCD3+
Pre T (T I CD7+, CyCD3+, CD2+

0 CD5+ o CD8+ (o todas)
T cortical (T I} CD7+, CyCD3+, CD1a+
T medular (T ) CD3+ y CD1a; CD7+

* Tomada de: Metodologia y aplicaciones de la citometria
de flujo para el inmunofenotipaje de las leucemias agudas

2.2.2 Factores de mal prondstico

e FEdad <1 afno
e Recuento de leucocitos >20 000 mm3.

e LLA B subtipo Pro B.
13



e Alteracion citogenético molecular, con excepcion de hiperdiploidia, t (12;
21) (p13.2; q22.1); ETV6-RUNX1 y t (1; 19) (q23; p 13.3); TCF3-PBX1.

¢ MRP (mala respuesta a la prednisona) en el dia 8 de induccion, donde

se observa = 1.000 blastos absolutos/ul en la sangre periférica.
e Enfermedad minima residual del dia 15.

e Enfermedad minima residual del dia 33 (31).

2.2.3 Enfermedad minima residual

La citometria de flujo multiparamétrica de 8 colores que involucra el uso de
anticuerpos monoclonales en combinacién de fluorocromos que permite
diferenciar las células B normales y de regeneracion de aquellas que son
células patolégicas mediante el inmunofenotipo aberrante que estas Ultimas
pueden presentar (32, 33), ademas brinda informacién acerca de la

supervivencia libre de eventos y la supervivencia global de enfermedad (34).

La EMR es la cantidad de enfermedad capaz de detectar por debajo de limites
inferiores de la microscopia convencional (1 de 100 células), puede evaluarse
tanto en médula 6ésea como en sangre periférica de acuerdo al origen de la
neoplasia hematoldgica. Es considerado de gran utilidad porque brinda
informacion pronostica independiente y permite direccionar el tratamiento de
acuerdo al grupo de riesgo establecido. Existen 3 métodos principales para su
evaluacion, la NGS, PCR y Citometria de flujo, siendo esta ultima ampliamente
utilizada por las diversas ventajas que ofrece y dentro de los cuales permite

alcanzar una sensibilidad semejante a la biologia molecular (32).
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Measurable Residual Disease (MRD)

Multiparametric
Flow Cytometry
(MFC)

Immunophenotypic analysis
to detect abnormal expression
of specific antigens
*sensitivity 10% - 10

«applicability >95%

1

Detection of rare neoplastic cells (<1%)
during post-treatment follow-up,
by using complementary approaches:
Molecular
diagnostics

(PCR, RT-qPCR)

— -—

Genetic analysis to detect
specific DNA signatures

*sensitivity 103 - 10°
*applicability >90%

1

et

Next Generation
Flow (NGF)

Next Generation
Sequencing (NGS),
Digital PCR (ddPCR)

*sensitivity < 10° - 10
*applicability >99%

Figura N°1. Clasificacion inmunolégica de las leucemias linfoides agudas (LLA),

segun el Grupo Europeo para la caracterizaciéon de las leucemias agudas.

(Tomada de: Multiparametric Flow Cytometry for

Hematologic Malignancies: Clinical Applications and New Challenges)

MRD Monitoring

in

Actualmente se conoce la citometria de flujo de préxima generacién de Euro

Flow, aquella que permite alcanzar una sensibilidad de <2 x 10 6, cercana

secuenciacion de proxima generacion (NGS) (<1 x 109), esto se logra debido al

obtener mas de 10 millones de células mediante un proceso conocido como

lisis masiva (35).

e Grupos de riesgo (31)

Riesgo estandar (<0.1%)
Riesgo Intermedio (0.1% - 10%)

Riesgo Alto (>10%)
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e Recaida temprana

Se vuelve a presentar enfermedad a < 36 meses da haber alcanzado la

remision completa (31).
e Persistencia de enfermedad

Cuando nunca llego a presentar una Enfermedad minima residual negativa

después de su diagnostico (31).

2.3 Formulacién de hipotesis

2.3.1 Hipotesis general

Hipotesis nula (Ho): La EMR del dia 15 20.1% no es un predictor de recaida
temprana en pacientes con LLA B atendidos en el Instituto Nacional de Salud

del Nifio San Borja, en el afio 2020.

Hipotesis alterna o de investigacion (Ha): La EMR del dia 15 20.1% es un
predictor de recaida temprana en pacientes con LLA B atendidos en el Instituto

Nacional de Salud del Nifio San Borja, en el afio 2020.

2.3.2 Hipdtesis especificas
e Existen factores de riesgo asociados significativamente con el riesgo de

recaida temprana en pacientes con LLA B atendidos en el Instituto

Nacional de Salud del Nifio San Borja, en el aifio 2020
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CAPITULO IIl; METODOLOGIA

3.1 Método de la investigacién

De método hipotético deductivo, segun Mufioz (2016) describe a este tipo de
método donde a partir de conocimientos especificos puede evidenciar
conocimientos generales. Este método formar nuestra hipotesis en base a
informacion ya existente, que permitira inferir conclusiones con previa

verificacion (36).

3.2 Enfoque de la investigacion:

De enfoque cuantitativo, segun Hernandez, Fernandez y Baptista (2014) refiere
que el método cuantitativo utiliza la recoleccion de elementos para comprobar
las hipotesis utilizando calculos numéricos y herramientas estadisticas para

identificar parametros de comportamiento y comprobar conjeturas (37).

3.3 Tipo de investigacion:

La investigacion basica, Segun Baena (2017), es una investigacion pura, en el
estudio de un problema y como objetivo es la busqueda de nuevos
conocimientos, proponiendo la modificacion de los principios teéricos que ya

existente e incrementando los saberes cientificos (38).

3.3.1 Segun laintervencion del investigador

Es observacional, donde el observador recoge o registra la
significancia de una conducta, evitando en todo momento la
manipulacion a través de la observacion mas adecuada y

sistematica (39).
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3.3.2

3.3.3

3.34

Segun la planificacion de latoma de datos

Retrospectivo, debido a que en nuestra investigaciébn se
recolectara la informacion a partir de hechos ya ocurridos, los
datos se encuentran en los informes del servicio de Hematologia
especializada de los pacientes con diagnostico de LLA B del
Instituto Nacional de Salud del Nifio San Borja.

Segun el numero de ocasiones en las que se mide la variable

de estudio

Longitudinal, ya que formaremos una cohorte conformada por
pacientes con LLA B que seran seguidos por 36 meses hasta la
ocurrencia de EMR (37).

Segun el numero de variables asociados

Analitica, porque nuestra investigacion plantea y pone a prueba
una hipotesis relacionando las variables; segin Hernandez
Fernandez y Baptista (2014), este método consiste en la
“‘desmembracidon de un todo, descomponiéndolo en sus partes o
elementos para observar las causas, la naturaleza y los efectos”
(37).

3.4 Nivel de lainvestigacion:

Es predictiva, segun Hernandez, Fernandez y Baptista (2014) es la asociacion
de variables que permiten predecir un evento. Estos niveles de investigacion son
basicamente inferenciales ya que pueden realizar una estimacion puntual y se

puede contrastar la hipétesis (37).
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3.5 Disefo de la investigacion:

No experimental de disefio longitudinal, definido por Hernandez, Fernandez,
Baptista (2014) como un estudio que se realiza sin la manipular las variables y
en los que sblo se observan los fendbmenos en su ambiente natural para
después analizarlos. Es longitudinal, porque observamos el fenbmeno de
interés en diferentes momentos del tiempo (37). A continuacion, se muestra un

diagrama de flujo de la estructura de la cohorte:

Pacientes con
diagndéstico de
LLA B

Y h 4

EMR dia EMR dia
15<0.1% 1520.1%

Y

Con LLA B Sin LLA B
persistente persistente Seguimiento
durante 36

meses después
de haber
J alcanzado la

Seguimiento
después del
tratamiento de
induccion

1ra remision
completa

‘ Con recaida

Sin recaida
LLAB

LLAB

Figura N° 2. Flujo de la cohorte de investigacion (Fuente: elaboracion propia)

3.6 Poblacion, muestray muestreo

3.6.1 Poblacion

Esta conformada por todos los pacientes menores de edad con diagndéstico
confirmatorio de LLA B que recibieron tratamiento y fueron atendidos en el
Instituto Nacional de Salud del Nifio San Borja en el afio 2020 en un periodo de
seguimiento minimo de 36 meses. Segun Mufioz (2016) una poblacion es un
grupo de individuos que permite obtener informacion valiosa para una
investigacion, donde se usa una muestra representativa cuando el estudio de

toda la poblacion sea dificultosa (36).
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3.6.2 Muestra

Ya que el estudio es una cohorte retrospectiva, se tomara la totalidad de
registros de pacientes con LLA B y se calculara la potencia que genera dicha
muestra. El célculo se realizard en un modelo de regresion de Cox (40) y
empleando el programa estadistico PASS (power analysis and sample size)
version 11, asumiendo un nivel de confianza de 95% y 50 registros evaluados
en los dias 15, 33 y 78 del afio 2020. Asi mismo, de acuerdo con los reportes
de Bassan R et al (16), consideraremos un Hazard ratio de 2.34, y una
proporcion esperada del evento (recaida de LLA B) de 21.7% segun los
hallazgos de Shalabi H et al (22), y asumiremos un R? para ajuste de modelo
final de 0.75. Este célculo generd una potencia de 80.15%, superando a 80%,
valor minimo permisible para estudios analiticos. A continuacién, se adjunta los

parametros ingresados:

™= Cox Regression - (=) X
File View Run Procedures Tools Window Help
vl T AT n = | ° 0
Reset Open Save As Home Favorites Recent Loaded Outpt  Gallery Chapter PDF Help
Procedure Progress
Display Chart
Data Solve For
Tterations Find (Solve For): Power and Beta v
Reports Error Rates
Plot Setup Sl G
Alpha (Significance Level): 10.05 v
Sample Size
N (Sample Size): 50 v|
P (Overall Event Rate): 10.218 v
Effect Size
B (Log Hazard Ratio): 0.8502 v
R-Squared of X1 with Other X's:  |0.75 v
S (Standard Deviation of X 1): [2 v]
Test
Alternative Hypothesis: Two-Sided 2
Add This
> Procedure o Start
Favornes List _ -
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El resultado obtenido fue el siguiente:

Cox Regression Power Analysis
Numeric Results
R-Squared
Sample Reg. S.D. Event X1vs Two-
Size Coef. of X1 Rate OtherX's Sided
Power (N) (B) (SD) (P) (R2) Alpha Beta
0.80150 50 0.8502 2.0000 0.2180 0.7500 0.05000 0.19850

3.6.3 Muestreo

El muestreo serd no probabilistico intencional, segin Hernandez, Fernandez y
Baptista (2014) el muestreo no probabilistico solo toma en cuenta los criterios

propios del investigador (37).

Los registros que proceden de pacientes incluidos en el presente estudio deben

de cumplir los siguientes criterios de elegibilidad:

Criterios de inclusion

e Pacientes con diagnéstico de LLA B del Instituto Nacional de Salud del
Nifio San Borja en el afio 2020.

e Pacientes que tengan estudio de EMR del dia 15

¢ Pacientes que tengan estudio de EMR post tratamiento de induccion

e Pacientes sin persistencia de enfermedad deben tener estudios de EMR

dentro de los 36 meses al diagnadstico.

Criterios de exclusioén

e Pacientes de que tuvieran diagnostico de Leucemia de fenotipo mixto
B/Mieloide.

e Pacientes que hayan abandonado el tratamiento.
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3.7 Variables y operacionalizacion

3.7.1 Definicion conceptual de variables

Variable desenlace: Recaida temprana.

Definicion conceptual: La persistencia de enfermedad se conoce como
la EMR positiva posterior al tratamiento de induccion. La recaida temprana es
la EMR positiva dentro de los 36 meses después del diagnéstico (31).

Variable exposicion: EMR del dia 15 20.1%
Definicién conceptual: Es la EMR realizada 15 dias es una prueba de

laboratorio que es considerado de factor prondstico y permite estratificar a los

pacientes en el grupo de riesgo intermedio y alto (13).

Covariables:
e Edad
e Sexo

e Leucocitos <10 000 6 >30 000 mm3

e Genes de fusion de mal prondstico
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3.7.2 Operacionalizacion de variables

Escala
Variable dependiente Def|n|(_:|on Dimension Indicador Escqla_ fje va_Iorat|va
operacional medicion (Niveles o
rangos)
EMR positiva dentro
Recaida de los 36 meses de . . Expresada en Dicotémica VR: =0%
haber alcanzado la Adimensional % : :
temprana : 2 nominal VR: >0%
primera remisién
completa.
Escala
Variable Definicion . . : Escala de valorativa
: : . Dimension Indicador . :
independiente operacional medicion (Niveles o
rangos)
Estudio de
laboratorio que se
realizara por Expresada en
EMR Dia 15 citometria de flujo en Adimensional P % Dicotémica No: <0.1%
20.1% el dia 15 del nominal Si: 20.1%
diagndstico, durante
el tratamiento de
induccién
: Escala
VATEIIE Definicion Escala de valorativa
independiente . Dimension Indicador ey :
: operacional medicion (Niveles o
secundaria
rangos)
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NUmero de afos de

Edad los pacientes al Adimensional Anos Numerica No aplica
diagnéstico. discreta
Sexo Ge_nero (cjje | Varon Dicotémica i
nacimiento de los Adimensional Mujer _ No aplica
pacientes. nominal
Mal prondstico de <10000 6 >30
acuerdo a la L 000 mm3
Recuento de ) . . Conteo celular Numeérica
X leucopenia o Adimensional .
leucocitos o discreta
leucocitosis presente
al diagnostico
Todas las hiperdiploidia,
alteraciones t(1,19)/
citogenéticos TCF3-PBX1
Alteracion citogenético | moleculares en LLA Presencia o 0t(12,21)/
. : . Dicotomica
molecular del mal B excepto la Adimensional Ausencia nominal ETV6-
pronostico hiperdiploidia, RUNX1

t(1,19)/ TCF3-PBX1
6 t(12,21)/ ETV6-
RUNX1
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3.8 Técnicas e instrumentos de recoleccidon de datos

3.8.1 Técnicas

Observacion: realizaremos un proceso de revision exhaustiva de los reportes
de citometria de flujo procedentes de pacientes con LLA B atendidos durante el
afio 2020. Esta actividad requiere alta concentracion para evitar errores de

digitacion al momento de construir la base de datos.

Registro: la informacion que extraigamos de los reportes de laboratorio (datos
demograficos, recuento de leucocitos, presencia de alteraciones citogenético-
moleculares y grupo de riesgo establecido por el médico tratante) sera llenados
en una hoja de célculo de forma codificada y anonimizada. Para ello, dos
personas seran las responsables de registrar la informacién, y como
procedimiento de control de calidad, se seleccionaran 20 registros
aleatoriamente, los cuales seran completados por los registradores, y se
verificara el nivel de concordancia entre ambos, a fin de evitar errores de

digitacion.

3.8.2 Instrumentos

El instrumento para la recoleccion de los datos sera una ficha de recoleccion de
datos realizada por el investigador. Los datos seran tomados a partir de los
informes de citometria de flujo. La busqueda de los resultados incluye
informacion de EMR del dia 15, EMR posterior al tratamiento de induccion y
EMR hasta los 36 meses en ausencia de recaida de enfermedad. En caso de
gue se identifique recaida de enfermedad, el seguimiento de la cohorte se dara

por cerrada para ese registro.

La evaluacion de EMR de LLA B fue obtenida por la metodologia de citometria
de flujo basada en el procesamiento de muestras de médula 6sea de acuerdo
al protocolo EUROFLOW (35), este incluye paneles de 8 colores que permiten
la deteccion de poblaciones de linfoblastos de células B patolégicos. Euroflow
establece el uso de los siguientes marcadores: CD20, CD45, CD81, CD66c,
CD123, CD73, CD304, CD34, CD19, CD10y CD38. Se empled un citbmetro de
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flujo (Becton Dickinson Biosciences, FACS Canto Il, Estados Unidos) con
capacidad de procesamiento en el software Infinicyt version 2.0 (Cytogonos,
Estados Unidos). Este equipo trabaja con un sistema cerrado, de tal forma que

todos los insumos y reactivos fueron de la marca del equipo.

La identificacion de alteraciones citogenéticas fue evaluada en el Laboratorio

de Genética del Instituto Nacional de Salud del Nifio San Borja.

3.9 Plan de procesamiento y analisis de datos

Se construira una base de datos en hoja de calculo, la cual sera exportada al
programa estadistico Stata version 17.0 (Stata Corp. LCC, Collegue Station,
TX, USA). Las variables seran presentadas en medidas de tendencia central
(media o mediana) y dispersién (desviacion estandar o rango intercuartil),
previo analisis de curtosis, asimetria e histograma de cada variable numérica.
El desenlace de interés (recaida de LLA B) serd comparado en un analisis
bivariado mediante la prueba chi cuadrado de Pearson, exacta de Fisher o
Yates, dependiendo de las frecuencias esperadas analizadas. Para el caso de
las variables independientes numeéricas, emplearemos la prueba t-Student
previa evaluacion de normalidad con la prueba de Shapiro-Wilk. En ambos
casos, consideramos como valor significativo un valor de probabilidad menor a
0.05. La relacion entre EMR y recaida de LLA B sera evaluada en un modelo
de regresion de Cox, donde calcularemos el Hazard ratio como medida de
asociacion cruda y ajustada por edad, sexo, y presencia de alteracion genética.
Los factores asociados con la recaida, serdn evaluadas en el mismo modelo.
También calcularemos el intervalo de confianza al 95% y el valor de
probabilidad. La capacidad predictiva de la recaida de LLA B serd evaluada
finalmente en un andlisis de curva ROC (caracteristica receptor-operador),
donde estimaremos el valor AUC (area bajo la curva) y su intervalo de
confianza, asi como los valores de sensibilidad, especificidad y valores

predictivos. El valor AUC sera también representado en graficos ROC.
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3.10 Aspectos éticos

El proyecto sera registrado y evaluado por el Comité Institucional de Etica en
Investigacion del Instituto Nacional de Salud del Nifio San Borja, asi como por
el Comité de Etica de la Universidad Privada Norbert Wiener. Dado que es un
estudio retrospectivo, no se requerird de consentimiento informado, y su
ejecucion no involucra perjuicio para los pacientes. El manejo de la informacion
generada en el estudio sera confidencial, y se garantizard& mediante la
anonimizacién y codificacion de la data, la cual estara alojada en la
computadora personal de la investigadora, y se creara un backup de respaldo
en una nube de acceso exclusivo a la investigadora. Finalmente, la
investigadora declara no tener ningun conflicto de interés, ni ser auspiciado por

alguna marca que pueda generar resultados tendenciosos.

27



CAPITULO IV: ASPECTOS ADMINISTRATIVOS

4.1. Cronograma de actividades

ANO 2024

Enero Febrero Marzo

Busqueda bibliografica
y formulacién del
proyecto de

investigacion

Registro del proyecto al
Comité de Etica de la X x | x X
UPNW e INSN

Levantamiento de
observaciones del X X

Comité de Etica

Aprobacion del
proyecto por el Comité X X
de Etica

Gestion administrativa
en la EP de Tecnologia X
Médica

Revision del proyecto y

correccion

Programacion para
sustentacion del X

proyecto

Sustentacion del

proyecto

Envio del proyecto

version final

Publicacién en el

repositorio de la UPNW
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4.2. Presupuesto

COSTO
DESCRIPCION CANTIDAD UNITARIO cosTO
o TOTAL (S/.)
BIENES
Licencia Microsoft office 1 250.00 250.00
Licencia para Stata version 17.0 1 600.00 600.00
Licencia antivirus 1 150.00 150.00
Disco duro externo 1 100.00 100.00
SUBTOTAL 1100.00
SERVICIOS
Internet Mensual 40.00 110.00
SUBTOTAL 110.00
TRANSPORTE
Local por dia 40 20.00 800.00
SUBTOTAL 800.00

TOTAL 2010.00
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ANEXOS

ANEXO 1: INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

Cddigo de identificacion: Fecha de inicio: [

Grupo de seguimiento

O Con EMR

O Sin EMR

Variables epidemiolégicas

1. Edad al momento del diagnéstico: (anos)
2. Sexo:

O Femenino

O Masculino

Variables de seguimiento

Variables Registro de informacién durante el seguimiento

hasta los 36 meses

Basal Dial1l5 | Dia33 | Dia78 | Dia: *

Recuento de leucocitos (wbhc/mm3)

Recaida temprana (No / Si)

Alteracion citogenética (No / Si)

Hiperdiploidia

t(1,19)/ TCF3-PBX1

t(12,21)/ ETV6-RUNX1

*Se afiadira mas columnas conforme se encuentre registros para cada

paciente evaluado.
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ANEXO 2: MATRIZ DE CONSISTENCIA

TITULO DEL PROYECTO: ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL DEL DIA 15 20.1% COMO PREDICTOR DE RECAIDA
TEMPRANA EN PACIENTES CON LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA B DEL INSTITUTO NACIONAL DE SALUD DEL
NINO SAN BORJA, EN EL ANO 2020

AUTORA: CENTENO MAMANI, YADIRA DIONE

PROBLEMA DE
INVESTIGACION

General:

¢La enfermedad minima
residual (EMR) del dia 15
20.1% es un predictor de
recaida temprana en
pacientes con Leucemia
Linfoblastica Aguda de
céluas B (LLA B)
atendidos en el Instituto
Nacional de Salud del
Nifio San Borja, en el afio
20207

OBJETIVOS DE
INVESTIGACION

General:

Evaluar la enfermedad
minima residual (EMR) del
dia 15 20.1% como
predictor  de recaida
temprana en pacientes con
Leucemia Linfoblastica
Aguda de células B (LLA
B) atendidos en el Instituto
Nacional de Salud del Nifio
San Borja, en el afio 2020.

VARIABLES DIMENSION

Dependiente:
Recaida
temprana

Independiente:
EMR Dia 15
20.1%

Adimensional

Adimensional

Especifico:

¢ Cudles son los factores
de riesgo asociados con
el riesgo de recaida
temprana en pacientes
con LLA B atendidos en el
Instituto  Nacional de
Salud del Nifio San Borja,
en el afio 2020?

Especifico:

Identificar los factores de
riesgo asociados con el
riesgo de recaida
temprana en pacientes con
LLA B atendidos en el
Instituto Nacional de Salud
del Nifio San Borja, en el
afo 2020

Covariables

- Edad

- Sexo

- Recuento de
Leucocitos

- Alteracion
citogenético
molecular del
mal pronostico

Adimensionales

METODOLOGIA
Enfoque de lainvestigacion: Cuantitativo
Tipo de investigacién: Basico
Nivel de investigacion: Predictivo

Método de investigaciéon: Hipotético
deductivo

Disefio de investigacion: Cohorte
retrospectiva

Poblacion: Pacientes menores de edad con
diagnostico confirmatorio de LLA B que
recibieron tratamiento y fueron atendidos en
el INSN San Borja en el afio 2020 en un
periodo de seguimiento minimo de 36
meses

Muestra: 50 registros que generan un poder
de 80.15%, asumiendo un HR de 2.34,
proporcion de recaida de 21.7% y un nivel
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de confianza de 95% y R2 de ajuste de
0.75.

Técnicas de procesamiento de datos:
Estadistica descriptiva, bivariada (chi
cuadrado) y multivariada (regresion de Cox,
calculo de HR crudo y ajustado), y andlisis
en curva ROC (AUC e intervalo de
confianza al 95%). Uso del programa Stata
version 17.
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