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PROLGEO:

LA LEUCEMIA INFANTIL
DESDE LA ARMONIZACION CIENTIFICA

La promocién de agendas para responder a los principales desa-
fios de salud a través de programas de integracién transversal ha
marcado una nueva era en la investigacion cientifica de México.

Para nuestra nacién, el cancer infantil es una prioridad urgen-
te de atender, ya que representa una de las patologias sistémi-
cas de mayor detrimento tanto en la salud fisica y mental de las
personas que la padecen como en sus familias y comunidad, con
profundos impactos sociales, econdmicos y psicolégicos. Laos des-
enlaces fatales debidos al cadncer en edad pediatrica superan las
muertes por todos los tipos de enfermedades de la infancia. Uno
de cada dos casos de cadncer en nifias, nifios y adolescentes mexi-
canos se debe a leucemias agudas, el cancer de la sangre, que ha
incrementado durante los Ultimos 40 afos hasta ocupar el primer
lugar de incidencia de nuevos casos y el mayor nimero estimado
de muertes en edades 1-19 afos en Ameérica Latina.

En el Proyecto Nacional de Investigacién e Incidencia en Leucemia
Infantil del Conahcyt, ahora Secihti, en alianza con la Secretaria de
Salud, disefamos una estrategia incluyente para potenciar la apli-
cacién de conocimientos de diferentes dreas con el fin de mejorar
la atencion de pacientes con leucemia. El objetivo principal es in-



crementar las tasas de curacion de esta devastadora enfermedad
con expectativas de conservar una recafalta calidad de vida, ins-
trumentando para ello enfoques interdisciplinarios armonizados,
acompafados de herramientas y tecnologfas de vanguardia. Este
esfuerzo busca entender mas ampliamente la complejidad de la
leucemia, las condiciones de las poblaciones vulnerables de las
zonas de mayor marginacion del territorio mexicano, las cuales
muestran las incidencias mas altas y una preocupante reduccion
de probabilidad de sobrevivir a la enfermedad.

Mds del 50% de los menores en nuestro pafs son clasificados al
debut clinico de la leucemia como pacientes de alto riesgo y ex-
perimentan una evolucion desfavorable, con desenlaces de recal-
das y muertes ocurridas en fases muy tempranas del tratamientao,
por lo menos tres veces mas frecuentes que en otras regiones
del mundo, a pesar del uso de esquemas similares de quimiotera-
pia. Mas aun, en aquéllos clasificados con criterios clinicos como
riesgo estandar, la frecuencia de recafda es mayor al 55%, lo que
denota la participacién de multiples factores biolégicos y/o am-
bientales adicionales en los prondsticos desfavorables y subraya
la necesidad de investigacidn cientifica exhaustiva para su detec-
cién oportuna, estratificacion de riesgo e intervencion terapéutica
integral basada en el conocimiento y adecuada a la identidad de
nuestras poblaciones.

Este madelo de investigacién especializada operd en torno a cua-
tro ejes estratégicos: epidemiologia ambiental, ciencia y tecno-
logia de frontera, armonizacién y educacion, e innovacién para
la prevencién y tratamiento. Reunid el trabajo cooperativo de
multiples investigadores cientificos y biotecnélogos, especialis-
tas clinicos en hematologfa y oncologia pedidtrica, mas de 20
instituciones nacionales de investigacion y hospitales de concen-
tracion, laboratorios clinicos, Sociedades Médicas y Cientificas de
prestigio académico. De dichos ejes se articularon 11 proyectos
interactivos liderados por expertos en las respectivas areas, que
operan simultaneamente a diferentes escalas de organizacion y
en multiples dimensiones de desarrollo, con adherencia rigurosa
a los principios de inclusion, equidad y derecho universal a los
beneficios de la ciencia.

El eje dedicado al estudio epidemioldégico y de supervivencia de
leucemia en zonas marginales, ha investigado a profundidad las po-



tenciales causas con componente ambiental, los factores de riesgo
para su aparicioén, los factores prondsticos de su supervivencia y los
determinantes sociodemograficos de la mortalidad en las pobla-
ciones mas vulnerables, para ofrecer recomendaciones preventivas
primarias, secundarias y terciarias basadas en el cese de exposicion
a dichos factores.

Por otro lado, las estrategias de investigacion cientifica incluyen
proyectos interdisciplinarios y el lanzamiento de un labaoratorio
de citémica para el cancer infantil. Las tecnologias dmicas han
transformado la perspectiva integral de las enfermedades com-
plejas, bajo un maodelo en el que se estudian personas, perfiles
y comportamientos biolégicos, resultado del procesamiento de
grandes cantidades de datos. La citémica, que combina la cito-
metria de flujo y la espectrometria de masas, es de indudable
utilidad para la ponderacion de riesgo, asi como para la prediccion
de respuesta a tratamiento. Su importancia recae en la capacidad
de analisis de alto rendimiento de poblaciones heterogéneas de
pacientes a nivel de células individuales y su asociacién con des-
enlaces clinicos en las diferentes etapas de la enfermedad. Estas
han sido esenciales para el inicio de la construccién de un Atlas de
Leucemia Infantil en México, resultado de la interaccién en red de
informacion clinica, citdmica, gendmica, ambiental, patobioldgica
y de respuesta tumoral a agentes terapéuticos.

Ademds, como podré leerse en esta obra, la identificacion del ori-
gen y evolucion de las células troncales leucémicas en el debut
y la recaida, asi como la exploracién de nuevas moléculas diana
invalucradas en procesos de regulacion, activacion y migracion
celulares han determinado potenciales estrategias de interven-
cién molecular en escenarios de riesgo. En particular, cortactina y
HDAC6 han surgido como importantes biomarcadores prondésticos
en LLA-B. Estos biomarcadores, asociados con un aumento en las
recaidas y una mayor migracion celular, juegan un papel crucial
en la regulacion del citoesqueleto de actina. Su potencial como
blancos terapéuticos abre el camino hacia el desarrollo de nuevas
estrategias y terapias dirigidas.

La armanizacion nacional de sistemas de registro y diagnostico
por citometria de flujo es fundamental en el abordaje a patologias
malignas, asi como la educacién continua a los profesionales de
la salud a cargo de su manejo. La construccién y fortalecimien-



to de una comunidad académica multidisciplinaria que aporta su
gran experiencia en el andlisis del inmunofenotipo y la aplicacién
de otras herramientas de laboratorio para el diagndstico y segui-
miento de la leucemia linfoblastica aguda resulta esencial para
cualquier estrategia de implementacién de mejoras can vision in-
cluyente para todo el pafs. La apropiacion del conocimiento a ni-
vel de comunidad, basada en la participacion activa en consensos
y basados en la revisién de buenas practicas desde la obtencién
de la muestra de la mejor calidad posible hasta la emisién de un
reporte armonizado que resulte Util para la toma de decisiones de
cualquier profesional de la salud en el pafs, es el eje principal de
esta estrategia.

Finalmente, estrategias biotecnolégicas y de innovacion han ini-
ciado su desarrollo, como la expansién ex vivo a escala clinica de
células troncales y progenitoras hematopoyéticas de la sangre de
cordén umbilical para trasplante, la generacién de plataformas
biotecnologicas para el desarrollo de terapias contra el microam-
biente tumoral y el desarrollo de linfocitos T quiméricos (CAR-T)
para terapia celular de entidades refractarias, han sentado las ba-
ses de estudios pre-clinicos de inmunoterapia y terapia celular.

A través de 10 capitulos, esta obra pretende contribuir a la cultura
cientifica del lector interesado en torno a la patologia de la leu-
cemia, revelar nuevos descubrimientos que permiten subclasificar
grupos de riesgo, y avances y perspectivas con potenciales impli-
caciones en politicas de salud infantil. Los esfuerzas aqui descri-
tas han contribuido a la precisiéon en la clasificacién diagndstica
de la leucemia, la optimizacion de estrategias terapéuticas y la
reduccién de la mortalidad infantil por leucemia en México, a par-
tir de la armonizacién cientifica.

Dra. Lourdes Andrea Arriaga Pizano
Dra. Rosana Pelayo
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ATENDER Y ENTENDER LA LEUCEMIA INFANTIL: armonizacidn, innovacién e integracién

INTRODUCCION

La leucemia infantil, constituye una proporcién significa-
tiva de los canceres pediatricos a nivel mundial (Allema-
ni y cols., 2018). Las desigualdades en incidencia, mor-
talidad y tasas de supervivencia entre distintos estratos
socioeconomicos y grupos étnicos, especialmente en po-
blaciones hispanas de paises de ingresos bajos, medios
y altos, subrayan la necesidad de un analisis exhaustivo
(Flores-Lujano vy cols., 2022; Montes-Rodriguez y cols.,
2023).

La poblacion infantil y adolescente de origen hispano, parti-
cularmente aquella que vive en los Estados Unidos y América
Latina, presenta diferencias notables en incidencia y super-
vivencia de la leucemia en comparacion con otros grupos
étnicos (Castellanos y cols., 2023; Montes-Rodriguez y cols.,
2023). Los estudios indican que las poblaciones hispanas
suelen mostrar tasas de incidencia mas altas, pero menores
tasas de supervivencia debido a barreras socioeconémicas
y dificultades de acceso a la atencion médica (Aristizabal y
cols., 2023).

Por otro lado, diversos estudios destacan el impacto del
nivel socioeconoémico (NSE) en los desenlaces de la leu-
cemia. Por ejemplo, las tasas de supervivencia son signi-
ficativamente menores en paises de ingresos bajos y me-
dios en comparacion con los de ingresos altos, debido al
acceso limitado a la atencion meédica y a los recursos dis-
ponibles (Espinoza y cols., 2023; Korrapolu y cols., 2023;
Makkeyah vy cols., 2021). Asimismo, factores socioecono-
micos como la pobreza y la infraestructura en salud son
determinantes criticos de los resultados del tratamiento
(Jabeeny cols., 2016).

Las disparidades en los desenlaces también estan influen-
ciadas por el contexto geografico, de modo que los ninos
que viven en regiones rurales o desatendidas experimen-
tan peores desenlaces. En zonas como Centroameérica, se
han adaptado protocolos terapéuticos innovadores para
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mejorar la supervivencia a pesar de las limitaciones de re-
cursos (Espinozay cols., 2023; Jaime-Pérez y cols., 2016).

Por otro lado, la disponibilidad de herramientas diagnds-
ticas avanzadas y protocolos terapéuticos estandarizados
impacta significativamente las tasas de supervivencia. En
los paises de ingresos bajos y medios, el acceso limitado
a estos recursos se traduce en mayores tasas de mortali-
dad y recaidas (Abdelmabood y cols., 2020; Jaime-Pérez y
cols., 2016).

A pesar de estas diferencias en infraestructura diagnostica,
acceso terapeéutico y organizacion de los sistemas de salud, es
importante reconocer que incluso en contextos con altos es-
tandares clinicos, las causas conocidas de la leucemia infantil
explican menos del 10% de los casos (Onyije y cols., 2022;
Ricci y cols., 2024). Esta limitada comprension etiolégica ha
impulsado una creciente atencién hacia los determinantes
socioambientales, los cuales podrian contribuir de manera
significativa a la variabilidad geografica, étnica y socioecono-
mica observada en la incidencia y los desenlaces.

DETERMINANTES SOCIOAMBIENTALES
DE LA LEUCEMIA INFANTIL

Los factores socioambientales, que abarcan elementos como
la contaminacion del aire, el NSE, la exposicién a pesticidas y
las exposiciones ocupacionales de los padres (en particular
al benceno), son cada vez mas reconocidos como contribu-
yentes importantes al riesgo de desarrollar leucemia infantil.
El presente capitulo sintetiza los hallazgos recientes sobre
estos factores, con énfasis en la leucemia linfoblastica aguda
(LLA) y la leucemia mieloide aguda (LMA), integra la eviden-
cia procedente de estudios ecoldgicos, de casos y controles,
cohortes y revisiones sistematicas, y explora las principales
brechas de conocimiento y direcciones de investigacion fu-
turas, especialmente relevantes para poblaciones hispanas vy
paises de ingresos bajos y medios (Fig. 1.1).
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CONTAMINACION DEL AIRE Y LEUCEMIA INFANTIL

Evidencia de estudios epidemiolégicos

La contaminacién atmosférica relacionada con el trafico vehi-
cular y con fuentes industriales se ha consolidado como uno
de los focos principales en la investigacion sobre leucemia
infantil. Diversos contaminantes, particulas finas como PM;.s
(material particulado fino <2.5 um) y PMyo (material particu-
lado grueso <10 pm), diéxido de nitrégeno (NO2), benceno,
hidrocarburos arométicos policiclicos (HAP) y carbono negro
(CN), han sido asociados, con distinta fuerza, al riesgo de leu-
cemia en la nifiez (Filippini y cols., 2015).

Una de las sintesis mas influyentes es la revisién sistemati-
ca y metaanalisis de Filippini y cols., (2015), que incluyé 26
estudios (6 ecologicos y 20 de casos y controles) publica-
dos entre 1970 y 2014, centrados en la exposicion prenatal
y postnatal a contaminacion del aire exterior y riesgo de LLA
y LMA. La expasicion se midio mediante densidad de trafico
(conteo de vehiculos, longitud de carreteras, trafico pondera-
do por distancia), proximidad a gasolineras y concentraciones
ambientales de NO; y benceno obtenidas a partir de redes
de monitoreo y modelos de regresién de uso de suelo (Land
Use Regression, LUR) o dispersion atmosférica. El metaanali-
sis de efectos aleatorios mostré un mayor riesgo de leucemia
infantil asociado con exposicion a NOz, benceno vy alta densi-
dad de trafico. En analisis especificos, la LLA se asocié mas
claramente con NO, (OR 1.21; IC 95% 1.04-1.41), mientras
que la LMA mostré una asociacion mas fuerte con benceno
(OR 2.28;1C 95% 1.09-4.75). Sin embargo, la heterogeneidad
entre estudios fue elevada, con diferencias en los métodos
de estimacion de exposicion, periodos de evaluacién y calidad
de los estudios, ademas de indicios de sesgo de publicaciony
variaciones geogréficas importantes (Filippini y cols., 2015).

En un contexto mas reciente, Zhongy cols., (2023 ) analizaron
2,782 casos de LLA y 139,100 controles en California (2000—
2015) para evaluar la asociacién entre luz artificial nocturna
(LAN), contaminacién por PM,.s y riesgo de LLA. La LAN se
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estimd mediante imagenes satelitales de brillo del cielo asig-
nadas a los domicilios al momento del nacimiento (de acuer-
do con su acta de nacimiento) y categorizadas en terciles; la
exposicion a PMz.s se derivé de un modelo que integra datos
satelitales, monitores terrestres, variables metearoldgicas y
de uso de suelo. En el analisis global, la LAN mostr6 asocia-
ciones modestas (ORa 1.05; IC 95% 0.95-1.17) y la PMz.5 una
asociacién débil (OR 1.08 por 10 pg/m?; IC 95% 0.96-1.20).
Sin embargo, en andlisis estratificados resaltan un mayor ries-
go de LLA entre nifos de origen hispano expuestos a altos
niveles de LAN (ORa 1.15;1C 95% 1.01-1.32), mientras que la
asociacion fue inversa o nula en blancos no hispanos (Zhong'y
cols., 2023). Estos hallazgos subrayan la importancia de con-
siderar simultaneamente la dimensién étnica y socioambien-
tal en poblaciones de origen hispano que residen en areas
urbanas.

En Teherdn, Norzaee et al. (2025) realizaron un estudio de
casos y controles con 428 ninos de 1 a 15 anos para evaluar
la exposicion residencial a PM,.s y CN en ventanas de exposi-
cion criticas: desde el nacimiento hasta el diagnaostico, el afo
previo al diagndstico y a la edad de 2—4 anos. Utilizaron un
modelo de aprendizaje automatico conocido como “Gradient
Boosting Machine" que combint datos de multiples fuentes
para generar concentraciones anuales de PM;.5 y CN a nivel
de domicilio. Se observé una asociacion positiva y no lineal
entre incrementos de PM,.s y CN con el riesgo de leucemia
infantil. Un incremento de 5.09 pg/m® de PM..s se asocio
con OR de 1.10 (IC 95% 1.05-1.15) desde el nacimiento al
diagnostico, y en el ano previo al diagnostico el OR fue de
1.12 (IC 95% 1.01-1.11). Para CN, un incremento de 1 pg/
m? en el ano previo al diagndstico se asocié con OR de 1.16
(IC 95% 1.00-2.15). Pese a las incertidumbres inherentes a
los modelos de andlisis utilizados vy la posible confusion resi-
dual, estos datos refuerzan la hipotesis de que la exposicion
sostenida y acumulativa a contaminantes finos presentes en
el aire incrementa el riesgo de leucemia aguda infantil (Nor-
zaee y cols,, 2025).
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Complementariamente, el estudio (Banjou'y cols., 2025) analizo
581 casos de LLA, 136 de LMAy 11,308 controles nacidos entre
2010y 2015 para evaluar la exposicion prenatal a contamina-
cion relacionada con el trafico mediante geocodificacion del do-
micilio al nacimiento, la distancia a carreteras principales en un
radio de 500 metros y concentraciones modeladas de NOz, PMa.s
y CN. La exposicion se analizd en terciles y como variable con-
tinua. Un incremento de 2 pg/m?® de PM,.s se asocié con mayor
riesgo tanto de LLA (OR 1.14; IC 95% 1.08—1.20) como de LMA
(OR 1.12;1C 95% 1.00—1.25). EL CN mostrd asociaciones eleva-
das con LLA en zonas de menor tamafo poblacional: OR 1.90 (IC
95% 1.22—2.97) en areas <5,000 habitantes y OR 1.58 (IC 95%
1.16—-2.17) en zonas de 5,000—99,999 habitantes, mientras que
en las grandes urbes no se reportaron asociaciones significati-
vas. Para NOz, el incremento en el riesgo de LMA (categoria més
alta vs. mas baja) fue moderado (OR 1.4; IC 95% 0.9-2.1). Si
bien el estudio no incorporé informacion ocupacional de los pa-
dres ni exposiciones posnatales, aporta evidencia robusta de que
la exposicion prenatal a particulas finas y carbono esta asociada
con mayor riesgo de leucemia infantil, con variaciones segun el
contexto urbano (Danjou y cols., 2025).

En Corea del Sur, Lee vy cols., (2022) utilizaron una cohorte re-
trospectiva de 1,261,855 nifios nacidos entre 2002 y 2012 para
evaluar (a relacién entre exposicién a PMz.s y PMyg y riesgo de
cancer infantil (incluyendo leucemia y tumores del sistema ner-
vioso central). La exposicion se estimé a partir de promedios
mensuales de PMyg, NO,, SO, (didxido de azufre), CO (mondxido
de carbono) y 03 (0zono) de la red nacional AirKorea, y las con-
centraciones de PM..s se obtuvieron mediante un enfoque de
fusion de datos. Al aplicar modelos de Cox que consideraron la
movilidad residencial, un incremento de 10 pug/m?® en PMa.5 se
asocio con un HR de 3.02 (IC 95% 1.63-5.59) para cancer infan-
til, mientras que para PMyg el HR fue cercano a la unidad (1.04;
IC 95% 0.74—1.45). Aunque la exposicidn no se midié de forma
individual y falté informacién sobre factores familiares y genéti-
cos, este estudio refuerza la importancia de las particulas finas
como carcindgeno relevante en la infancia (Lee y cols., 2022).
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En Europa, los trabajos de Spycher y cols., (2015) y Kreis
y cols., (2022) en Suiza profundizan en el papel del tréfico
vehicular. Spycher y cols., evaluaron 1,938 casos de can-
cer infantil (549 leucemias) en una cohorte nacional para
analizar la proximidad residencial a autopistas y el volumen
vehicular (Spycher y cols., 2015). Los nifios que vivian a
<100 m de una carretera principal mostraron HR ajustado
de 1.43 (IC 95% 0.79-2.61) para leucemia en general, y de
2.17 (IC 95% 0.80-5.89) en menores de 5 afios, aungue sin
significancia estadistica y sin una clara relacion dosis—res-
puesta. Por su parte, Kreisy cols., (2022), con una cohorte
de 3,493,769 ninos y 2,960 cénceres infantiles (902 leuce-
mias, 710 LLA'y 131 LMA), encontraron que la exposicion a
NO; derivada de modelos de LUR y de dispersién se asocia-
ba especificamente con LMA (HR 1.31; IC 95% 1.00-1.71
por incremento de 10 pg/m?), mientras que para LLA el HR
fue de 1.00 (IC 95% 0.88—1.13). Estos resultados sugieren
que ciertos subtipos de leucemia, particularmente la LMA,
pueden ser mas sensibles a contaminantes relacionados
con el tréfico (Kreisy cols., 2022).

Mas alla del trafico, Garcia-Pérez y cols., (2015) exploraron
la proximidad residencial a zonas industriales y urbanas en
Espafa, analizando 638 casos de leucemia y 13,188 con-
troles. Vivir a <2.5 km de cualquier industria se asoci6 con
OR de 1.31 (IC 95% 1.03-1.67), y residir cerca de &reas
urbanas con >10,000 habitantes con OR de 1.36 (IC 95%
1.02-1.80). La magnitud de la asociacion fue aun mayor
para industrias especificas, como vidrio y fibras minerales
(OR 2.42; IC 95% 1.49-3.92), tratamientos con solventes
orgdnicos (OR 1.87; IC 95% 1.24-2.83), galvanizacion (OR
1.86; IC 95% 1.07-3.21) y produccion/procesamiento de
metales (OR 1.69; IC 95% 1.22—2.34) (Garcia-Pérez y cols,,
2015). Aungue la exposicién se midio solo como distancia
residencial y no se consideraron mediciones individuales ni
historia completa de residencia, el patrén general respalda
la importancia de fuentes industriales de carcindégenos en
el entorno residencial.
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Evidencia de paises de ingresos medios y el caso de México

En México, Calderdn-Hernandez y cols., (2023) realizaron un es-
tudio ecoldgico con 443 casos de LLA en ninos y adolescentes
de 0 a 19 afos (subgrupos 0—4, 5-9, 10-14 y 15-19 afios)
diagnosticados entre 2015 y 2020. Mediante analisis de densi-
dad de Kernel y modelos de Poisson se identificaron siete clus-
teres geoespaciales con exceso de riesgo de LLA (RR 1.4-2.3;
p < 0.05), asociados a altas concentraciones de PM,.s (15-37
ug/m?), varias veces por encima del estandar de la OMS (Or-
ganizacion Mundial de la Salud) vy a la presencia de mdultiples
fuentes locales de carcinégenos: gasolineras, adrilleras, carpin-
terfas, cementeras y manufactura quimica o de pinturas. La su-
pervivencia a 5 afos varié de 61.5% a 78.6% segun la region, lo
que sugiere que las exposiciones ambientales se entrelazan con
desigualdades en acceso al diagnostico oportuno y tratamien-
to (Calderon-Hernandez y cols., 2023). Aunque se trata de un
estudio basado en datos hospitalarios y sin medicion individual
de expaosicion, constituye un ejemplo claro de cémo la integra-
cion de informacion geoespacial y ambiental permite identificar
"hotspots” urbanos de riesgo en un pais de ingresos medios.

De manera complementaria, Navarrete-Meneses (2024) llevo
a cabo una revision narrativa de 174 estudios publicados en-
tre 2013 y 2023 sobre contaminacién ambiental y riesgo de
cancer infantil, con énfasis en leucemia. Esta revision mostrd
que aproximadamente 29% de los estudios abordaban conta-
minacion del aire, 28% pesticidas, 11% quimicos intradomici-
liarios, 16% consumo de tabaco y alcohol en los padres, 12%
exposicién a campas electromagnéticos y 4% la exposicién a
radon. La evidencia resumida indica una asociacion positiva
entre contaminacion del aire, especialmente por alta densi-
dad de trafico, y LLA, con creciente implicacién de benceno,
PM2.s, NO2 v HAPs. La exposicion prenatal y en los primeros
ahos de vida emergio como periodo de mayor relevancia bio-
légica. Sin embargo, la heterogeneidad metodolégica, la es-
casez de mediciones personales y el control incompleto de
confusores, como el NSE, limitaron la capacidad de establecer
relaciones causales firmes (Navarrete-Meneses y cols., 2024).
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Calidad del aire interior y guias de la OMS

Si bien la mayor parte de la literatura en leucemia infantil se ha
centrado en la contaminacién exterior, los entornos interiores,
donde los nifios pasan la mayor parte del tiempo, son criticos.
Las Guias de la OMS para la Calidad del Aire Interior (World Heal-
th Organization, 2010) sintetizan la evidencia epidemioldgica,
toxicologica y experimental para establecer valores guia de ca-
lidad del aire interior para PMz.5, PMyg, 03, NO2, SO, CO y com-
puestos como el benceno. En este documento, la exposicion se
estima mediante muestreo de aire interior y exterior con mues-
treadores activos y pasivos, monitoreo personal y, en algunos
casos, biomonitoreo (por ejemplo, metabolitos de benceno en
orina 0 sangre). Las guias de la OMS recomiendan valores anua-
les de 10 pg/m? para PMz.s y 20 ug/m? para PMy, con valores de
24 horas de 25 pg/m? y 50 pg/m3, respectivamente. Para NO; se
establece un valor gufa anual de 40 pg/m? v para SO, un valor
de 20 pyg/m? en 24 horas. Aunque el documento no se centra en
leucemia infantil, si proporciona la base regulatoria y conceptual
para interpretar los niveles de exposicién observados en estu-
dios epidemiolégicos, donde con frecuencia las concentraciones
superan los limites recomendados, especialmente en regiones
urbanas de paises de ingresos bajos y medios.

EXPOSICION A PESTICIDAS Y LEUCEMIA INFANTIL

Evidencia cientifica de revisiones
sistematicas y metaanalisis

Los pesticidas representan uno de los grupos de agentes am-
bientales con evidencia mas consistente en relacion con la
LLA infantil, especialmente cuando la exposicion ocurre du-
rante el embarazo o la infancia temprana. La revisién de On-
yije 'y cols., (2022), que sintetizd 59 trabajos (42 metaanalisis
y revisiones sistematicas y 17 analisis agrupados) publicados
entre 2003 y 2021, identifico dos factores ambientales con
evidencia convincente de asaciacion con LLA infantil: 1. La
exposicion postnatal a radiacion ionizante en bajas dosis y
2. La exposicién materna a pesticidas durante el embarazo
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(v, en algunos analisis, también en la preconcepcién) (Onyi-
je y cols., 2022). La revision también encontré evidencia de
magnitud moderada o limitada factores protectores como la
suplementacion con acido félico, multivitaminicos, duracién
de la lactancia >6 meses y asistencia temprana a guarderia.
Sin embargo, la heterogeneidad de métodos de medicion de
exposicion y de poblaciones, junto con el riesgo de sesgo de
memoaria y la duplicacion de datos en metaanalisis superpues-
tos, limita la posibilidad de inferir causalidad.

Clavely cols., (2016), en una revision narrativa de factores de
riesgo ambientales de cancer infantil (LLA, LMA, neuroblasto-
ma, tumor de Wilms, retinoblastoma, linfomas y otros), des-
tacan que gran parte de la evidencia sobre pesticidas se basa
en entrevistas retrospectivas a padres sobre uso domeéstico u
ocupacional y en proximidad residencial a zonas agricolas o
industriales, ante la ausencia de biomarcadores ampliamente
validados y de grandes cohortes prospectivas (Clavel, 2016).
A pesar de estas limitaciones, la consistencia de asociaciones
entre exposicion parental a pesticidas y leucemia infantil a lo
largo de multiples estudios sugiere un papel nada desprecia-
ble de estos compuestos.

Un trabajo clave y mas reciente es el de Ruth y cols., (2023),
un amplio estudio de casos y controles en Estados Unidos con
1,810 casos de LLA y 1,951 controles, que explord exposicion
domiciliaria a pesticidas durante el mes previo a la concep-
cion, el embarazo vy la lactancia. La exposicion se determind
mediante entrevistas telefonicas estructuradas a madres vy
padres sobre uso de productos que contienen pesticidas en
el hogar (insectos, roedores, termitas, malas hierbas, etc.), se
evalud su frecuencia y el momento de uso, asi como la histo-
rial laboral con posibles exposiciones ocupacionales (Ruth y
cols., 2023). El analisis mediante regresion logistica condicio-
nal multivariado mostré que la exposicion domiciliaria a pesti-
cidas por cualquiera de los padres se asociaba con un aumento
significativo del riesgo de LLA. Los autores identificaron una
asociacion entre la exposicion materna al uso de pesticidas
para termitas y el riesgo de LLA cuando consideraron como
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grupo control a madres expuestas a alguin otro pesticida (OR
2.96; IC 95% 1.43-6.15) y este riesgo incrementaba signifi-
cativamente cuando el grupo control correspondia a madres
no expuestas a ninglin pesticida (OR 4.21; 1C 95% 2.00-8.88).
Ademas, reportaron un riesgo elevado ante la exposicion pa-
terna al uso de raticidas (OR 1.39; IC 95% 1.07-1.79) y para
el uso combinado materno—paterno de insecticidas para hor-
migas, cucarachas, moscas o abejas (OR 1.63; IC 95% 1.07—
1.39), asi como para herbicidas (OR 1.65; IC 95% 1.24-2.19).
Aungue no se identifico un gradiente dosis—respuesta claro y
la exposicion fue autorreportada, la magnitud y consistencia
de estas asociaciones, especialmente para el inmunofenotipo
B, refuerza la plausibilidad epidemiolégica de los pesticidas
como factor de riesgo relevante para LLA.

EXPOSICION OCUPACIONAL PARENTAL,
BENCENO Y BIOMARCADORES

Exposicion ocupacional a benceno
y riesgo de leucemia infantil

El benceno es un carcinégeno establecido para la leucemia
en adultos, y su papel en la leucemia infantil se ha explora-
do tanto a través de exposiciones ocupacionales parentales
como ambientales. Heck y cols., (2019) realizaron un estudio
poblacional de casos y controles en Dinamarca, con 217 pa-
dresy 169 madres de casos con LLA y controles emparejados,
para evaluar la exposicién ocupacional a benceno en periodos
criticas: tres meses preconcepcién en padres y durante el em-
barazo en madres. La exposicion se estimé de forma objetiva
mediante una matriz de exposicion laboral desarrollada para
la poblacién danesa, aplicando cédigos industriales a partir
del registro obligatorio del Fondo de Pensiones Suplementa-
rias (Heck y cols., 2019). El estudio mostré que la exposicién
materna al benceno durante el embarazo se asociaba con un
aumento significativo del riesgo de LLA en la descendencia
(ORa 2.28;1C 95% 1.17-4.41), mientras que la exposicion pa-
terna preconcepcional no alcanzé significancia (ORa 1.40; IC
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95% 0.88-2.22), probablemente por el nimero pequefio de
padres expuestos. Este patron se alinea con la hipdtesis de
que la exposicion materna durante la organogénesis y la he-
matopoyesis fetal podria ser particularmente critica.

La revision de Schiz y cols., (2016) también subraya la con-
sistencia de asociaciones entre exposicion parental ocupacio-
nal a pesticidas y benceno vy el riesgo de leucemia infantil,
aunque sefala que la evidencia no permite atribuir la mayor
parte del riesgo poblacional a un solo factor ambiental. No
obstante, los hallazgos convergentes en estudios que utilizan
matrices de exposicion laboral, registros poblacionales y dise-
nos de casos y controles robustos apoyan la necesidad de vi-
gilar y reducir la exposicion ocupacional a benceno en adultos
en edad reproductiva (Schiz G Erdmann, 2016).

Exposicion ambiental a benceno
y medicion mediante biomarcadores

Mas alla del ambito ocupacional, el benceno se libera en zonas
urbanas por emisiones vehiculares, estaciones de gasolina y
complejos petroquimicos. Ochoa-Martinez y cols., (2018) rea-
lizaron un estudio transversal en 94 ninos sanos de 6 a 15 anos
en el municipio de Cadereyta Jiménez, Nuevo Ledn, con el ob-
jetivo de evaluar la exposicion ambiental a benceno mediante
la determinacion urinaria de &cido trans,trans-mucoénico (t,t-
AM), un biomarcador especifico de exposicion (Ochoa-Marti-
nezy cols., 2018). Las concentraciones de t,t-AM, medidas por
HPLC (High Performance Liquid Chromatography) y normaliza-
das por creatinina, mostraron rangos de 45.53-1969.21 pg/g
de creatinina, con mediana de 310.1 pg/g y percentil 75 de
590.52 pg/g. Llama particularmente la atencién que 28% de
los nifios superd el Indice Biolégico de Exposicién de 500 ug/g,
establecido para adultos ocupacionalmente expuestos, y que
52% presentd niveles moderadamente elevados, superiores
a los esperados en zonas urbanas sin fuentes petroguimicas.
Solo 20% mostré niveles bajos compatibles con areas rurales
o urbanas de baja exposicién. Aunque el diseno transversal y
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la ausencia de grupo control limitan la inferencia causal, estos
resultados sugieren que ninos que viven cerca de instalaciones
petroquimicas pueden alcanzar niveles de exposicion compa-
rables a los de trabajadores, lo que plantea un potencial riesgo
hematoldgico v justifica la vigilancia de alteraciones genoto-
xicas y la investigacion de posibles incrementos en leucemia
infantil en estas regiones.

Janitz v cols., (2017), en Oklahoma, exploraron la asociacion
entre exposicion a benceno estimada mediante la herramienta
Evaluacion de Toxicos en el Aire de Escala Nacional (NATA 2005)
de la Agencia de Proteccién Ambiental (EPA) y el desarrollo de
leucemia aguda infantil (LLA y LMA) en 307 casosy 1,013 con-
troles. Aunque no se observo asociacion global en la cohorte
completa, el analisis estratificado mostré que los nifios nacidos
entre 2005—2010 en el cuartil mas alto de exposicion a benceno
tenfan un OR de 3.53 (IC 95% 1.35-9.27), con una asociacion
mas marcada para LMA que para LLA (Janitz y cols., 2017). Las
limitaciones incluyen el uso de estimaciones ambientales por
tracto censal, la ausencia de historia residencial y la baja poten-
cia en subgrupos; sin embargo, el hallazgo de un riesgo elevado
en cohortes recientes, expuestas en un contexto regulatorio y
de mezcla de contaminantes distinto al de décadas previas, es
relevante para las politicas actuales de calidad del aire.

Mecanismos biolégicos:
del benceno a la hematopoyesis clonal

En su revision McHale y cols., (2012) describen de manera de-
tallada los mecanismos mediante los cuales el benceno indu-
ce leucemia en humanos. La evidencia indica que el benceno
genera dafo genético y epigenético en las células troncales
hematopoyéticas (CTH), promueve estrés oxidativo, altera el
microambiente de la médula 6sea, favorece la apoptosis de sub-
poblaciones celulares y selecciona clones con ventajas prolife-
rativas, lo que puede conducir a la aparicion de células troncales
leucémicas y a una evolucién clonal progresiva. Los niveles de
exposicion considerados abarcan desde exposiciones ocupacio-
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nales en partes por millon hasta exposiciones ambientales en
partes por billén, donde incluso niveles bajos podrian ser rele-
vantes en individuos genéticamente susceptibles o expuestos
durante ventanas criticas (Mchale y cols., 2012).

Por su parte, King y cols., (2020) amplian esta perspectiva
al revisar como diversas exposiciones ambientales como el
tabaquismo, radiacion, inflamacion cronica, infecciones, qui-
mioterapia, obesidad y alteraciones metabdlicas influyen en
la hematopoyesis clonal; el cual es un estado caracteriza-
do por la expansion de clones hematopoyéticos portadores
de mutaciones somaticas en genes como TET2, DNMT3A,
PPM1D o TP53. La inflamacion (por ejemplo, mediada por
IL-6 o IFN-y), las exposiciones genotdxicas y las alteraciones
metabdlicas pueden favorecer selectivamente la expansion
de clones mutados, que en algunos casos progresan a neo-
plasias hematoldgicas. Si bien la hematopoyesis clonal se ha
estudiado principalmente en adultos, estos mecanismos per-
miten plantear hipotesis sobre como exposiciones ambienta-
les tempranas pueden iniciar o acelerar trayectorias clonales
anomalas que, décadas después, se expresan como leucemias
y sindromes mielodisplasicos. La evidencia en poblacion pe-
diatrica es aun limitada, pero este marco conceptual ofrece
una via prometedora para integrar hallazgos epidemiolégicos
con biologfa molecular (King y cols., 2020).

NIVEL SOCIOECONGMICO,
INEQUIDADES ESTRUCTURALES
Y LEUCEMIA INFANTIL

Nivel socieconémico como determinante de riesgo:
el caso de Dinamarca

Los estudios en paises de ingresos altos con sistemas univer-
sales de salud ofrecen una perspectiva diferente al demostrar
que, incluso cuando el acceso formal a tratamiento es similar,
persisten gradientes socioecondémicos en incidencia y resulta-
dos. Erdmanny cols., (2020), en un estudio de casos y controles
poblacional en Dinamarca con 1,336 casos de leucemia infan-
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til y 5,330 controles, evaluaron la asociacion entre educacion
e ingresos parentales, estatus socioeconomico (NSE) vecinal y
riesgo de leucemia (LLA y LMA) en dos ventanas de exposicion:
durante el embarazo y un ano antes del diagnostico. Encontra-
ron que, un mayor nivel educativo materno y paterno se asocia-
ba con mayor riesgo de LMA en nifios de 0—4 afos (por ejemplo,
educacion materna alta durante el embarazo: OR 3.07; IC 95%
1.44-6.55), mientras que ingresos altos maternos y paternos
se asociaban con mayor riesgo de LLA en nifios de 5-19 afos
(ingreso materno alto antes del diagnostico: OR 2.78; IC 95%
1.32-5.89) (Erdmann vy cols., 2021). Las medidas de NSE ve-
cinal no mostraron asociaciones consistentes. Estos patrones,
aparentemente contraintuitivos, podrian reflejar variaciones en
patrones reproductivos, exposiciones ambientales especificas
de grupos de mayor educacion/ingreso (por ejemplo, uso de
productos de limpieza, viajes, estilos de vida urbanos), o incluso
sesgos de diagndstico mas temprano en familias con mayor ca-
pital social. Lo central es que el NSE no actla de manera unidi-
reccional y que la interaccién entre este factor, el ambiente y la
biologia es compleja y dependiente del contexto.

BRECHAS DE INVESTIGACION
Y PRIORIDADES FUTURAS

Pese al avance significativo en la comprension de los deter-
minantes socioambientales de la leucemia infantil, persisten
vacios importantes:

a. Falta de estudios longitudinales con medicién deta-
llada de exposiciones. La mayoria de los estudios dis-
ponibles son casos y controles o ecologicos, con medi-
ciones retrospectivas, estimaciones modeladas o proxies
de exposicion. Se requieren cohortes de nacimiento (o
de base poblacional) con mediciones ambientales y per-
sonales repetidas (aire interior y exterior, biomarcadores,
georreferenciacion dindmica) que permitan delinear me-
jor la secuencia temporal y establecer relaciones causales
entre exposiciones socioambientales y leucemogénesis.
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b. Modelos integrados que combinen NSE, ambiente y
biologia. Son escasos los modelos que incorporan si-
multaneamente NSE individual y vecinal, exposiciones
ambientales cuantitativas, factores infecciosos, predis-
posicion genética y biomarcadores de dafo o de hema-
topoyesis clonal. Integrar estas dimensiones permitiria
pasar de asociaciones bivariadas a modelos de riesgo
mas realistas que expliquen por qué ciertas combinacio-
nes de factores desencadenan leucemia en un subgrupo
de nifos, mientras que la mayoria permanece sana.

c. Caracterizacion de mecanismos moleculares espe-
cificos en poblacidn pedidtrica. Aunque los mecanis-
mos del benceno y otras exposiciones se han descrito en
adultos, modelos animales y estudios in vitro, existe poca
investigacion que vincule directamente exposiciones am-
bientales infantiles con perfiles genémicos, epigendmi-
cosy de clonalidad en leucemia pediatrica. Explorar como
contaminantes como PMz.s, NO,, HAPs, pesticidas y ben-
ceno influyen en la firma mutacional y en la arquitectura
clonal de la LLA y LMA infantil es una prioridad.

d. Datos en contextos no occidentales y poblaciones
diversas. Gran parte de la evidencia proviene de Europa,
Norteamerica y algunos paises asiaticos. Son mucho mas
limitados los datos de América Latina, Africa y regiones
del sur de Asia donde la combinacién de altos niveles
de contaminacion, uso intensivo de pesticidas, pobre-
za estructural y sistemas de salud fragiles podria tener
efectos particularmente relevantes. Estudios como los
de Calderon-Hernandez y cols., (2023), Navarrete-Mene-
ses (2024) y Ochoa-Martinez y cols., (2018) muestran la
pertinencia y urgencia de generar evidencia local.

e. Mejores indicadores de pobreza y determinantes
sociales de la salud. Depender exclusivamente de raza,
etnia, tipo de seguro o codigo postal es insuficiente para
capturar las vias causales que conectan la pobreza con
peores resultados. La incorporacion sistematica de in-
dicadores de carencia material, inseguridad alimentaria,
vivienda inestable, transporte precario y racismo estruc-
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tural en estudios de leucemia infantil permitiria disefar
intervenciones mas precisas (Umaretiya y cols., 2024).

f. Evaluacion de intervenciones ambientales y socia-
les. La mayoria de la evidencia actual es observacional.
Existen muy pocos estudios que evallen el impacto de
intervenciones dirigidas a reducir exposicién ambiental
(por ejemplo, limites estrictos de benceno, mejora de
calidad del aire, regulacién de pesticidas) o a mitigar
efectos de la pobreza (apoyo econdmico directo, aloja-
miento cercano a hospitales, acompahamiento psicoso-
cial y legal) sobre la incidencia de leucemia infantil o la
supervivencia. Disenar y evaluar tales intervenciones es
un paso indispensable para traducir la evidencia en poli-
ticas efectivas.

CONCLUSIONES

La evidencia disponible sugiere de manera consistente que
la leucemia infantil no es un evento estrictamente aleatorio
ni exclusivamente determinado por factores genéticas; por el
contrario, esta inscrita en un entramado de expaosiciones so-
cioambientales que comienzan antes del nacimiento y se acu-
mulan a lo largo de la infancia. La contaminacion del aire, en
particular PM;.s5, NO2, benceno y CN, la exposicion a pesticidas
en el ambito agricola y domiciliario, la exposicion ocupacional
parental a benceno y otras sustancias carcinégenas, el NSE y
la pobreza, asf como la proximidad a fuentes industriales y de
trafico pesado, conforman un “campo de riesgo” desigual que
favorece la aparicion de leucemia en ciertos nifaos, familias y
territorios.

El reto para la préxima década es avanzar desde la identifi-
cacion de estas asociaciones hacia una comprensién verda-
deramente integrada que combine datos ambientales de alta
resolucion, informacion socioeconémica detallada, biomarca-
dores de exposicion y efecto, y caracterizacién genomica y
clonal de la leucemia infantil. Al mismo tiempo, resulta im-
perativo que los hallazgos se traduzcan en acciones concre-
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tas: regulaciones ambientales mas estrictas, politicas urbanas
que reduzcan la exposicién a contaminantes, programas de
proteccion social dirigidos a familias en pobreza y marcos de
atencion oncolodgica pediatrica que incorporen explicitamente
los determinantes sociales de la salud.

Solo mediante esta articulacion entre ciencia ambiental, epi-
demiologia, biologfa molecular, salud publica y justicia social
serd posible disminuir las inequidades en incidencia y supervi-
vencia de la leucemia infantil y, en Ultima instancia, prevenir
que el lugar de nacimiento, la calidad del aire respirado o el
tipo de trabajo de los padres sigan marcando el destino hema-
toldégico de los nifos.
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INTRODUCCION

El término leucemia hace referencia a distintos canceres de
la sangre en donde se impide la produccién saludable de glo-
bulos rojos, plaguetas y/o leucocitos, pero donde se establece
la proliferacién incontrolable de alguno de sus progenitores
inmaduros, lo que invariablemente conduce a presentar sin-
tomas como pérdida de peso, fatiga, infecciones recurrentes,
aparicion de moretones, etc.

Debido a que las leucemias son padecimientos altamente he-
terogéneos, existen clasificaciones que las agrupan de acuer-
do con sus caracteristicas generales y pese a que cada vez se
conocen subtipos particulares de la enfermedad, las clasifica-
ciones mas utilizadas son la WHO (World Health Organization,
por sus siglas en inglés) y la clasificacién FAB (French-Ame-
rican-British, por sus siglas en inglés). De acuerdo con esta
Ultima (establecida en 1976), las leucemias se pueden dividir
considerando su velocidad de progresién en: agudas y croni-
cas; y de acuerdo con el linaje celular que se ve afectado en:
mieloides y linfoides.

Sin embargo, independientemente de su clasificacion exis-
ten reportes que indican que todas ellas se originan en po-
blaciones muy particulares y a partir de células sanguineas
normales que parecen conservar o adquirir caracteristicas
asociadas a células troncales, lo que las hace permanecer
aun después del tratamiento e involucrarse con eventos de
recaida y muerte.

En este capitulo se revisaran los aspectos fundamentales de
la hematopoyesis, poniendo particular énfasis en los procesos
troncales leucémicos.

) HEMATOPOYESIS Y )
CELULAS TRONCALES HEMATOPOYETICAS

La sangre esta compuesta por distintos tipos celulares que
cumplen funciones especificas y altamente especializadas
a lo largo de la vida de un organismo; los eritrocitos se en-
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cargan del transporte de gases; los leucacitos (granuloci-
tos, monacitos y linfocitos) se especializan en la proteccion
ante patogenos; y las plaquetas, se involucran en procesos
de coagulacién sanguinea. Cada uno de estos tipos celula-
res tiene un tiempo de vida finito que puede oscilar entre
24 horas y 120 dias, como sucede con el caso de granulo-
citos y eritrocitos respectivamente, lo que conlleva a un
alto recambio celular en el que se generan alrededor 10
mil millones de leucocitos, 200 mil millones de eritrocitos
y 400 mil millones de plaquetas diariamente a lo largo de
toda la vida (Silva, 2021).

Este proceso de homeostasis celular y generacion sanguinea
es denominado hematopoyesis, esta estrictamente regulado y
es sostenido por una poblacion de células troncales que ocu-
pan diferentes sitios anatémicos a lo largo de la vida de un
organismo y que en la etapa posnatal, toma lugar en sitios muy
particulares dentro del microambiente de la médula dsea.

La presencia de poblaciones inmaduras capaces de generar
nuevas células u organismos fue propuesta desde 1868 por
Ernst Haeckel quien usé el vocablo “Stem Cell” para referir-
se a dos eventos: la existencia de un ancestro unicelular de
todos los organismos y/o para denotar que el 6vulo fecunda-
do era capaz de dar lugar a todas las celulas del organismo.
No obstante, dentro del sistema hematopoyético, el término
Stem Cell se acredita a Alexander Maximov en 1909, aunque
la descripcion de un precursor comun a las células sanguineas
ya habia sido descrita desde 1879y era sujeto de debate en-
tre los cientificos que apoyaban la teorfa unitaria o la teoria
dualista de la hematopoyesis. La controversia sobre el origen
de las células sanguineas fue resuelta en 1960, cuando James
Till vy Ernest McCulloch, publicaron un articulo en la revista
Radiation Research en donde se demostré que tras trasplan-
tar con médula dsea de ratones sanos a ratones irradiados,
se podian distinguir en el bazo de los animales receptores
colonias que parecian derivar de un solo progenitor, ademas
cada colonia contenia al menos cuatro tipo celulares distin-
tos: monocitos, granulocitos, megacariocitos y células eritroi-
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des (Ramalho-Santos, 2007; Till, 1961). En este articulo no se
menciono el término “Stem Cell”, pero su existencia y funcio-
nalidad habfa sido contundentemente demostrada.

Actualmente, las células troncales hematopoyéticas (CTH) se
pueden entender como poblaciones multipotentes inmadu-
ras, heterogeneas, capaces de autorrenovarse y generar todos
los linajes hematopoyéticos (tanto en estado homeostético
como bajo condiciones de estrés). Dependiendo de la estra-
tegia de purificacién, las CTH comprenden entre el 0.01%
y 0.2% del total de las células mononucleares humanas vy
ocupan el dpice de una estructura jerarquica, denominada
sistema hematopoyético (Reither, 2015). Su morfologia es
linfoblastoide (nucleo grande y poco citoplasma), y para re-
conocerlas se utilizan perfiles inmunofenotipicos asociados a
propiedades de diferenciacion; asi las HSC son CD34+CD38-
CD90+CD45RA-CD49f+ vy linaje- (CD3, CD4, CD8, CD19, CD20,
CD33, CD57, CD71, Glicoforina A, etc.). Las poblaciones tron-
cales hematopoyéticas también pueden identificarse por su
capacidad de expulsar colorantes como Rodamina y Hoechst,
por lo que se han denominado Side Population (SP), o pobla-
cion colateral (Mayani, 2016).

Ademas, para asegurar su integridad genomica las HSC se
encuentran en estados no proliferativos (quiescentes),
pero bajo ciertos estimulos son capaces de transitar en el
ciclo celular y tener divisiones simetricas o asimetricas.
En la primera, las dos células generadas pueden ser tron-
cales (lo que incrementa su pool) o células progenitoras
con un mayor grado de diferenciacion, mientras que en
la segunda siempre se genera una célula troncal (mante-
niendo el pool de esta poblacién) y una célula progenito-
ra. El proceso de division asimétrica parece estar asociado
a una reparticion no equitativa del contenido citoplasma-
tico, que en afos recientes se ha asociado a procesos de
diferenciacién (Testa, 2022).

Desde el punto de vista funcional, las CTH humanas son ca-
paces de repoblar la médula ¢sea y recapitular la hemato-
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poyesis in vivo al ser trasplantadas en modelos de ratones
con inmunodeficiencia severa combinada que ademas son
deficientes en la produccion de células inmunes innatas
y adaptativas (NOD/SCID), mientras que in vitro tienen la
capacidad de sostener la hematopoyesis por varias sema-
nas, cuando son mantenidas en cultivos en presencia de
células estromales (Mayani, 2016). Siguiendo el modelo
de diferenciacion continua del sistema hematopoyético,
las HSC daran lugar a poblaciones de células progenito-
ras hematopoyéticas (CPH), que ya no se autorrenuevan
pero que pueden tener distinto grado de compromiso y
diferenciacion. Las CPH representan aproximadamente el
0.5% del total de células de la médula 6sea, expresan los
antigenos CD34 y CD38. Ademas, presentan elevadas ta-
sas de proliferacién, por lo que se han considerado como
poblaciones de amplificacion transitorias que comprenden
progenitores multipotenciales (PMM), bipotenciales o mo-
nopotenciales. Las CPH dan lugar a precursores hemato-
poyéticos reconocibles por su morfologia, que representan
el 90% de las células contenidas en la cavidad medular y
que, aungue siguen siendo células inmaduras ya presentan
en su superficie marcadores caracteristicos de linaje. Los
precursaores hematopoyéticos terminan su proceso de di-
ferenciacion dando lugar a las células sanguineas circulan-
tes, que cumplen funciones especificas y tienen tiempos
de vida finitos (Fig. 2.1).

A lo largo del proceso hematopoyético interactlan un im-
portante nimero de tipos celulares (hematopoyéticos y no
hematopoyéticos), elementos de la matriz extracelular, asf
como distintos factores solubles (citocinas, quimiocinas, fac-
tores de crecimiento, iones, etc.), moléculas de adhesion vy
microvesiculas (cargadas con microRNAs o proteinas), que
conforman el microambiente de la médula 6sea y que de for-
ma mas especifica pueden constituir nichos dinamicos involu-
crados en regular los distintos procesos que la hematopoyesis
requiere; por lo que alteraciones en el sistema puede dar lu-
gar a distintas patologias.
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Figura 2.1. Hematopoyesis normal. Se muestra la estructura jerérquica
del sistema hematopoyético en donde poblaciones de células troncales
(CTH), son capaces de generar progenitores multipotenciales (PMM) o
encaminados a alguna linea de diferenciacién: eritroide-megacariocitica
(EMK]), mieloide comun (PMK], linfoide comun (PLC) o granulo-monocitico
(PGM). Estas poblaciones generaran finalmente a las diferentes células
maduras que son encontradas en la circulacién sanguinea. La flecha cir-
culary el tridangulo GO indica la heterogeneidad de las HSC donde puede
haber poblaciones autorrenovables y quiescentes, respectivamente. (fi-
gura realizada en bioRender).

HEMATOPOYESIS LEUCEMICA
Descubrimiento de las células troncales leucémicas

De manera semejante a lo que sucede en la hematopoyesis
normal, la existencia de un orden jerarquico dentro de hema-
topoyesis leucémica fue reportada por primera vez en 1994
por el grupo de John Dick, quienes utilizando muestras prima-
rias de leucemia mieloide aguda (LMA) de pacientes que no
habian recibido tratamiento, separaron poblaciones con feno-
tipos troncales (CD34+CD38-) y progenitores (CD34+CD38+)
para posteriormente trasplantarlos en ratones NOD/SCID.
Después de 6 semanas, los ratones trasplantados que habian
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recibido células troncales, pero no los que recibieron proge-
nitores, fueron capaces de recapitular el crecimiento de la
muestra de origen y generaron blastos leucémicos. Ademas,
las células obtenidas fueron trasplantadas en receptores se-
cundarios en donde también se recapituld la leucemia, de-
mostrando con ello su capacidad de autorrenovacion (Lapidot
1994:; Bonnet 1997) y en consecuencia la existencia de célu-
las troncales leucémicas (CTL) (Fig. 2.2).

Figura 2.2. Hematopoyesis leucémica. Se indica la estructura jerarquica
en donde la LMC y la LMA se originan a partir de poblaciones de células
troncales (CTL), mientras que en la LLA el origen se ha sugerido en ce-
lulas iniciadoras de la leucemia (CIL). La linea punteada negra indica la
hematopoyesis en LMA mostrando un blogueo en la diferenciacién termi-
nal acompafado de la produccién de blastos mieloides. La linea punteada
roja agrupa a la hematopoyesis en LMC la cual genera un abundante
numero de granulocitos durante la fase croénica, o blastos en la crisis
blastica. La linea punteada en azul muestra la hematopoyesis en LLA
donde se generan blastos linfoides a partir de progenitores leucémicos.
Tanto las poblaciones de CTH como de CTL tienen capacidad de autorre-
novacion (flecha circular) y una fraccion de ellas puede encontrarse en
quiescencia (GO). figura realizada en bioRrender).
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En 1999 y utilizando la misma estrategia descrita previamen-
te, el grupo de Connie Eaves describio la presencia de CTL en
muestras primarias y sin tratamiento, provenientes de pacien-
tes con leucemia mieloide cronica (LMC) positivas al cromoso-
ma Philadelphia (Ph+). En este estudio ademas de demostrar
que la poblacion responsable del injerto en ratones inmunode-
ficientes es la fraccion CD34+Ph+, también se demostré que,
en esta fraccion primitiva, existen células en estado quiescen-
te del ciclo celular Hst®Py® o Ki67'""7AAD"" que a diferen-
cia de las poblaciones ciclantes (Hst"Py" Ki67"7AAD"), son
capaces de transitar en el ciclo celular y restablecer el creci-
miento leucémico. (Holyoake, 1999) (Fig. 2.2). Este hallazgo
puso de manifiesto que las poblaciones troncales leucémicas
pueden tener importantes implicaciones terapéuticas ya que
son capaces de permanecer en estado quiescente y en conse-
cuencia insensible a los distintos agentes terapéuticos, cuyo
fundamento es la eliminacion de células que se encuentran en
constante proliferacion.

Estos primeros reportes utilizando como modelo leucemias
mieloides, sugerian que el origen de la transformacion leu-
cémica se encontraba en una poblaciéon con inmunofenoti-
pos asociados a troncalidad. Sin embargo, ahos mas tarde se
describio que el subtipo M3 de la LMA no se ajusta a este
modelo y se origina en una fraccion con inmunofenotipo pro-
genitor C034+CD38+, e incluso existen poblaciones con un
estado mayor de maduracién que son capaces de asociarse
a autorrenovacion y mantenimientos leucémicos (Eppert,
2011). En ese sentido se debe considerar que células con un
estado funcional troncal (y no necesariamente con un fenoti-
po especifico), son las que tienen importantes implicaciones
en el desarrollo y pronostico clinico en este tipo de leucemia.
Aunado a lo anterior, un comportamiento semejante ha sido
descrito para LMC en la etapa de crisis blastica, en donde pro-
genitores de granulocitos-macrofagos pueden incrementar su
potencial de autorrenovacion y mantener el estado leucémico
en respuesta a la activacién de B-catenina (Jamieson, 2004).
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Estos hallazgos ponen de manifiesto que si bien el inmunofe-
notipo es una herramienta altamente eficiente en los estu-
dios de la hematopoyesis primitiva (tanto normal como leu-
cémica), la troncalidad debe ser evaluada desde el punto de
vista funcional, analizando potenciales de autorrenovacion ya
sea en modelos in vivo o in vitro.

En contraste a las leucemias mieloides, las leucemias de tipo
linfoide han representado un modelo mas discordante para
describir la existencia de poblaciones troncales leucémicas.
Especificamente en el caso de la leucemia linfoblastica aguda
(LLA), existen reportes contradictorios sobre la existencia de
poblaciones de CTL. En el afio 2000, el grupo de Sanchez-Gar-
cia reportd que células provenientes de sujetos con LLA po-
sitivas al cromosoma Ph'y con inmunofenotipo CD34+CD38-,
eran la poblacién blanco para iniciar el crecimiento leucémico
(Cobaleda, 2000). Sin embargo, estudios realizados por otros
investigadores, muestran que la LLA se puede originar en di-
ferentes estados del desarrollo hematopoyético, por ejemplo
las muestras con las fusiones BCR::ABL que codifican a p210%
(RA8L se originan en una fraccién troncal, mientras que las que
codifican a p1908**8- al igual que las que presentan la fusion
ETV6::RUNX1 parecen originarse en progenitores linfoides
comprometidos al linaje B (Castor, 2005; Hotfilder, 2002), o
progenitores mas inmaduras con fenotipo CD34+CD10-CD19-
ya que muestran capacidad de recapitular la hematopoyesis
de LLA en ratones NOD-SCID (Cox, 2004). Resultados seme-
jantes fueron mostrados mediante ensayos de dilucién limi-
tante, en donde se encontré que los blastos de LLA tienen
una alta capacidad de injertar ratones inmunodeficientes,
pero estas poblaciones no tienen un inmunofenotipo especi-
fico (le Viseur, 2008). En ese mismo sentido se demostré que
la expresion de CD34 y CD38 en blastos de LLA es altamente
plastica y dindmica, lo que podria explicar las discrepancias
en el modelo de las CTL (Lang, 2017). Cabe mencionar que en
estos casos y a diferencia de las leucemias mieloides, la po-
blacion celular que parece originar y/o sostener la LLA se ha
denominado Célula Iniciadora de la Leucemia (CIL) (Fig. 2.2).
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Es importante mencionar que, en cualquiera de los tipos leu-
cémicos antes mencionados, la hematopoyesis leucémica
co-existe en la médula d6sea con la hematopoyesis normal, la
cual parece ser desplazada en las fases activas de la enfer-
medad, pero tiene la capacidad de restablecerse una vez que
existe respuesta a tratamiento.

Caracteristicas de las CTL

Si bien las CTL provienen de condiciones tumorales y sus
proporciones pueden variar de un paciente y tipo leucémico
a otro, nuestro grupo de trabajo ha descrito que se trata de
poblaciones numéricamente reducidas, que para su manteni-
miento in-vitro requieren de la presencia de citocinas estimu-
ladoras de la hematopoyesis o bien de poblaciones presentes
en el microambiente de la médula ésea (Chavez-Gonzélez,
2004; Dorantes-Acosta 2008; Torres, 2022). Cabe mencionar
que, a pesar de los bajos numeros detectados, la presencia de
una firma asociada a troncalidad al momento del diagndstico
leucémico, se ha asociado con un impacto negativo en las ta-
sas de sobrevida y respuesta al tratamiento (Gentles, 2010).

Como se ha mencionado anteriormente, las leucemias al igual
que otros tipos de cancer, representan entidades patoldgicas
heterogéneas cuyo desarrollo es un proceso de multiples pasos,
caracterizado por la adquisicion de mutaciones que son capaces
de alterar funciones celulares criticas. Esta misma heterogenei-
dad es observada en las CTL y CIL, en donde incluso se ha suge-
rido que en el momento del diagnastico pueden existir distintas
clonas, algunas de las cuales contienen mutaciones pre-neopla-
sicas que pueden no ser detectadas en el clon leucémico do-
minante, pero que pueden ser el reservorio para una eventual
progresion de la enfermedad (Fregona, 2021).

No obstante, a pesar de la heterogeneidad las CTL y las CIL de-
ben mantener caracteristicas de autorrenovacién (por divisio-
nes generalmente simétricas), que les permitan asegurar su
existencia, por lo que vias como: Wnt/B-catenina, Notch 1-4/
DLL/JAG, Hox y Hedgehog estan altamente activas e involu-
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cradas también con procesos de proliferacion, diferenciacion
y mantenimiento de poblaciones leucémicas (Mayani, 2022).

Especificamente en cuanto a la proliferacion, diversos es-
tudios han mostrado que las vias de sefnalizacion PI3K/AKT/
mTOR, JAK/STAT y RAS/RAF/MEK/ERK, estan sobre activadas
en CTL en donde ademas participan reduciendo la muerte por
apoptosis a traves de la regulacién de moléculas como Bel2 y
Bel-xL. Asi mismo, estas vias se encuentran asociadas con la
expresion del factor de transcripcion NFkB, que ha mostrado
estar constitutivamente activo en CTL y CIL, pero no en CTH,
en donde se involucran procesos de proliferacion, inhibicion
de apoptosis y resistencia a multiples farmacos (Chavez-Gon-
zélez 2017).

La actividad de NFkB también se ha asociado con un incre-
mento en el nivel de especies reactivas de oxigeno en CTL, en
donde ademas se ha detectado un incremento de la fosforila-
cion oxidativa, contenido mitocondrial y metabolismo de los
acidos grasos; alteraciones que estan relacionadas con super-
vivencia, diferenciacion, plegamiento de proteinas e incluso
regulacion epigenética (Jones, 2021). En el caso de la LLA,
la actividad de NFkB, ha sido relacionada con alteraciones en
moléculas de adhesién e inestabilidad del eje CXCR4/CXCL12,
ambos involucrados con alteraciones del microambiente (En-
ciso, 2016), asi como con el incremento de TNFa, que junto
con la alta expresion de Smad7 y niveles reducidos de TGFB
en plasma, parecen tener significancia clinica (Alvarez, 2023).

Aunado a las caracteristicas anteriores y considerando que las
células troncales son entidades que se encuentran formando
parte de un microambiente altamente dinamico y complejo,
el estudio de las diferentes interacciones que existen tanto
en la normalidad como en la leucemia ha cobrado relevante
importancia.

Ahora sabemos, que las células troncales (normales y leucé-
micas) se encuentran en sitios especificos denominados ni-
chos en donde se establecen interacciones particulares para
regular distintos mecanismos ante diferentes estimulos o
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escenarios bioldgicos. Las interacciones dentro de la médula
6sea comprenden la comunicacion entre elementos celulares
(células inmunes, adipocitos, células estromales mesenqui-
males, fibroblastos, células endoteliales, osteoblastos, etc.),
sus productos solubles (citocinas, factores de crecimiento,
gases, iones, etc.), asi como componentes de la matriz extra-
celular. De manera que, alteraciones en el mantenimiento de
las caracteristicas del microambiente medular normal puede
ser suficiente para promover la transformacién leucémica vy
regular mecanismos de proliferacion, supervivencia, autorre-
novacioén, evasion inmune y quiescencia celular; todo ello a
expensas de la hematopoyesis normal (Torres-Barrera, 2021).

Un evento de relevante importancia en el mantenimiento de
las células troncales es su permanencia en estados quiescen-
tes del ciclo celular. Clasicamente se habia considerado que
las CTH eran poblaciones homogéneas y con tasas minimas de
proliferacién. Sin embargo, ahora sabemaos que son poblacio-
nes heterogéneas en donde algunas de ellas pueden permane-
cer en estados inactivos y no proliferantes, que dependiendo
de las necesidades del organismo pueden salir de la quiescen-
cia y transitar en fases activas del ciclo. No obstante, para el
caso de las CTL y en general para todas las células troncales
tumorales, la permanencia en estados quiescentes representa
un importante problema terapéutico, ya que todos los agentes
utilizados en los distintos tratamientos tienen como funda-
mento eliminar células que se encuentran en fases activas del
ciclo celular. En ese sentido, alsunos autores mencionan que
las células tumorales pueden permanecer en una quiescen-
cia profunda (también denominada dormancia), que incluso
puede mantenerse por largos periodos o bajo condiciones de
estres, tal y como sucede tras el tratamiento con los distintos
quimioterapéuticos. Sin embargo, las CTL quiescentes pueden
eventualmente salir de la quiescencia y comenzar a proliferar,
restableciendo asf el crecimiento leucémico (Luo, 2020).

Esta caracteristica, junto con la alta expresion de proteinas rela-
cionadas a la expulsion de multiples farmacos, las modificacio-
nes en las vias metabdlicas, la proteccién por componentes del
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microambiente, etc., representan algunos de los principales me-
canismos de resistencia a distintos agentes terapéuticos y son
sin duda los responsables de las recaidas vy fallas al tratamiento.

IMPACTO DEL PRONAII EN EL ESTUDIO DE LA
HEMATOPOYESIS NORMAL Y LEUCEMICA

Células troncales en leucemia linfoblastica aguda

Como se ha visto a lo largo de este capitulo, las CTL y las CIL re-
presentan entidades que, por sus caracteristicas biologicas, tienen
alto impacto en la permanencia leucémica, por lo que la busqueda
de estrategjas para su eliminacién y/o deteccion a lo largo del cur-
so clinico es un tema de gran interés en investigacion.

Esta situacion ha sido estudiada por el grupo del laboratorio de
células troncales leucémicas quienes utilizando como modelo
de estudio CTL provenientes de sujetas con diagnostico reciente
de leucemias mieloides, hemos demostrado que dos moléculas
pequenas, capaces de inhibir la via NFkB, pueden reducir po-
blaciones totales y troncales leucémicas in-vitro. Este efecto se
logra mediante la disminucidn de la actividad transcripcional de
dicho factor, la induccion de apoptosis y la generacion de espe-
cies reactivas de oxigeno (Flores-Lépez, 2018). Aunado a lo an-
terior, utilizando el mismo modelo, hemos detectado la sobreex-
presion de algunas moléculas en la superficie celular de CTL, las
cuales pudieran estar relacionadas con la presencia troncal o la
permanencia tumoral y que actualmente estan siendo evaluadas
como posibles moléculas prondsticas (Avilés-Vazquez, 2017).
Por esta razon, el proyecto Pronaii 303076 “células troncales
leucémicas en leucemia linfoblastica aguda”, se planteo realizar
evaluaciones semejantes a las antes mencionadas, pero ahora
utilizando muestras primarias provenientes de sujetos pediatri-
cos con diagnastico de LLA.

Los datos generados al momento indican que de forma seme-
jante a lo que sucede en las leucemias mieloides, los agentes
inhibidores de NFkB son capaces de reducir distintas pobla-
ciones hematopoyéticas de LLA. De forma muy interesante y
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a diferencia de la LMC, las muestras pediatricas de LLA tienen
una alta heterogeneidad en las poblaciones analizadas, pero
en todas ellas se ha detectado muerte celular por apoptosis
tras el uso de las moléculas evaluadas. Ademas dicha apop-
tosis parece ser mayor en las poblaciones de progenitores, en
donde también se presenta el porcentaje mas alto de blastos
leucémicos. Es importante comentar que, de las moléculas
en estudio, dos de ellas son muy eficientes en la eliminacion
de blastos leucémicos y de células con inmunofenotipos pri-
mitivos. Cabe mencionar que, de forma semejante a lo antes
descrito por nuestro grupo, estos agentes tienen un efecto
muy reducido en las poblaciones hematopoyéticas normales
e incluso en poblaciones no hematopoyéticas, que también se
encuentran presentes en las muestras de los pacientes con
LLA (Ortiz-Reyes, acceptado en IJMS).

EXPANSION EX VIVO DE HSC Y HPC
DE LA SANGRE DE CORDON UMBILICAL

Una de las terapias que mejores resultados ha brindado en el
tratamiento de la leucemia es el trasplante de células hema-
topoyéticas (TCH). Es decir, reemplazar a las células hema-
topoyéticas leucémicas por células hematopoyéticas sanas
y competentes. Para ello, es necesario eliminar a las célu-
las leucémicas a través de esquemas terapéuticos basados
en quimioterapia (que puede ir acompanada de radioterapia)
previo al trasplante (Baron et al, 2003).

Hoy en dia, existen tres fuentes principales de células hema-
topoyéticas para llevar a cabo el trasplante: la médula 6sea,
la sangre periférica movilizada y la sangre de cordon umbilical
(SCU) de recién nacidos. Esta Ultima tiene ventajas importan-
tes debido a que las CTH y CPH tienen mayores potenciales
para reconstituir el sistema hematopoyético que su equiva-
lente proveniente de sujetos adultos. Ademas, la SCU tiene
mayor versatilidad en cuanto a la compatibilidad entre dona-
dor y paciente. Finalmente, en términos de almacenamiento,
la obtencion de células hematopoyéticas de la SCU ha permi-
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tido la creacion de bancas, tanto publicos como privados, en
los que es posible almacenar miles de unidades listas para ser
utilizadas en el tratamiento de la leucemia y de otras enfer-
medades del sistema hematopoyético (Mayani H, 2010).

Sin embargo, una desventaja es que el numero absoluto de
CTH y CPH en una unidad de SCU corresponde a un 15% o
20% del numero observado en una unidad colectada de una
fuente adulta. Esto provoca que el tiempo de recuperacion e
injerto del paciente sea significativamente mas prolongado,
lo que hace que se incremente el riesgo de que el paciente
se infecte o sufra sangrados, ademas de que se incrementan
los costos hospitalarios. Para resolver este problema, una es-
trategia que se ha planteado es cultivar a las CTH y CPH de la
SCU en medios liquidos en el laboratorio con la finalidad de in-
crementar sus numeros. A esto se le conoce como expansion
celular ex vivo (Mayani, Wagner, Broxmeyer, 2020).

El proyecto Pronaii 303048, consiste, precisamente, en desarro-
llar un sistema de cultivo para la expansion ex vivo de CTH y CPH
de la SCU. El sistema que hemos desarrollado consiste en un
medio de cultivo liquido libre de suero, el cual esta suplementa-
do con diferentes proteinas (llamadas citocinas) que estimulan
a dichas poblaciones para que se multipliquen. Este sistema es
todavia mas eficiente, gracias a la presencia de moléculas or-
ganicas de bajo peso molecular que potencian el efecto de las
citocinas, haciendo que las CTH se multipliquen sin diferenciarse
para gue, de esa manera, se produzcan mas células. El objetivo
es generar CTH y CPH eficientes y competentes en cantidades
suficientes y en ausencia de agentes infectocontagiosos (virus o
bacterias) para que puedan ser trasplantadas a pacientes.

La implementacién de este sistema de expansion celular brin-
dard, a los pacientes que requieren un trasplante hematopo-
yético, nuevas alternativas de tratamiento y mayores posibili-
dades de curacién. Es importante considerar que, si bien, en
pacientes leucémicos pediatricos menores de 10 afos de edad
el trasplante hematopoyético es poco utilizado, se ha sugerido
que puede ser una buena alternativa para ciertos casos de gran
complejidad clinica. Por otra parte, en pacientes adolescentes
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y, sobre todo, adultos jovenes, el TCH es utilizado con mayor
frecuencia. De ahi la importancia de establecer un sistema de
expansion eficiente y confiable. El establecimiento de labora-
torios para el procesamiento y la expansion de CTH y CPH per-
mitird hacer mas accesible esta alternativa terapéutica, brin-
dando mayores oportunidades de recuperacion clinica no solo
a ninas, nifos y adolescentes con leucemia, sino a pacientes
leucémicos adultos de todas las edades. La implementacion
de este tipo de laboratorios en instituciones publicas de salud
permitira que este procedimiento pueda llegar a pacientes de
todos los estratos socioeconémicos del pafs.
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INTRODUCCION

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es la forma mas fre-
cuente de cancer en nifas, ninos y adolescentes. Es una en-
fermedad heterogénea que se origina en la médula 6sea y
se caracteriza por la proliferacion descontrolada de células
linfoides inmaduras. Asi mismo, a pesar de los avances en el
tratamiento la LLA sigue siendo una enfermedad potencial-
mente mortal que requiere un enfoque integral y multidisci-
plinario para su manejo.

La leucemia aguda a nivel mundial presenta una incidencia del
28.8%, en México es del 33.2%. La supervivencia global se reporta
del 90% a 3 anos del tratamiento, teniendo una variacion impor-
tante segun el pais. (Cancer Today. https://gco.iarc fr/today/home)

En México, del 2005 a 2015, un estudio de 8,977 pacientes
pediatricos, se reportd una supervivencia libre de enfermedad
a 5 anos de 61.8%. La supervivencia para pacientes de alto
riesgo fue de 51% y de 66% para aquellos con riesgo estan-
dar (Munoz-Aguirre P.y cols., 2021), en México los reportes
de supervivencia estan relacionados con el tipo de Institucion
que trata a los pacientes, como el caso de Chiapas el cual re-
porta una sobrevida del 42%.(Lepe-ZUniga y cols., 2018)

El manejo integral de atencion para pacientes pediatricas con
LLA es un enfoque holistico que aborda las diversas nece-
sidades fisicas, emocionales, sociales y psicoldgicas de los
pacientes y sus familias. Este modelo reconoce que el trata-
miento de la LLA no solo implica la administracion de quimio-
terapia y otros tratamientos médicos, sino también el apoyo
continuo para garantizar la calidad de vida del paciente y su
familia durante todo el proceso.

Un modelo integral reconoce que el tratamiento de la LLA no
solo implica la administracion de quimioterapia y otros trata-
mientos médicos, sino también, aborda las diversas necesida-
des fisicas, emocionales, sociales y psicolégicas de los pacien-
tesy sus familias y opera gracias a la integracion de un equipo
multidisciplinario de profesionales de la salud que incluye
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hematélogos, oncologos pediatras, enfermeras especializadas
en oncologia, psicélogos, trabajadores sociales, educadores y
otros especialistas. Este equipo completo debe trabajar en ar-
monia y en beneficio del cuidado completo y coordinado que
atienda todas las necesidades del paciente y su familia.

El tratamiento de la LLA se divide en varias fases: induccion
a la remision, consolidacion, intensificacién, mantenimiento y
en algunos casos trasplante de células progenitoras.

Cada fase presenta desafios Unicos que requieren una aten-
cion especializada y un seguimiento cuidadoso.

El modelo integral de atencién garantiza que los pacientes reci-
ban el apoyo necesario de cada etapa, desde el abordaje clinico,
el diagnostico, la administracion de los medicamentos, la atencion
de los efectos secundarios y el apoyo emocional entre otros.

Ademas, el modelo integral puede proporcionar apoyo educa-
tivo y social a los pacientes y a sus familias. Esta informacién
puede incluir sesiones informativas sobre la enfermedad, el
tratamiento, los recursos financieros y apoyo para abordar te-
mas educativos y laborales.

Estas acciones tienen énfasis en la atencion centrada en el
paciente. Este concepto significa involucrar activamente a los
pacientes y sus familias en el proceso de toma de decisiones
y brindarles el apoyo necesario para que puedan participar de
manera significativa en su propio cuidado. Se debe fomentar
la comunicacion abierta y transparente entre el equipo médi-
co, el paciente y la familia para garantizar que se satisfagan
las necesidades y preocupaciones individuales de cada uno.

En resumen, el modelo integral de atencién para pacientes pe-
didtricos con LLA es un enfoque holistico y multidisciplinario
que reconoce la complejidad de esta enfermedad y la impor-
tancia de abordar todas las necesidades del paciente y su fa-
milia. Al proporcionar un cuidado completo y coordinado que
se centra en el paciente y su bienestar general, este modelo
ayuda a mejorar los resultados del tratamiento y la calidad de
vida de los pacientes pediatricos con LLA y sus familias.
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DIAGNGSTICO
Diagndstico clinico

El diagnostico de la LLA es un desafio en pediatria debido a
que no es una enfermedad frecuente y por otro lado se ma-
nifiesta con signos y sintomas inespecificos. El cuadro clinico
se caracteriza por una instauracion sintomatica progresiva, sin
embargo, una vez iniciados los sintomas, la progresion suele
ser rapida (en estimado tres a cuatro semanas para un cuadro
clinico significativo) y las manifestaciones van relacionadas a
la infiltracion fuera y dentro de la médula dsea.

Las manifestaciones relacionadas a la infiltracién de la mé-
dula 6sea van relacionadas con la disminucion de las cuentas
celulares. Entre ellas estan la disminucion de glébulos rojos,
leucocitos y plaguetas. Por lo tanto, la anemia tiene manifes-
taciones clinicas secundarias como son la palidez, la taqui-
cardia, la ingurgitacion yugular, entre otros. Por otro lado, la
trombocitopenia se puede presentar con datos sutiles como
son las petequias, la hematuria, los hematomas hasta eventaos
catastroficos como hemorragias cerebrales o abdominales,
entre otros. Finalmente, la leucopenia se puede traducir en
un mayor riesgo de infecciones por microorganismaos propios
del paciente o externos. Tras las sospecha fundamentada en
la clinica y evolucion, se recomienda la realizacion de una bio-
metria hematica completa.

Las manifestaciones relacionadas a la infiltracion fuera de la
médula 6sea se presentan principalmente en los ganglios lin-
faticos y en los érganos abdominales principalmente hepato-
megalia y esplenomegalia. Las células leucémicas pueden in-
vadir cualquier tejido incluyendo el sistema nervioso central,
el humor vitreo, los testiculos entre otros.

La leucemia es una enfermedad sistémica y como tal presen-
ta sintomas generales como son fiebre en un 60%, adenome-
galias generalizadas en 50% hepato y esplenomegalia en un
40%. Es importante resaltar que el 40% no presenta fiebre,
el 50% no presenta adenomegalias y el 60% no presenta he-
pato ni esplenomegalia.
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Los antecedentes personales patoldgicos en el paciente es
importante considerarlos ya que en algunos casos hay un ma-
yor riesgo de desarrollo de leucemia y por lo tanto la sospe-
cha diagndstica es mas sencilla. Entre estas enfermedades
estd principalmente el sindrome de Down, los sindromes
mielodisplasicos, el antecedente de uso de quimioterapia o
exposicion a radiacion, las inmunodeficiencias y la anemia de
Fanconi por ejemplo.

Los antecedentes heredofamiliares deben interrogarse de
manera detallada para conocer el contexto e identificar alte-
raciones concomitantes o riesgos en el paciente, sin embargo,
respecto a LLA, existe poca evidencia de un origen heredita-
rio, siendo el sindrome de Li Fraumeni y el antecedente de
leucemia en hermanos factores asociados al desarrollo.

Respecto a los antecedentes personales no patolégicos, no
existen evidencias de que la alimentacion o algun tipo de ha-
bito higiénico dietético incremente las probabilidades de pa-
decer leucemia. Se han descrito factores ambientales como la
contaminacién o exposicién a bencenos o quimicos derivados
del tolueno y los xilenos como factores que incrementan el
riesgo a desarrollar LLA.

El estudio de la biometria hematica es fundamental ya que la
evidencia muestra que al diagndstico solo entre el 3%y el 5%
de los casos tendran un estudio normal.

Es importante recordar que los pacientes con leucemia y so-
bre todo aquellos que tienen hiperleucocitosis pueden cursar
con sindrome de lisis tumoral el cual se caracteriza por hiper-
kalemia, hiperfosfatemia e hiperuricemia. Estos pacientes de-
ben ser valorados por el médico de terapia intensiva asf como
por el nefrélogo. Otro especialista que muchas veces es nece-
sario valore al paciente es el infectélogo debido a los cuadros
clinicos compatibles con neumonias, cuadro gastrointestina-
les, infecciones de vias aéreas, entre otros.

Las indicaciones para realizar un aspirado de médula 6sea
son: presencia de blastos en sangre periférica, bicitopenia vy
pancitopenia.
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PRUEBAS DE LABORATORIO EN EL
DIAGNOSTICO Y SEGUIMIENTO DE LA LLA

Como vya se describio, los estudios de abordaje inicial de un pa-
ciente con sospecha de LLA son la citometria hematica, DHL,
acido Urico, electrolitos séricos y pruebas de funcién renal.

Actualmente, el diagnostico por laboratorio de la LLA , se rea-
liza mediante el estudio de sangre periférica y médula 6sea,
empleando tinciones pancromaticas (May-Grunwald-Giemsa,
Wright o Romanowsky), en donde se deben identificar células
malignas conocidas como blastos, basados en las caracterfs-
ticas de estas células se realiza la clasificacion basada en los
criterios FAB (grupo Francés-Americano-Britanico) de mane-
ra inicial (Parra-Ortega y cols., 2020). Sin embargo, cuando
se utiliza el estudio morfolégico como Unica herramienta de
apoyo en el diagnadstico vy clasificacién de leucemias, existe
una probabilidad de un 20% a un 50% de error en la identifi-
cacion de las células leucémicas, esta variacion es atribuible
a la experiencia del profesionista que realiza la lectura, la ca-
lidad de la tincion y en algunos casos la misma enfermedad
tiene una morfologia compleja . La clasificacién FAB describe
10 tipos de leucemias cada una de ellas tiene sus particulari-
dades, en el caso de las LLA se clasifican como L1, L2 y L3 en
las que profundizaremos a lo largo de este texto. (Foay cols.,
2005; Parra-Ortega cols., 2020). (Cuadro 3.1).

Cuadro 3.1. Clasificacion FAB de la leucemia linfoblastica aguda (LLA)

L1. Blastos pequefios con escaso citoplasma y poca variacion de tamafo y forma
de célula a célula. El ntcleo es redondo y habitualmente con un Gnico nucléolo
pequefo

L2. Células blasticas mds grandes y con citoplasma mas abundante que en la
L1. Tamafio y forma de las células muy heterogéneos. El nicleo puede tener una
forma irregular y con frecuencia tiene multiples nucléolos

L3. Células grandes con citoplasma intensamente basdfilo y con frecuencia va-
cuolado. Nucleo redondo de cromatina fina y nucléolo baséfilo a menudo multi-
ple. Esta morfologia es comun a la leucemia asociada al linfoma de Burkitt

(Bennett JM, 1976)
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Posterior a la identificacion morfolégica (20% o mas de las cé-
lulas analizadas en un extendido de médula dsea) se debe llevar
a cabo la clasificacién inmunolégica utilizando citometria de flu-
jo multiparamétrica (CFM), esta inmunofenotipificacion permite
confirmar el linaje y subclasificar la LLA de acuerdo con el grado
de maduracién (Tettero cols., 2024). Esta metodologfa, permi-
te analizar las muestras de forma eficiente y permite al médico
realizar un diagndstico oportuno, estratificando inmediatamente
al paciente, la CFM analiza diferentes parametros de una célula
(tamafio, complejidad vy expresion de antigenos), y de esta ma-
nera es posible caracterizar una célula por su fenatipo, lo que lle-
va a una mejor identificacion de las poblaciones anormales, con
las siguientes fortalezas 1. Identificar de manera puntual el linaje
celular que tiene la leucemia, ya que en algunos casos pueden
identificarse dos o mas marcadores de diferente linaje y que ac-
tualmente tienen relevancia en el prondstico del paciente. ya que
con esta metodologfa pueden identificarse fenotipos aberrantes o
las leucemias de linaje ambiguo o fenatipicas como se conocian
anteriormente. 2. Establecer de manera mas exacta el porcentaje
de células leucémicas que tiene el paciente en médula 6sea, ade-
mas del porcentaje de componentes hematopoyéticos normales
ya que se analizan todos los grupos celulares. 3. Caracterizar por
CFM permite monitarear el tratamiento y en casos de recaida, es
una herramienta importante para identificar un posible cambio o
switch de linaje (Campana G Pui, 1995; Stock G Estrov, 2000; Te-
ttero cols., 2024).

Para finalizar con la clasificacién de las LLA se debe realizar
al momento del diagnéstico, se deben usar herramientas ci-
togenéticas (como el cariotipo con bandeo G) y pruebas de
biologia molecular (para la identificacion de translocaciones,
inversiones) para estratificar el riesgo y poder establecer las
medidas terapéuticas adecuadas, el seguimiento y el pronds-
tico (Jiménez-Morales cols., 2017).

Entre los subtipos de leucemias agudas se han descrito asocia-
ciones especificas con alteraciones cromasomicas que se utilizan
como factor pronaéstico y para estratificar grupos de riesgo, lo cual
es un aspecto importante para definir alternativas de tratamiento.
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CLASIFICACION CITOGENETICA
Y MOLECULAR DE LA LLA

Durante el diagndstico de la leucemia aguda, es importan-
te realizar la deteccion de las alteraciones citogenéticas mas
frecuentes con los objetivos de: a) estratificar el riesgo del
paciente indicando un tratamiento dirigido, como en los casos
de la t(9:22), inv 16 o0 t(15:17), b) Identificar una alteracion
citogenética con la que pudiera evaluar la enfermedad mini-
ma residual durante el seguimiento de la paciente (Rivera-Lu-
na cols., 2017).

Enel 2016, la OMS define una nueva clasificacién en la leuce-
mia aguda linfobldstica y se describe en la tabla 2 (Arber cols,,
2022).Se han generado nuevas alteraciones estructurales en
la leucemia aguda linfoblastica, las cuales se describen en la
tabla 3, con frecuencia, el prondstico, los genes asociados y el
inmunofenotipo (Arber cols., 2022). (Cuadro 3.2).

Se han generado nuevas alteraciones estructurales en la leu-
cemia aguda linfoblastica, las cuales se describen en la tabla
3, con frecuencia, el prongstico, los genes asociados y el in-
munofenotipo (Arber et al., 2022). (Cuadro 3.3).

La LLA precursora temprana de T (ETP) es una variedad de
leucemia menos frecuente pero mas compleja y heterogénea.
Se define con el inmunofenotipo y se han descrito que un
tercio se caracteriza por el reordenamiento y la desregulacion
del factor de transcripcion T BCL11B, el 80% de los casos tie-
ne mutaciones activadoras del FLT3 y la mayoria de los casos
presenta sobreexpresion de FLT3.

La infiltracion al sistema nervioso central es un hallazgo fre-
cuente, con una incidencia superior al 25% en leucemias y
linfomas. En la evaluacién inicial de los pacientes con LLA
es importante realizar el estudio del liquido cefalorraquideo
(LCR) para identificar infiltracién.

Utilizar la citometria de flujo para el estudio del inmunofe-
notipo en LCR es una tecnologia que debe considerarse en la
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evaluacién del sistema nervioso central (SNC) de los pacien-
tes con LLA, ya que permite explorar poblaciones celulares,
siendo un método objetivo y Unico (Palomo Colli cols., 2015).

El prondstico se consideraba adverso aungue recientemente
ha mejorado gracias a la identificacion de este subtipo.

Cuadro 3.2. Clasificacion de leucemia aguda linfoblastica

y alteraciones citogenéticas

LLA-B con anomalias genéticas recurrentes

LLA-B con t(9;22)(q34.1;q11.2)/ BCR::ABL1

con afectacion sdlo linfoide

con participacion multilinaje

LLA-Bcon t(v;11g23.3)/ KMT2A reordenado

LLA-B con t(12;21)(p13.2;q22.1)/ ETV6::RUNX1
LLA-B, hiperdiploide

LLA-B, hipodiploide baja

LLA-B, casi haploide

LLA-B con t(5;14)(q31.1;932.3)/ IL3:: IGH

LLA-B con t(1;19)(q23.3;p13.3)/ TCF3::PBX1

LLA-B, BCR :: ABL1 —similar, clase ABL-1 reorganizada
LLA-B, BCR :: ABL1 —como, JAK-STAT activado

LLA-B, BCR :: ABLT —como, NOS

LLA-B con iAMP21

LLA-B con reordenamiento MYC

LLA-B con reordenamiento DUX4

LLA-B con reordenamiento MEF2D

LLA-B con reordenamiento ZNF384(362)

LLA-B con reordenamiento NUTM1

LLA-B con reordenamiento HLF

LLA-B con UBTF::ATXN7L3/PAN3,CDX2 (“CDX2/UBTF")
LLA-B con IKZF1 N159Y mutado

LLA-Bcon PAX5 P80OR mutado

LLA-B, NOS

Leucemia aguda linfoblastica T

LLA precursora temprana de células T con reordenamiento BCL11B

LLA precursora temprana de células T, NOS
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TRATAMIENTO

La edad del paciente, la informacion clinica, la respuesta a
la induccion, infiltracion al sistema nervioso central, los da-
tos de laboratorio como; cuenta de leucocitos, inmunofeno-
tipo, enfermedad extramedular, as alteraciones citogenéticas
identificadas por técnicas moleculares y de secuenciacién, asf
como el seguimiento de la respuesta al tratamiento permiten
clasificar el riesgo de los pacientes y administrar un trata-
miento segun el riesgo identificado (Palomo Colli cols., 2015).

No existe un tratamiento estandar o ideal para LLA pediatrica,
se ha avanzado en el desarrollo y mejora de los esquemas de
tratamiento, sin embargo distan del tratamiento ideal, aun se
depende primordialmente de la quimioterapia y en la mayoria
de los pacientes en México, de la quimioterapia intensificada
para pacientes de riesgo alto, esto implica un riesgo exacer-
bado de complicaciones principalmente infecciosas (Rive-
ra-Luna cols., 2022).

Se deben tener las siguientes consideraciones para elegir un
tratamiento, particularmente LLA:

® Incluir induccion, consolidacidn, al menos 2 intensifica-
ciones y mantenimiento.

® (Contar con una estrategfa dirigida a evitar la progresion de
la enfermedad al sistema nerviosa central, que incluya:
= Terapia intratecal con técnica e indicaciones adecuadas.
= Metotrexate a altas dosis.
= Uso efectivo de asparaginasa.

® E[ tratamiento debe tener un perfil de toxicidad mane-
jable en el centro en el que se administra, sin que esto
signifique modificar u omitir dosis, pues los cambios al
protocolo, comprometen la intensidad de dosis y poten-
cialmente la efectividad del tratamiento. Cabe destacar
que se debe buscar mejorar el soporte y deteccion/aten-
cion a toxicidad asociada al tratamiento.

® F| tratamiento debe ser basado y ajustado en funcién de
la respuesta al tratamiento, mediante el seguimiento de
la enfermedad minima residual.
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® Se deben considerar indicaciones de trasplante aloge-
nico de manera oportuna, evaluando dicha necesidad al
diagnostico, al finalizar la induccion, al finalizar la conso-
lidacién y en casos particulares inclusive en momentos
posteriores.

® Se recomienda contar con estrategias para promover y
supervisar el apego a los medicamentos orales durante
el mantenimiento.

® | a duracion global del tratamiento efectivamente admi-
nistrado debe ser de al menos 104 semanas.

Seguimiento de la respuesta al tratamiento

Uno de los desafios mas importantes en el tratamiento de la
LLA es distinguir con precisién a los pacientes que necesitan
una terapia mas intensiva (y potencialmente mas toxica) es
por ello que identificar de manera clara la respuesta al trata-
miento es primordial para la toma de decisiones.

La determinacion de la enfermedad medible residual (EMR)
en la LLA es de gran importancia en la evaluacién de la res-
puesta al tratamiento, proporciona una medicién directa de
la respuesta de las células leucémicas a la quimioterapia y
acualmente es esencial para la estratificacion de riesgo en los
protocolos de tratamiento.

La EMR es considerada una prueba de laboratorio que permi-
tird establecer un pronostico de la enfermedad, independien-
temente de las alteraciones citogenéticas, por esto, se debe
medir en las etapas indicadas en su protocolo de tratamiento.

La EMR es la presencia de células malignas que no pueden dis-
tinguirse de manera habitual o con la observacion al microscopio
o la deteccién morfolégica (5%), un estudio de EMR debe de-
tectar y cuantificar las células leucémicas con alta sensibilidad y
especificidad, asf como ser reproducible entre laboratorios. Los
métodos moleculares y la inmunoatipificacion por CFM son los
métodos mas utilizados en la vigilancia del tratamiento y en los
ultimos anos se han utilizado como herramienta en la EMR la se-
cuenciacion de segunda generacion (van der Linde cols., 2023).
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Las células leucémicas se pueden distinguir claramente de
los progenitores hematopoyéticos normales utilizando herra-
mientas de laboratorio como: 1. Tinciones y caracteristicas
morfolégicas y citoquimicas, 2. La clasificacion con el inmu-
nofenotipo, 3. Las anomalias cariotipicas o genéticas. y 4. Los
reordenamientos del gen Ig/TCR. Estas herramientas selec-
cionadas adecuadamente con base en las caracteristicas del
paciente al diagndstico y con el conocimiento de la biologia
de la enfermedad, pueden ser de gran ayuda en la medicion
de la EMR (Liy cols., 2021, MAy cols., 2024).

Se han descrito diferentes publicaciones donde utilizan va-
rios métodos de laboratorio para la medicion de la EMR, sin
embargo los que mas destacan son: la biologia molecular con
las pruebas de PCR en tiempo real, la CFM y recientemente la
secuenciacion masiva (Hwang y cols., 2024).

La seleccion de las diferentes metodologias utilizadas para
la deteccién de EMR depende de tres factores importantes:
1. Especificidad de la prueba para discriminar entre células
malignas y normales, a fin de no generar resultados falsos
positivos, 2. El limite de sensibilidad, el cual debe ser como
minimo de 1x10-3 y 3. Reproducibilidad y accesibilidad (facil
estandarizacién y rapida recopilacion de resultados para apli-
caciones clinicas).

Para utilizar las pruebas de biologia molecular para medir la
EMR basados en la presencia o ausencia de traslocaciones,
es importante mencionar que solo una pequefa proporcion
(aproximadamente el 20% de las leucemias) presentan mar-
cadores especificos, como translocaciones cromosémicas, por
ejemplo, t(9;22), t(4;11),t(12:21) 0 t(1;19), y solo en ellas se
puede utilizar dicha alteracién para medir la EMR.

Por lo anterior, la metodologia mas utilizada por su accesi-
bilidad y por las multiples recomendaciones para su estan-
darizacién es la CFM, donde parte del estudio se basa en la
identificacion de los inmunofenotipos expresados en células
leucémicas al diagnodstico pero no en progenitores linfoides
normales. Sin embargo, estos estudios requieren experien-
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cia considerable y a menudo tienen costos elevados debido a
los extensos paneles de marcadores y los equipos necesarios
para su ejecucion. De manera general se considera una EMR
cuando se encuentran 0.01% de células neopldsicas en al me-
nos 5 millones de células estudiadas (Verbeek cols., 2024).

Es importante considerar que la calidad de la muestra para el
estudio de ERM condiciona la conducta a seguir con la inter-
pretacion de resultados (Tettero cols., 2024), existen algu-
nas recomendaciones basicas que todos debemos considerar
cuando se utiliza CFM en la identificacién de EMR y estas son:

1. Las muestras hemadiluidas pueden arrojar resultados
falsos negativos.

2. La primer muestra del aspirado es la de mejor calidad
para el estudio de la EMR (Los primeros 2 a 4 mililitros
de aspirado).

3. El nimero de eventos o células analizadas por citometria
de flujo condiciona la validez del ensayo o prueba de ERM.

4. Investigar la EMR en el Liquido cefalorraquideo de pa-
cientes con Diagnostico de LLA tiene el objetivo de iden-
tificar la infiltracion en sistema nervioso central en el
diagndstico y posteriormente durante el tratamiento. En
diferentes centros oncologicos, utilizan el cytos-pin para
busqueda de blastos en LCR. Sin embargo, su bajasensi-
bilidad disminuye la tasa de deteccién de infiltracion en
SNC, por lo que se sugiere puede existir mayor ventaja
de la CFM sobre cytos-pin, estrategia aun en desarrollo y
evaluacion para utilizarla como metodologia de laborato-
rio para este fin. (Parellada ME y col. 2018).

SEGUIMIENTO INTEGRAL DEL PACIENTE

Las necesidades durante el tratamiento y atencion a nifios y
adolescentes con leucemia linfoblastica aguda difieren enar-
memente de la atencidn clinica convencional de otros pade-
cimientos, pues las diferencias e implicaciones en la comple-
jidad, diagnostica y terapeutica son abismales.
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La clasica y cuestionable analogia entre una lucha o una gue-
rra y el tratamiento contra el cancer intenta acercarse a des-
cribir la complejidad con la que pacientes, familia y sociedad
encaran estos retos, llamar a los nifios y adolescentes “gue-
rreros” o "héroes” (sin estimular a que esto sea una practica
correcta) y al tratamiento como “lucha” son conceptos que
podrian parecer romanticos hasta que conocemas de cerca

la vivencia de una familia que ha sido marcada por el cancer.

En paises de altos ingresos se ha demostrado el beneficio de la
creacion de hospitales especializados para el manejo de cancer
infantil, en los que la arquitectura, el personal, la politica de aten-
cion, los servicios y el conjunto de acciones que tocan la labor de
atencion clinica giran en torno a la complejidad de esta “guerra’.

La propuesta de un modelo integral de seguimiento a los pacien-
tes con LLA atiende a la necesidad de optimizar los recursos ya
disponibles para mejorar el prondstico de los pacientes con leu-
cemia. Ya se describieron algunas recomendaciones a considerar
al elegir un protocolo de tratamiento para pacientes con LLA, sin
embargo, a diferencia de los padecimientos no oncologicos, en
los que una vez que se conoce el diagnodstico y se cuenta con los
medicamentos o agentes para el tratamiento, la administracion y
el camino a la mejoria/cura generalmente es lineal, esto no ocurre
en el cancer, y particularmente es complejo en LLA, donde el diag-
nostico solo marca el inicio de una “lucha” que requiere al menos
2 ahos de tratamiento efectivamente recibido, tratamiento que
frecuentemente les toma a los pacientes 3 0 mas anos en cumplir.

El seguimiento integral de los pacientes pediatricos con LLA
requiere buscar y mantener el seguimiento continuo con cin-
co ejes fundamentales:

1. Educacién y comunicacién efectiva con el paciente y la
familia.

2. Asignacion de riesgo, seguimiento a la respuesta y aten-
cion protocolizados.

3. Prevencién y atencién oportuna de toxicidad asociada al
tratamiento.

4. Atencion interdisciplinaria psico-social

5. Soporte nutricional y control temprano de sintomas
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Educacidn y comunicacién efectiva
con el paciente y la familia

El contexto cultural y social Mexicano se ha identificado como
un potencial factor de riesgo, que disminuye las posibilidades
de curacion, especificamente vivir en un enclave Mexicano
aumenta la mortalidad asociada a LLA (Schraw y cols., 2021).

La falta de entendimiento de la complejidad de la enfermedad,
la atencion tardia de complicaciones presentadas durante el tra-
tamiento y posiblemente el tipo de alimentacion son factores
en los que se debe incidir desde el diagnostico de LLA, lograr
una intervencion familiar que haga conscientes a todos los cui-
dadores del paciente de los riesgos e importancia de atencion
oportuna, la importancia en el cumplimiento del tratamiento y
establecer mecdnismos claros de accién (ej. Si se detecta fiebre
se debe acudir inmediatamente a urgencias) que se refuercen
en todas las consultas y encuentros con la familia debe ser prio-
ritario. (Buursma Py cols., Pediatr Blood Cancer. 2025)

Los tiempos de consulta asignados deben tener esto en consi-
deracién y tras cada consulta se debe sacializar y asegurar que
los cuidadores entienden en qué fase de tratamiento se en-
cuentra el paciente, los riesgos y recomendaciones generales.

Asignacion de riesgo, seguimiento a la respuesta y
atencion protocolizados

Las estrategias diagnosticas descritas deben aterrizarse en un
esquema protocolizado de tratamiento que comprenda: diag-
nostico, estudio de riesgo, estudio de respuesta y tratamiento
protocolizado, con alternativas oportunas para “rescate” en caso
de respuesta suboptima, falla al tratamiento o recalda, esto con
propuestas de colaboracién interinstitucionales que permitan la
mejor distribucion de recursos, esto en el entendido de lograr;
estos enfoques protocolizados representan la base fundamental
del éxito y mejora que ha llevado a la LLA de una enfermedad in-
curable, a una enfermedad curable en mas del 90% de los casos
en algunos paises. (Hayashi H'y cols., Cancers. 2024;16(723).
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Lograr esta estructura, no debe ser exclusivo de paises
con alto desarrollo socio-econdmico, la formacién de gru-
pos colaborativos centrados en estructurar la atencion
clinica y la investigacion debe ser prioritario en México,
hay ejemplos de éxito e nuestro pafs que han logrado in-
tegrar hoy grupos solidos como el Proyecto Nacional de
Investigacion e Incidencia (Pronaii) de leucemia infantil;
extender los alcances de estos grupos con una propuestas
de atencion clinica integral formara la base para la mejora
global de la atencion de nuestros nifos y adolescentes
con LLA. (Nufez-Enriquez JCy cols., Front Oncol. 2024 Apr
3;14:1304690).

Prevencidn y atenciéon oportuna
de toxicidad asociada al tratamiento

El progreso de los ultimos 60 anos en la atencion de la
LLA pediatrica ha permitido reducir significativamente la
tasa de falla al tratamiento, sin embargo, esto en algu-
nos casos implica mayor riesgo de toxicidad asociada al
tratamiento, el seguimiento integral debe considerar es-
trategias hospitalarias para que todo el personal conozca
detectar y tratar al menos de manera inicial las compli-
caciones que se presentan durante el tratamiento de LLA
(Pui G Evans, 2013).

Existen programas desarrollados especificamente para
estas acciones, la administracion temprana de antibio-
ticos en pacientes en tratamiento con fiebre promovida
como “Hora Dorada” y la aplicacion continua de escalas
por parte de enfermeria para la deteccién de pacientes
en riesgo mediante la escala de valoracion de alerta tem-
prana (EVAT), entre otros, deben ser programas de imple-
mentacion prioritaria en todos los hospitales que tratan
con pacientes con cadncer, promover los recursos para su
constante promocion y correcta operacion debe ser igual-
mente prioritario por parte de la directiva de las institu-
ciones (Agulnik y cols., 2022; Gonzalez y cals., 2021).
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Atencidn
interdisciplinaria psico-social

Todas las intervenciones recomendadas dejan claro que el
diagndstico de LLA trastorna la vida y la dinamica fami-
liar de los pacientes y sus familias, contar con seguimien-
to psicologico y evaluacion social para el establecimiento
temprano de un plan que garantice el apego, cumplimiento
y seguridad del paciente por parte de trabajo social son
acciones que deben llevarse desde la confirmacion diag-
nostica de LLA; utilizar los recursos disponibles como alber-
gues, apoyo ecandmico, acompahamiento y fortalecimien-
to de redes de apoyo son labores que se deben establecer
desde el diagndstico independientemente de la situacion
socio-econdémica del paciente o su familia. (Secretarfa de
Salud. PROTOCOLO DE LA ATENCION LLA, National Cancer
Institute. Tratamiento de la LLA).

Soporte nutricional
y control temprano de sintomas

Se debe garantizar la inocuidad, suficiencia y adecuacién
nutricional desde el diagnadstico, el seguimiento nutricional
integral, que mas alla del control de talla y peso revise cons-
tantemente los habitos alimenticios de los pacientes, la com-
posicion corporal y que evite los ayunos innecesarios, todo
ello deberad formar parte de las evaluaciones en cada visita
de los pacientes. Se debe evitar la normalizacion del males-
tar durante el tratamiento de LLA interrogando y atendiendo
correctamente la presencia de sintomas en los pacientes, el
dolor, la disgeusia, debilidad, nausea, vomito y cualquier otro
sintoma referido por el paciente o identificado en la rutina cli-
nica debe llevar un seguimiento para asegurar su resolucion,
o correcta evolucidn, la persistencia de este tipo de sintomas
es un factor que favorece el abandono o mal apego a las in-
dicaciones clinicas. (Rodriguez-Aguilar y cols., 2023, Shimizu
y cols., 2024).
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LEUCEMIA INFANTIL: UNA PATOLOGIA
SISTEMICA DE URGENCIA NACIONAL

Las leucemias agudas (LA) son el tipo de cdncer mas comun
y un importante problema de salud publica a nivel mundial en
ninas, nifos y adolescentes menores de 19 ahos. De acuer-
do con los ultimos reportes de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), en 2022 éstas representaron el 28.2% de los
diagnosticos de cancer en menores, con 3.0 casos y 1.2 de-
funciones por cada 100,000 habitantes (GLOBOCAN 2022). No
obstante, dichas cifras podrian ser mayores, considerando que
en las regiones de economias menos desarrolladas del mundo,
la oportunidad y calidad del registro, diagnostico y atencion a
menudo son subdptimas debido a la limitada infraestructuray
acceso a los servicios de salud (Reny cols., 2022).

El advenimiento de avances tecnoldgicos que han facilitado
la uniformidad en el diagnéstico temprano, la disponibilidad
de medicamentos, los protocolos de tratamiento y la moni-
torizacion de la respuesta a terapia, han determinado en los
paises desarrollados, la sustantiva reduccion en las tasas de
mortalidad de sus poblaciones, asi como valores de supervi-
vencia libre de enfermedad a 5 afios, mayores del 85% (Ward
y cols., 2014). Sin embargo, este favorable comportamiento
no representa la epidemiologia del mundo vulnerable y en
continuo desarrollo, en donde se registran aproximadamente
el 80% de los casos y las tasas de supervivencia varian entre
20y 70% (Kulkarniy cols., 2011; Renvy cols., 2022; Rivera-Lu-
nay cols., 2017; Zapata-Tarrés y cols., 2021).

En Mexico, las métricas de los ultimos 20 ahos han mostrado
una epidemiologia particularmente grave, con las mas altas
tasas de incidencia y mortalidad de los paises que conforman
la OCDE (IHME 2021), 1.8 veces superior al promedio mundial.
La década pasada registrd una supervivencia a 5 anos aproxi-
mada a 61.8% (Mufoz-Aguirre y cols., 2021), en tanto que el
reporte 2022 proyect6 5.5 casos y 2.5 defunciones por cada
100,000 habitantes (GLOBOCAN 2022).
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En concordancia, para nuestra Nacion el cancer infantil es
una prioridad urgente de atender, ya que representa una de
las patologias sistémicas de mayor detrimento fisiolégico,
social, econémico y psicolégico, cuyos desenlaces fatales
superan las muertes por todos los tipos de enfermedades de
la infancia. Uno de cada 2 casos de cancer en nifas, ninos y
adolescentes mexicanos se debe a leucemias agudas, que ha
incrementado hasta alcanzar cifras desproporcionadamente
altas de anos de vida perdidos. Notablemente, mas del 50%
son clasificados al debut clinico de la leucemia como pacien-
tes de alto riesgo y experimentan una evolucion desfavorable,
con desenlaces de recaidas y muertes ocurridas en fases muy
tempranas del tratamiento, por lo menos tres veces mas fre-
cuentes que en otras regiones, a pesar del uso de los mismos
esquemas de gquimioterapia. Mas aun, en aquéllos clasifica-
dos con criterios clinicos como riesgo estandar, la frecuencia
de recaida es mayor al 55%, lo que denota la participacién de
multiples factores biolégicos y/o ambientales adicionales en
la determinacién de prondsticos fatales y subraya la necesi-
dad de investigacion cientifica exhaustiva para su deteccion
oportuna, estratificacion de riesgo e intervencion terapéutica
integral basada en el conocimiento y adecuada a la identidad
de las poblaciones. Dado que el control de las enfermeda-
des sistémicas requiere abordajes sistémicos, el Proyecto
Nacional de Investigacién e Incidencia (Pronaii) en leucemia
infantil, emprendié una cruzada para la transformacion del
conocimiento en atencidn, a fin de incrementar sus tasas de
curacion y las expectativas de calidad de vida, instrumentan-
do enfoques interdisciplinarios y herramientas cientificas y
tecnologicas de vanguardia para abordar la complejidad de
la leucemia, con énfasis en las poblaciones vulnerables de
las zonas de mayor marginacion en el territorio mexicano, las
cuales muestran una preocupante reduccion de probabilidad
de sabrevivir a la enfermedad.

Este capitulo abordara principalmente el enfoque integral
del laboratorio de citémica del cancer infantil en materia de
diagnostico integral basado en nuestra poblacién infantil v a
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la luz de los conocimientos actuales. Es destacable que este
laboratorio de alta tecnologfa, el primero en América Latina,
se ha establecido en una zona rural de alta vulnerabilidad, con
adherencia rigurosa a los principios de inclusion, equidad y
derecho universal a los beneficios de la ciencia.

BIOLOGIA Y DIAGNGSTICO

Las leucemias agudas se caracterizan por una produccion
oligoclonal descontrolada de células precursoras hemato-
poyéticas en la médula 6sea (MO), lo que interfiere con su
diferenciacion normal y provoca una alteracién en la produc-
cion de células maduras del sistema sanguineo e inmunitario
(Arriaga-Pizano y cols., 2019). El origen y los mecanismos de
evolucion de las leucemias estan bajo la lupa de la investi-
gacion biomédica/médica y han sido uno de los mas grandes
desafios de la ciencia. Aunque se asume que las causas son
multifactoriales y la progresién, multinivel, a la fecha se han
identificado una combinacion de factores genéticos de riesgo
que explican menos del 10% de los casos, entre los que se in-
cluyen algunos sindromes hereditarios y la exposicion a altos
niveles de radiacion ionizante o agentes carcinogénicos.

Es la interseccion de la genética aberrante de las células ini-
ciadoras de la leucemia, el microambiente inflamatorio en el
que se desarrollan nichos pro-tumorales y el contexto inmu-
nologico comprometido de los individuos, la que determina el
riesgo de crecimiento pre-leucémico. Ademas, la exposicion
a agentes toxicos ambientales, la exposicion prenatal a in-
secticidas y herbicidas, contaminacion del aire, deficiencias
nutricionales, estados de supresion inmunologica, exceso de
peso corporal, consumo de alcohol, enfermedades infecciosas
continuas, entre otros factores cooperadores, pueden contri-
buir a la carga del cancer infantil en condiciones de recursos
limitados (Flores-Lujano vy cols., 2024; Karalexi y cols., 2021;
Raaschou-Nielsen y cols., 2018; Ren y cols., 2022; Snyder,
2012; Terwilliger y Abdul-Hay, 2017).
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Como es abordado a profundidad en otros capitulos de esta
obra, la relevancia del diagndstico integral de LA que incluya
el analisis integral de datos clinicos, morfoldgicos, inmunofe-
notipicos, citogenéticos y moleculares, radica en la inmedia-
ta prediccién de riesgo de desenlaces desfavorables para su
intervencion asertiva (Judrez-Avendano y cols., 2020) (Fig.
4.1). Un diagnéstico temprano, oportuno y preciso, es esen-
cial para la apropiada clasificacion tumoral, estratificacion de
riesgo y el disefo de planes de tratamiento adecuados para
cada caso, previniendo al maximo la toxicidad terapéutica y
maximizando la eficiencia con menor intensidad en los ca-
sos de riesgo estandar, en contraste con aquéllos de riesgo
alto, para los que la intensificacion de tratamiento, los trata-
mientos de segunda linea, la inmunoterapia o terapia celular
basada en trasplante hematopoyético, son puestos a conside-
racion, en concordancia con el monitoreo de respuesta en los
pacientes (Romo-Rodriguez y cols., 2024).

Aunque a la presentacién de sospecha de enfermedad, su
confirmacion ha sido histéricamente basada en la abundancia
y caracteristicas morfoldgicas de las células leucémicas en
la MO, la reciente clasificacion de la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) de Tumores Hematopoyéticos y de Tejidos
Linfoides, hace uso extensivo de la inmunofenotipificacion y
de estudios citogenéticos y moleculares, aumentando cru-
cialmente la especificidad y exactitud, y convirtiendo a este
conjunto de pruebas en el estandar para el diagnostico, la
investigacion, los registros de cancer y la monitorizacion de
salud publica a nivel mundial (Bain, 2017).

La clasificacion del linaje de las leucemias se establece prin-
cipalmente a través de las caracteristicas inmunofenotipicas
de las células leucémicas. Adicionalmente, algunas caracte-
risticas bioldgicas como fusiones, rearreglos y mutaciones
genéticas, son incluidas en la nomenclatura cuando estan son
identificadas, ya que los perfiles maoleculares que conforman
pueden definir subtipos que confieren riesgo (Juarez-Avenda-
Aoy cols., 2020; Khoury y cols., 2022).
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Figura 4.1. Diagndstico y pronoéstico integral de las leucemias agudas de
la edad pediatrica. En el anillo central se presentan los diversos enfoques
utilizados para el diagnostico de LA en pacientes pediatricos, mientras
gue en el anillo externo son reveladas las variables asociadas al pronésti-
co, acorde a cada uno de los enfoques de anélisis utilizados. Los parédme-
tros asociados a un menor riesgo se resaltan en letras color azul y aque-
llos asociados a un riesgo alto, en rojo. Imagen creada con BioRender®.

Criterios importantes para la estratificacion del riesgo del
paciente incluyen variables clinicas, bioldgicas, genéticas
y relacionadas con la respuesta al tratamiento (Dai y cols.,
2021; Judrez-Avendafio y cols., 2020). Al diagndstico, los
pacientes se clasifican como de riesgo estandar o de ries-
go alto, siguiendo los criterios establecidos por el Instituto
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Nacional del Cancer. Los pacientes de riesgo estandar son
aguellos que debutan con edades entre 1 y 10 anos, pre-
sentan cuentas leucocitarias inferiores a 50,000/uL (50 x
10%/L), los blastos leucémicos tienen un origen de linaje B
(leucemia linfobldstica aguda de células B, LLA-B) y no pre-
sentan infiltracién en el sistema nervioso central (SNC) ni
en los testiculos, en tanto que para ser clasificado como de
riesgo alto, basta con que uno de los criterios mencionados
anteriormente sea discordante (Kaplan, 2019). Ademas, se
ha observado que el sexo femenino se asocia con prondéstico
favorable (Bain, 2017a).

La respuesta temprana al tratamiento, evaluada mediante
enfermedad medible residual (EMR) es, en la actualidad, el
factor prondstico mas poderoso en LA de la edad pediatrica
(Heiny cols., 2022).

Espectro clinico

El predominio de las células leucémicas sobre los progenito-
res hematopoyéticos normales puede conducir a la supresion
directa de la hematopoyesis funcional o a la remodelacién de
los nichos microambientales, lo que contribuye a la falla de la
MO (Balandrany cols., 2016).

Las manifestaciones clinicas de las leucemias se deben, direc-
ta o indirectamente, a la proliferacién de las células leucémi-
cas y su infiltracion en los tejidos, lo que provoca alteraciones
en su funcion normal. La presentacién de la enfermedad pue-
de ser inespecifica, con una combinacion de signos vy sinto-
mas asociados con las citopenias o con la infiltracién leucémi-
ca en la MO, asi como en otros érganos comao el bazo, higado,
testiculos y SNC. Estos signos y sintomas incluyen palidez,
fiebre, pérdida de peso, sudoracién nocturna, fatiga, disnea,
faringitis, petequias, hematomas, dolor 6seo, hepatomegalia,
esplenomegalia, linfoadenopatia, hipertrofia de encias, mani-
festaciones cutaneas e infecciones. Los casos sospechosos
de LA generalmente requieren un analisis inicial de hemo-
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grama completo en sangre periférica. Si se encuentran anor-
malidades, como anemia, trombocitopenia y neutropenia, se
procede a investigar en muestras de aspirados de MO para
confirmar o descartar la sospecha. Ademas, los hallazgos ra-
diolégicos, como masas mediastinales, son de gran relevancia
y sugieren fuertemente la posibilidad de leucemia linfoblas-
tica aguda de células T (LLA-T) (Bain, 2017; Kaplan, 2019;
Terwilliger y Abdul-Hay, 2017).

Analisis morfolégico

El primer avance significativo en el diagndstico de las LA
se produjo con la clasificacién Franco-Americano-Britanica
(FAB), la cual establecié criterios morfolégicos y citoquimi-
cos de las células leucémicas, incluyendo la relacién ndcleo/
citoplasma, el tamafo celular y la presencia de nucléolos y
vacuolas. Bajo dichos criterios, el diagndstico se establece
cuando las células malignas constituyen al menos el 30% de
las células nucleadas. Para definir el origen del precursor he-
matopoyético afectado, se consideran como leucemias mie-
loblasticas agudas (LMA) aquellos casos en los que al menos
el 3% de los blastos muestran reacciones positivas a la mielo-
peroxidasa (MPO) o al negro de Sudan B. Las LMA se clasifican
en ocho categorfas (MO a M7), mientras que las linfoblasticas
se dividen en tres (L1 a L3). Las categorias M4 y M5 de LMA
estan asociadas con una mayor hepatomegalia y esplenome-
galia, asf como infiltracion en la piel y encias. Por otro lado, las
LMA MO y M6 estan vinculadas a anormalidades citogenéticas
complejas y un peor prondéstico que otras categorias. En ninos
con LMA M1, la presencia de anillos de Auer se asocia con un
mejor pronostico (Bain, 2017; Cuéllar-Mendozay cols., 2020).
Los casos sin propiedades mieloides son clasificados como
linfoblasticos. La clasificacion FAB se sigue empleando en
circunstancias donde el analisis inmunofenotipico y genético
no esta facilmente disponible, y en este contexto es impor-
tante que la citoquimica complemente el analisis marfologico
(Bain, 2017).
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Inmunofenotipificacion por citometria de flujo

La inmunofenotipificacion por citometria de flujo multi-
parameétrica es una técnica esencial para el diagnostico,
clasificacion, prondstico y monitorizacion de las LA (Arria-
ga-Pizanoy cols., 2019; Orfao y cols., 2019). Esta técnica de
analisis de células individuales permite identificar multiples
conjuntos fenotipicos dentro de una mezcla en suspension
(Robinson, 2022). Se basa en la evaluacion de caracteristi-
cas celulares especificas, como el tamafo celular, la com-
plejidad citoplasmatica o la granularidad, utilizando las pro-
piedades de dispersion de la luz. Ademas, se analizan rasgos
inmunologicos mediante la medicion de diversos antigenos,
tanto superficiales como intracelulares, los cuales se iden-
tifican utilizando anticuerpos conjugadas con fluorocromos
(Del Principe y cols., 2019). Para clasificar a la LA se utilizan
los perfiles inmunofenotipicos de las células neopldsicas
y se comparan con su contraparte normal, permitiendo la
asignacion a un linaje celular hematopoyeético y etapa de
diferenciacion o maduracion, asi como la identificacion de
fenotipos aberrantes. Los inmunofenotipos aberrantes son
los patrones de expresion de los antigenos que difieren
del proceso normal de maduracién hematopoyética, y pue-
den incluir infidelidad de linaje, ausencia o sobreexpresion
de antigenos y asincronismo madurativo. Ademas, algunos
perfiles inmunofenotipicos especificos han sido asociados
a prondstico y/o anormalidades citogenéticas y molecula-
res Unicas (Arriaga-Pizano y cols.,, 2019; Cuéllar-Mendoza
y cols.,, 2020; Van Dongen y cols., 2012). Por ejemplo, la
deteccion del marcador NG2 en casos de LLA-B, se expresa
especificamente en casos con el re-arreglo KMT2A, relacio-
nado con un prondstico desfavorable como resistencia a la
terapia y recaidas a SNC (Prieto y cols., 2018).

Se reconocen dos principales categorfas de LA: las de precur-
sores linfoides, denominadas leucemias linfoblasticas agudas
(LLA), que se subdividen segln su origen en linaje B (LLA-B)
o de linaje T (LLA-T), vy las de precursores mieloides denomi-
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nadas leucemias mieloblasticas agudas (LMA). Un pequefio
numero de casos no muestra una clara evidencia de diferen-
ciacién hacia un solo linaje o expresa antigenos de diferen-
ciacion especificos de mds de uno, estos se clasifican como
leucemias agudas de linaje ambiguo/fenotipo mixto (LALA/
LAFM), respectivamente (Van Dongen 'y cols., 2012).

Los antigenos comUnmente empleados para la identifica-
cion de LLA-B son CD19 y CD79a citoplasmico, mientras
que para las LLA-T son los antigenos CD3 (citoplasmético
y de superficie) y CD7. En contraste, las LMA se reconocen
mediante la ausencia de los marcadores linfoides descri-
tos y la presencia de mieloperoxidasa citoplasmica, CD13 vy
CD117. Para determinar el grado de diferenciacion, se eva-
lUan antigenos como CD34, CD45 y TdT. Mientras que, para
la maduracion, se observan antigenos como CD10, inmu-
noglobulinas de superficie y cadenas p citoplasmicas para
LLA-B, y CD11b, CD16, CD64, CD14, CD300e, CD71, entre
otros, para LMA (Arriaga-Pizano y cols., 2019; Judrez-Aven-
dafoy cols., 2021).

La inmunofenotipificacion es una técnica clave para la identi-
ficacion de leucemias con expresion de proteinas multilinaje
(LAFM), las cuales estan asociadas con muy pobre respuesta
a guimioterapia. Se considera que el fenotipo mixto puede
indicar un aorigen muy troncal o primitivo de las células leucé-
micas gue son quimio-resistentes debido a la baja replicacion,
a la capacidad de adaptacion a la terapia por diferenciacién y
cambio de fenotipo y por la alta expresion de genes de multi-
drogoresistencia (Charles y Boyer, 2017).

Ademas, el mismo enfoque tecnolégico es de gran valor
para la monitorizacion de la respuesta al tratamiento, con
la sensibilidad para detectar células patoldgicas residuales
y distinguirlas de las células inmaduras normales en rege-
neracion dentro de la MO de pacientes con LA durante la
terapia. Ya que la recaida de la enfermedad es un indicador
pronostico crucial de desenlaces desfavorables, la identi-
ficacion de un pequeno numero de células tumorales re-
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siduales que determinan la enfermedad medible residual
(EMR) durante la terapia permite distinguir a los pacientes
gue responden bien a la terapia de aquellos que requieren
re-intensificacion. Detectar un 0.01% o mas células tumo-
rales residuales tiene un significado clinico importante, ya
que indica que el paciente tiene un mayor riesgo de recaida
en comparacion con aquellos con niveles de EMR inferio-
res al 0.01% (Juarez-Avendafo vy cols., 2021; Kruse y cols,,
2020; Shaver y Seegmiller, 2017).

Sin lugar a duda, la inmunofenotipificacién multiparamétrica
mediante citometria de flujo ha demostrado ser una herra-
mienta valiosa para el diagnostico, prondstico y monitoreo
de la respuesta al tratamiento en pacientes con LA y otras
enfermedades hematoldgicas. Los avances tecnoldgicos re-
cientes han permitido el desarrollo de la citometria de ma-
sas, una técnica capaz de evaluar simultdneamente mas de
50 marcadores celulares, tanto superficiales como intracelu-
lares, en cada célula individual. Esta técnica elimina el pro-
blema de sobrelapamiento de sefales al emplear anticuerpos
monoclonales conjugados con metales y permite analizar di-
ferentes muestras en un solo tubo, reduciendo asf la varia-
bilidad entre muestras. Ademas, posibilita un analisis de alta
dimensionalidad de las poblaciones celulares, permitiendo la
identificacion de poblaciones de muy baja frecuencia asocia-
das a la recaida de la enfermedad. Sin embargo, su uso, has-
ta ahora ha estado limitado a la investigacién (Good y cols.,
2018; Sefland y cols., 2024).

Analisis citogenético y molecular

Las anomalias genéticas se evaluan mediante técnicas como
los microarreglos de ADN, citogenetica molecular vy la hibri-
dacion in situ fluorescente (FISH, por sus siglas en inglés).
Las anomalias de LLA-B mas frecuentes incluyen reordena-
mientos ETV6:RUNXT, BCR:ABL y E2A:PBX1 y MLL::AF4, asf
como hiper- e hiperdiploidia (Malouf y Ottersbatch 2018). La
translocacion t(12;21)(p13;922)/ETV6::RUNX1T (TEL:AMLT)
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es el reordenamiento mas comun reportado en LLA con buen
prondstico, con cifras del 10.5% en México, las cuales se
consideran bajas en comparacion con poblacion caucasica
(Mata-Rocha vy cols., 2022). Por otro lado, la translocacion
t(9;22) (q34;9q11.2)/BCR::ABL1 ocurre con una frecuencia
muy baja en nifios (3-5%) confiriendo un mal prondstico (Ari-
c6 M et al. 2000; Malouf and Ottersbatch 2018). La fusion
BCR::ABL ha revelado su capacidad oncogénica para iniciar
leucemia, tiene diferentes puntos de ruptura: p190BCR/ABL
elaZ2/e3aZ2 y p210BCR/ABL b2a2/b3a2, donde las leucemias
infantiles exhiben p190 con mayor frecuencia (Heirsterkamp
et al 1990). En cuanto a la clasificacién pronostica basada
en citogenética para LLA-B se considera de buen prondstico
la alta hiperdiploidia, t(12;21)(p13;g22), de riesgo interme-
dio t(1;19)(g23;p13)/TCF3::PBX1, t(5;14)(g31,932)/IL3::1gH
y de mal pronéstico las hipodiploidias, t(9;22)(q34;q11),
iAMP21, t(17:19)(g22;p13)/TCF3:HLF, T(v;11923)/KMT2A
(Agarwal y cols., 2021). La genética de los mexicanos juega
un papel crucial en la biologfa y evolucion de la leucemia. Los
rearreglos de CRLFZ y iAMP21, que confieren un riesgo alto,
estan ampliamente representados en nuestras poblaciones
(Rivera-Lunay cols., 2022).

En los casos de LLA-T, se ha observado que las mutaciones en
NOTCH1 y FBXW?7 estan relacionadas con un prondstico favo-
rable, mientras que las mutaciones en NRAS, KRAS o PTEN se
asocian con un prondstico desfavorable (Bain, 2017a).

En Oaxaca, una de las regiones de la Nacion mas vulnera-
bles y con altos indices de morbilidad y mortalidad infantil
por leucemia, cerca del 50% de los pacientes con LLA-B pre-
sentan translocaciones de alto riesgo y mal pronostico. Las
translocaciones mas prevalentes son t(9;22) en 20.7% de
los casos, seguidas de t(4;11) en 17,2% y t(6;11) en 13.8%,
mientras que los pacientes con LMA presentan t(15;17) en
40.6% vy t(8;21) en 21.9%. Por el contrario, se registré una
expresion homogénea de t(3;21) y t(6;11) para los casos de
LLA-T y LAFM, respectivamente (Judrez-Avendano y cols,,
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2020). Un ntimero creciente de casos, denominados Ph-like,
con perfil transcriptémico similar a los que tienen Cromoso-
ma Filadelfia (Ph) positivo, pero carecen de la oncoproteina,
y muestran anomalias en IKZF1, TCF3, EBF1, PAX5 v VPREBT,
han sido también registrados (Den Boer y cols., 2009; Mulli-
ghan et al. 2009).

Las LA representan entidades altamente heterogéneas con
identidad uUnica. Los reordenamientos genéticas adquiridos se
detectan mediante métodos citogenéticos (Heim y Mitelman,
1992) o analisis moleculares, como la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) (Frayling 2002). Como ejemplo, en pa-
cientes con LMA, el 45% no presenta anormalidades citoge-
néticas, pero mas del 85% de estos pacientes tiene muta-
ciones detectables a pesar de presentar un cariotipo normal
(Faliniy cols., 2007; Marcucci y cols., 2005; Schnittger y cols.,
2005). La frecuencia de mutaciones en un cariotipo normal
de LMA son 45%-55% para NPML1, 35%-45% para FLT3-ITD,
5%-10% para MLL-PTD, cerca del 10% para CEBPA, del 5-10%
para NRAS vy 5%-8% para FLT3-TKD (Teitell y Pandolfi, 2009).
Ademas, la identificacion de LMA con anormalidades genéti-
cas definidas elimina la necesidad de cumplir con el requisito
del 20% de células leucémicas para el establecimiento del
diagnastico, con las excepciones de los casos de LMA con fu-
sién de BCR::ABL1 o LMA con mutacién en CEBPA. En el primer
caso, el porcentaje minimo de blastos es necesario para evi-
tar la superposicion con la leucemia mieloide crénica (LMC)
(Khoury vy cols., 2022). Por otro lado, la LLA puede presentar
alteraciones en los genes de regulacion transcripcional del
desarrollo linfoide (p. ej., PAXS, IKZF1, EBF1, ETV6, LM02), que
participan en la supresion tumoral y regulacion del ciclo celu-
lar (TP53, RB1, CDKN2A/CDKNZB), que participan en la sefali-
zacion del receptor de citocinas (CRLF2, EPOR, IL7R), quinasa
(ABL1, ABL2, CSF1R, JAK2, PDGFRB) y Ras (KRAS, NF1, NRAS,
PTPN11), o en la sefalizacién linfoide (BTLA, CD200) y mo-
dificacién epigenética (EZH2, CREBBP, SETD2, MLL2, NSD2)
(Mullighan y cols., 2007).
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) EL LABORATORIO DE CITOMICA DEL
CANCER INFANTIL AL SERVICIO DE LAS INFANCIAS
VULNERABLES DE MEXICO QUE PADECEN LEUCEMIA

Indicadores de vulnerabilidad tales como el indice de pobreza,
la carencia de acceso a los servicios de salud, el rezago edu-
cativo y la alimentacién insuficiente, destacan la influencia del
entorno socio-ambiental en la salud y en los resultados de las
intervenciones sanitarias, por lo que es crucial intensificar las
acciones para lograr equidad en la atencion integral. De las
poblaciones identificadas con mayor vulnerabilidad en nuestro
pals, destacan aquellas asentadas en los Estados de Chiapas,
Oaxaca, Guerrero, Michoacan, Puebla, Tlaxcala y Veracruz (CO-
NEVAL 2016-2022). Solo por mencionar algunas caracteristi-
cas altamente relevantes de estas regiones, de acuerdo con los
resultados del Pronaii de Epidemiologia, la region de la Mixte-
ca, predominantemente habitada por comunidades indigenas,
presenta una alta incidencia de leucemia infantil (Flores-Luja-
no 2024). Estos grupos étnicos se consideran particularmente
vulnerables en comparacion con la poblacién general, debido
a sus usos y costumbres, ademas de las limitaciones significa-
tivas en el acceso a servicios de salud y tratamientos médicas,
exacerbando su situacién de riesgo. El 73.2% de la poblacién
en la region de la Mixteca vive en condiciones de pobreza,
mientras que el 28.1% se encuentra en condicién de pobreza
extrema (Gobierno del Estado de Oaxaca 2022). Como el lec-
tor puede imaginar, la lejania de las comunidades, las barreras
de comunicacién derivadas del limitado dominio del espafiol
(9.9% de la poblacion en Puebla habla una lengua indigena,
2.2% en Tlaxcala y 31.2% en Oaxaca), y el limitado acceso a
servicios de salud puede prolongar sustantivamente el tiempo
entre los primeros sintomas y el inicio del tratamiento, lo que
inexorablemente afecta de manera adversa el éxito del trata-
miento y la supervivencia de los ninos que padecen leucemia
(Fig. 4.2A) (Dai et al 2022, Flores-Lujano 2024).

En general, la oportunidad de la atencion se ve afectada en tres
segmentos consecutivos: el retraso en el paciente o su familia,
la demora en el diagndstico, a nivel de consultorio o laboratario,
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y el retraso en la prescripcion y administracion de tratamiento.
En el primer segmento, la carencia de educacion basica relacio-
nada a los aspectos mas relevantes de la enfermedad, incluido
el cancer, asf como de informacién sobre los primeros y mas
comunes signos y sintomas de la leucemia infantil, repercute
desfavorablemente en el inicio del algoritmo de atencién y da
paso a que la actividad maligna progrese. Concientizar y crear
campanas sobre la deteccion a tiempo del cancer infantil dirigi-
das a las comunidades, a los padres de familia, cuidadores y pro-
fesionales de la salud en México es mas relevante que nunca. La
participacion de la sociedad salva vidas. Acerca de la demora en
el diagndstico, desafortunadamente, a la fecha no existen prue-
bas de tamizaje que permitan seleccionar poblaciones de poten-
cial riesgo de desarrollar leucemia. Sin embargo, el diagndstico
temprano es esencial para reducir la mortalidad (Gardie vy cols,,
2023) y representa uno de los desafios mas criticos en salud
publica, especialmente en paises en desarrollo, como México. Es
indispensable, ademas, implementar métodos estandarizados y
armonizados, que favorezcan los registros, el analisis de la carga
de enfermedad, y las intervenciones multicéntricas, accesiblesy
universales. Finalmente, referente al retraso en el tratamiento,
es claro que en sistemas de salud con recursos limitados, las
carencias de abasto se intensifican, reduciendo las tasas de su-
pervivencia. Por tanto, resulta crucial garantizar un suministro
constante de medicamentos, asi como una red de comunicacién
nacional o regional que permita la rapida movilizacion acorde a
las condiciones urgentes donde el tiempo es un factor determi-
nante para el desenlace.

En nuestro pais, aproximadamente el 99.3% de los pacientes
con leucemia infantil son atendidos en instituciones publi-
cas, cuyos hospitales carecen de servicios de inmunofeno-
tipificacion para diagnéstico, estratificacion y monitoreo de
tratamiento, por lo que a menudo se subrogan estudios a
laboratorios privados. La ausencia de un protocolo estan-
darizado de manejo de muestras y diagndstico retrasa sig-
nificativamente la identificacion precisa de la enfermedad
(NUnez-Enriquez 2024).
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Figura 4.2. Ruta de atencién del Pronaii de leucemia infantil y su impac-
to en la oportunidad diagnéstica y la reduccion del tiempo de inicio del
tratamiento. El retraso en la atencion (A) determina en gran medida, el
desenlace clinico del paciente y puede incluir retraso del paciente, que
es el tiempo transcurrido desde la aparicién de los primeros sintomas
hasta el primer contacto médico; demora en el diagnéstico, es el tiempo
desde el primer contacto médico hasta el diagnéstico, mientras que el
retraso en el tratamiento abarca desde el diagndstico final de LA hasta
el inicio del tratamiento. El retraso en el diagnéstico se refiere al tiempo
entre la aparicion de los primeros sintomas y la confirmacién diagnés-
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tica. Finalmente, el retraso total es el tiempo acumulado desde el inicio
de los sintomas hasta el comienzo del tratamiento quimioterapéutico.
Fuente: (Dai et al., 2022; Nufiez-Enriquez et al., 2024). Para resolver
dicha problematica e incidir en las tasas de supervivencia, la implementa-
cion de una ruta sistematica de atencion ha sido esencial para asegurar
el manejo de cada muestra, asi como para la concentracion, gestion y
andlisis de la informacion. Las siete etapas garantizan el seguimiento
adecuado de los pacientes, orientan las investigaciones y fundamentan
la toma de decisiones clinicas (B]. Imagen modificada de Nufez-Enriquez
et al., 2024, creada con BioRender®.
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Por ello, el Pronaii en leucemia infantil, como un nuevo sistema
de investigacion especializada exhaustiva y prospectiva, tuva un
pilotaje inicial en las poblaciones vulnerables de menores mexi-
canos que nacen o desarrollan leucemia en la region de Puebla,
Tlaxcala y Oaxaca. El Laboratorio de Citémica del Cancer Infantil,
insignia del proyecto en virtud de sus alcances en la accesibi-
lidad al diagnostico avanzado vy la revolucion en los abordajes
pronosticos para la estratificacion certera de los pacientes.

Ruta de atencién del Pronaii de leucemia infantil

A través de un algoritmo sistematizado desde la llegada del
paciente al hospital hasta la emision del reporte estandariza-
do al médico tratante, la ruta de atencién del Pronaii de Leu-
cemia Infantil ha mejorado significativamente la capacidad
y oportunidad diagnostica de la leucemia en menores de las
regiones vulnerables de Oaxaca, Puebla y Tlaxcala, brindando
a los pacientes una atencion integral, con los mayares estan-
dares de calidad y con cobertura total en la regién (Fig. 4.2).

Se ha fortalecido la colaboracion con la participacién de insti-
tuciones de salud, asf como, investigadores y alrededor de 100
profesionales del sector, que ha contribuido a reducir el impacto
de la enfermedad en la comunidad. El Laboratorio de Citomica
del Cancer Infantil ha logrado un gran paso en la armonizacion
del diagnostico y prondstico oportuno, uniformizando factores
clave entre las diferentes instituciones de salud beneficiadas.
Esto incluye asegurar la viabilidad de las muestras mediante un
transporte adecuado. Todas las muestras se someten a paneles
estandarizados para la inmunofenotipificacion extendida, acorde
al tipo de leucemia (linfoblastica o mieloide), utilizando 53 mar-
cadores celulares al debut de la enfermedad. Adicionalmente,
para evaluar la respuesta al tratamiento, se realizan pruebas de
EMR asegurando una alta sensibilidad en la deteccion de célu-
las residuales. Los informes emitidos permiten una visualizacion
precisa de la poblacion tumoral, siendo de gran utilidad para los
meédicos tratantes. Esta aproximacion promueve una asignacion
y seguimiento adecuados del tratamiento, reduciendo la toxici-
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dad de la quimioterapia y las recaidas, asi como el nimero de
muertes relacionadas con la enfermedad (Dalle et al 2020; Kim
2020; Othus vy cols., 2016).

Uno de los logros ha sido la generacién y entrega de informes
detallados a los médicos tratantes en 72 horas desde la recep-
cion de la muestra en el laboratorio. Esta rapidez en el diagnos-
tico y la comunicacion de resultados es crucial para decisiones
terapéuticas oportunas y personalizadas. Antes de la implemen-
tacion de esta ruta, el tiempo promedio para iniciar el tratamien-
to tras la llegada del paciente al hospital era de 12 dias, el cual
se ha reducido a solo seis dias en 2023 (NUnez-Enriquez 2024)
(Fig. 4.2). Este avance permite una clasificacion y un inicio del
tratamiento temprano en pacientes con leucemia fundamental
para mejorar el prondstico de los nifios afectados.

Acervo celular de leucemia infantil para beneficio de la
poblacién mexicana

La creacion de un acervo celular de leucemia infantil, Unico en
Mexico por su amplia gama de muestras de pacientes pedia-
tricos con diversos subtipos y etapas de leucemia, representa
una herramienta fundamental para revisar continuamente as-
pectos de patologia y biologia de alta relevancia para la predic-
cion/prevencién de riesgo o tratamiento e impulsar la Medicina
de precisién. Su disponibilidad y utilizacion adecuada permiten
avanzar en el conocimiento cientifico, mejorar el diagnéstico
y tratamiento de los pacientes y contribuir a la mejora de la
salud y calidad de vida de quienes padecen la enfermedad.

El acervo celular del Pronaii de Leucemia Infantil se compone
de los remanentes de muestras de aspirado de médula 6sea
(MQ) previamente utilizadas para el diagnéstico, sangre pe-
riférica (SP) y orina, de casos incluidos en los protocolos de
investigacion Pronaii, en estricto apego a las normas éticas
institucionales e internacionales. Las muestras se someten a
un procedimiento de procesamiento, etiquetado y almacena-
miento, y en el caso de células estromales mesenquimales
(CEM), a un riguroso sistema de diferenciacion y crecimiento.
Este acervo ha sido la semilla para estudios genéticos, mi-
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croambientales e inmunoldgicas, apuntalando el conocimien-
to en oncologia pediatrica.

La ruta de atencion integral ha resultado en la mejora, preci-
sion y uniformidad en el diagnostico y pronostico de las LA a
través del Pronaii. El Laboratorio de Citomica del Cancer In-
fantil se ha convertido en un laboratorio de referencia nacio-
nal del programa OncoCREAN (Centros de Referencia Estatal
para la atencion del Nifo y de la Nifa con Cancer) del Institu-
to Mexicano del Seguro Social (IMSS), incrementado la opor-
tunidad diagndstica a 26 Estados de la Republica Mexicana,
asegurando que todos los pacientes reciban un tratamiento
adecuado y oportuno.

Huellas inmunofenotipicas en busca de un atlas nacional

Como ha sido detallado previamente, la citometria de flujo es
una de las herramientas mas poderosas para descifrar la iden-
tidad de los subtipos de leucemias al debut y recaida. Con la
participacién de una red de hospitales publicos de la Secreta-
ria de Salud, del IMSS y del ISSSTE, el laboratorio de citémica
del cancer infantil ha tenido la oportunidad de diagnosticar
con los maximos estandares de calidad y la construccion de
paneles multiparameétricos estandarizados a los ninos, nifas
y adolescentes de la regién. A través de la investigacion de
53 marcadores celulares, la busqueda de huellas citémicas en
poblacién mexicana ha sembrado las primeras semillas de un
atlas nacional para leucemias linfoblasticas de By de Ty LMA
de prevalencia en poblacién vulnerable.

SISTEMAS PERSONALIZADOS PARA EL ESTUDIO
DEL CONTEXTO MICRO Y MACROAMBIENTAL:
CITOMETRIA DE MASAS
Y TECNOLOGIA DE ORGANOIDES
Las tecnologfas 6micas han transformado la perspectiva integral
de las enfermedades complejas, bajo un modelo en el que se
estudian personas, perfiles y comportamientos biolégicos, resul-
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tado del procesamiento de grandes cantidades de datos. La Cito-
mica, que combina la citometria de flujo y la espectrometria de
masas, es de indudable utilidad para la ponderacion de riesgo, asf
como para la prediccion de respuesta a tratamiento. Su impor-
tancia recae en la capacidad de analisis de alto rendimiento de
poblaciones heterogéneas de pacientes a nivel de células indivi-
duales y su asociacion con desenlaces clinicos en las diferentes
etapas de la enfermedad. Tomando en cuenta que las leucemias
agudas tienen consecuencias criticas para la produccién y fun-
ciones sanguineas, inmunolégicas y sistémicas de los pacientes,
los enfoques citémicos integrativos v la capacidad de medicién
de hasta 130 pardmetros simultdneamente (incluyendo la com-
posicion de la superficie celular, las vias de sefalizacion intrace-
lular activadas como resultado de sus propiedades intrinsecas y
las inducidas por el entorno ambiental, mutaciones, respuesta
a la inhibicién selectiva por farmacos, entre otros), persiguen
identificar las propiedades fenotipicas y funcionales del tumory
sus células iniciadoras (madre o troncales), comprender el mi-
croambiente patogénico y el contexto inmunolégico inductor,
y detectar de manera ultrasensible clonas residuales reemer-
gentes que determinen la recaida y muerte, para el diagndstico
oportuno, la rigurosa estratificacion de riesgo, el tratamiento
basado en evidencia y la evaluacion de la enfermedad medible
residual. Alertar sobre tumores que exhiben quimio resistencia
y facilitar la redireccién apropiada de terapias es uno de los ca-
minos esenciales hacia la supervivencia libre de enfermedad. En
el Laboratorio de Citdmica del Cancer Infantil se caracteriza de
forma integral y personalizada la identidad tumoral, el contexto
microambiental e inmunolédgico por citometria de masas, con
paneles consistentes de 43 marcadores celulares, que incluyen
antigenos de expresion membranal, intracitoplasmica, vias de
sefalizacion y moléculas de activacion e interaccion intercelular
(Figura 4), con énfasis en la intercomunicacién microambiental,
determinante en gran medida de la progresion leucémica.

Al conjunto de componentes celulares y factores solubles
que rodean al tumor se le denomina microambiente leuceé-
mico (Hernandez-Barrientos, Pelayo, Mayani, 2023; Morrison
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y Scadden, 2014; Purizaca, Meza y Pelayo, 2012;). Este,junto
con las células leucémicas intercambian sefales de forma bi-
direccional que pueden conducir a la evasion de la respuesta
inmune, proliferacion descontrolada de blastos malignos y
alteracion en la respuesta a la quimioterapia (Bakker y cols.,
2016). Ademads, las sefales provenientes de factores ambien-
tales externas, pueden madificar el microambiente tumoral y
los nichos hematopoyéticos normales (Jin y cols., 2016; Ne-
matollahi y cols., 2023). Entre los factores ambientales que
podrian resultar daninos destacan los metales pesados, pues
pueden unirse especificamente a macromoléculas esenciales,
incrementar la produccién de especies reactivas, promover
dafo genotoxico y sefalizacién proinflamatoria (Balali-Mood
y cols., 2021).

Puebla registra una de las tasas mas altas de leucemia infan-
til en México (RCNA, 2019), una situacion que coincide con
la presencia de areas con elevados niveles de contaminacion
ambiental. Entre estas areas se destaca la Cuenca del Alto
Atoyac que abarca municipios de Pueblay Tlaxcala (Perez-Cas-
tresana y cols., 2018). Diferentes compuestos quimicos de-
rivados de pesticidas (organofosforados y organoclorados),
asi como elementos traza (metales pesados y metaloides)
han sido hallados en aguas contaminadas del Rio Atoyac en
Puebla (Mora vy cols., 2021; Perez-Castresana y cols., 2019).
Ademas, el arsénico, plomo y cobre han sido detectados en
productos lacteos (Castro-Gonzalez y cols., 2017). Cerca del
41% de los casos de LA en menores de 19 anos residen en la
Cuenca del Alto Atoyac de los estados de Tlaxcala y Puebla, y
el 58% de estos casos son de alto riesgo. Ademas, la relacion
entre las tasas elevadas de mortalidad por leucemias agudas
en personas de 0 a 19 anos vy los niveles de contaminacion
mas altos por metales y arsénico detectados en el rio alcanza
niveles significativos en regiones de los estados de Puebla y
Tlaxcala (Conahcyt, 2023). Esta correlacion sugiere la posibi-
lidad de que los factores ambientales en esta regién puedan
estar influyendo en la incidencia de leucemia entre la pobla-
cion infantil.
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La inflamacion y el microambiente juegan un papel muy im-
portante en el desarrollo y mantenimiento de la leucemia, a
traves de sefales extrinsecas que pueden cooperar en la sefa-
lizacion y expansion de las células iniciadoras de la leucemia
promoviendo la enfermedad (Vilchis-Ordonez y cols., 2021).
Si bien la inflamacion tiene muchas funciones que benefician
la activacion del sistema inmune como defensa o reparacion,
también muestra efectos perjudiciales si se prolonga por mu-
cho tiempo, pues podria inducir dafio por falla medular o leu-
cemia (Burocziova y cols., 2023; Rodriguez y cols., 2021). La
inflamacién promovida por los metales pesados (Raniy cols.,
20714; Williams y cols., 2004) y otros mecanismos asociados
podrian funcionar como factores oncopromotores de la LA.
En este contexto, el Laboratorio de Citdmica del Cancer In-
fantil ha implementado una metodologia para profundizar en
el contexto microambiental y su interaccion con el macroam-
biente.

Los organoides leucémicos son una herramienta Util para estu-
diar tanto el contexto micro como el macroambiental de las LA.
Estos son modelos tridimensionales tipo avatar, que son perso-
nalizados, es decir, utilizan células propias del paciente y con-
tienen todo el contexto genético y tumoral, incluyendo los prin-
cipales componentes de la MO en la leucemia, el tumor en un
ambiente hipdxico (Balandrany cols., 2021; Isern y cols., 2013),
rodeado v fortalecido por las células estromales mesenquimales
(CEM) (Crippa y Bernardo, 2018). Los organoides tienen multi-
ples aplicaciones, como el analisis de respuesta a farmacos o
a agentes toxicos (Balandran vy cols., 2021; Yuan Li, Yu, 2023).
Ademas, a partir de este sistema, se proponen dos nichos leucé-
micos particulares, uno denominado nicho inflamatorio, el cual
fomenta la proliferacién de las células leucémicas y otro, de-
nominado nicho supresor, el cual se propone como el lugar en
el cual se alojan las células que dan origen a la leucemia y que
probablemente también estan involucradas en la recaida, pues
este nicho alojarfa células quimioresistentes y con menor tasa
de proliferacion, lo cual fomentaria la evasion y escape ante tra-
tamientos quimioterapéuticos (Balandrén y cols., 2021).
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Adicionalmente, es posible analizar el impacto ambiental ex-
terno en el nicho leucémico. La exposicion aguda a metales
pesados de prevalencia regional como el cadmio es suficiente
para inducir un incremento en la produccién de especies reac-
tivas de oxigeno (EROs) y ruptura del ADN en células leucémi-
cas (CD45+ CD19+), activando sefales proinflamatorias. Por
su parte, las CEM del nicho no leucémico parecen proteger
a las células hematopoyéticas del efecto toxico del cadmio.
Investigaciones recientes y en progreso sugieren modificacio-
nes en el microambiente leucémico ocasionadas por factores
ambientales presuntamente potenciadores de la leucemia
que favorecen la formacion de nichos inflamatorios y el des-
balance redox (Fig. 4.3).

De esta manera, los modelos personalizados se posicionan
como herramientas Utiles en la medicina de precision, pues
podrian predecir fenotipos de quimiorresistencia, evaluar el
potencial dafio ambiental, o inclusive probar nuevos blancos
terapéuticos.

NUEVOS ALGORITMOS DE SUB-ESTRATIFICACION
CENTRADOS EN EL PACIENTE,
SU COMUNIDAD Y SU ENTORNO

Considerando el acceso limitado a pruebas citogenéticas
y moleculares dentro de los sistemas de salud publica,
las cuales se utilizan para asignar los casos a grupos de
riesgo, en el Laboratorio de Citémica del Cancer Infan-
til se han logrado identificar perfiles inmunofenotipicos
pronosticos en la poblacién pediatrica mexicana, desta-
cando un perfil distintivo de LLA-B en ninos mayores de
10 anos. Este perfil estd asociado con un aumento de seis
veces en el riesgo de presentar EMR detectable. Esta es-
tratificacion de riesgo va mas alla del inmunofenotipo del
tumor, ya que considera el contexto inmunolégico y el mi-
croambiente. El perfil se caracteriza por células leucémi-
cas de linaje B (CD34+ CD19+) y una expresion aberrante
de marcadores mieloides (MPQO y CD33), las cuales crecen
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a expensas de la diferenciaciéon hematopoyética normal
en un contexto microambiental potencialmente supresor
(Romo-Rodriguez y cols., 2024).

El Laboratorio de Citdmica del Cancer Infantil cuenta con
el primer citometro de masas en México y América Latina,
esta tecnologia de alto rendimiento permite medir mas de
40 marcadores proteicos simultdaneamente, ofreciendo una
oportunidad Unica de examinar la heterogeneidad intratu-
moral y vincular el prondstico del paciente a poblaciones
celulares de muy baja frecuencia predictivas de recaida (Lo
y cols.,, 2023). Aunque en la LLA-B no se observa clara-
mente una jerarquia fenotipica de células troncales, se ha
reconocido que las células iniciadoras de leucemia (CILs)
son una subpoblacion rara con propiedades de célula tron-
cal, potencialmente responsables de la quimiorresistencia
y la recaida (Balandrdn vy cols., 2021). Dada la complejidad
y heterogeneidad biolégica de las LA, las estrategias de
deteccidén no solo deben ser lo suficientemente sensibles,
sino ademas contar con amplitud fenotipica para identificar
clonas reemergentes. Actualmente, se estad trabajando en
identificar una huella predictiva para la estratificacion del
riesgo de casos de leucemia infantil provenientes de zonas
vulnerables en nuestro pais.

La identificacion de casos de alto riesgo mediante estos nue-
vos algaritmos de sub-estratificacion permitira distinguir de
forma rutinaria y en etapas muy tempranas a aquellos pa-
cientes que requieran un trasplante de células troncales y
progenitoras hematopoyéticas . Ademas, el uso de organoi-
des derivados de pacientes facilita la evaluacion ex vivo de la
compatibilidad microambiental entre el receptor y el dona-
dor, indispensable para la capacidad de las CTPHs del donador
para la diferenciacion multilinaje en el microambiente tumo-
ral del paciente. Este sistema servird como una herramienta
de prediccion preclinica, capaz de predecir tanto el potencial
de reconstitucion hematopoyética normal como el riesgo de
reemergencia de células leucémicas que puedan restablecer
el tumor post trasplante.
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CONCLUSIONES

La precision diagndstica es crucial para la eleccién del trata-
miento adecuado de las leucemias infantiles, por lo que su
implementacion definira el cambio de rumbo de estas patolo-
gfas en las regiones de mayor vulnerabilidad.

El Laboratorio de Citémica del Cancer Infantil ha hecho un
avance sin precedente en los primeros pasos hacia la atencion
integral de los pacientes mexicanos, con un impacto maximo
en la oportunidad diagndstica (48-72 horas), el registro de
nuevos casos, identificacion de leucemias atipicas, la orien-
tacion para el manejo clinico, brindando diagndésticos y segui-
mientos precisos que benefician a la poblacién vulnerable y
han permitido la reduccién de la mortalidad temprana (Fig.
4.4). Es vital ampliar estas estrategias de atencién a otros
Estados de alta marginacion, como Chiapas, Tabasco, Veracruz
y Guerrero, asegurando que todos los nifos y adolescentes
reciban un diagndstico oportuno y en quienes se consagre el
derecho universal a los beneficios de la ciencia.
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INTRODUCCION

La leucemia es una de las formas mas frecuentes de cancer en
la infancia y la adolescencia, de hecho, representa el 29% de
todos los casos de cancer en menores de 20 anos. En México,
asi como en el resto del mundo, el subtipo de leucemia mas
frecuente es la leucemia linfoblastica aguda (LLA), seguida de
la leucemia mieloide aguda (LMA) (Moreira y cols., 2023). En
este tipo de leucemias, las células que se transforman (cé-
lulas leucémicas) son las células progenitoras hematopoyé-
ticas, que son las responsables de dar origen a los diferentes
linajes celulares que conforman el sistema hematopoyético.
De forma que, dependiendo del tipo de linaje celular al que
pertenezca la célula transformada (linaje linfoide o mieloide),
serd el subtipo de leucemia.

Estas poblaciones de células precursoras, conocidas como
blastos, normalmente so6lo se encuentran en la médula 6sea.
Dependiendo de su perfil fenotipico, como lo es la presencia
0 ausencia de determinadas proteinas, se puede determinar
si es un precursor temprano o tardio (estadio de diferencia-
cion), asi como al tipo de linaje celular al que pueden dife-
renciarse, pudiendo distinguir si son células que daran origen
a los eritrocitos, linfocitos, monocitos y granulocitos (Boris
y cols., 2024; Di Giuseppe G Wood, 2019; Weinberg vy cols.,
2023; Wood, 2022).

Si al evaluar una muestra de médula ¢sea de una persona
encontramos que los blastos representan mas del 20% de las
células observadas, que tienen caracteristicas morfolégicas
gue no corresponden a lo reportado como normal por la lite-
ratura o si estos se encuentran fuera de la médula 6sea, como
es en la sangre circulante, el sistema nervioso central o los
testiculos, se puede sospechar de una leucemia, por lo que
serd necesario profundizar el analisis de estas células a fin de
lograr un diagndstico diferencial (Li, 2022).

Una de las estrategias mas utilizadas consiste en analizar si
los blastos presentan o no ciertas proteinas, procedimiento
conocido como evaluacién del inmunofenotipo o inmunofe-
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notipificacion. Estas proteinas funcionan como marcadores o
etiquetas, que permiten al personal de laboratorio y medicos
identificar no solo el tipo de célula, sino también en qué etapa
de maduracion se encuentran los blastos. Es decir, la combi-
nacion de estos marcadores presentes o ausentes funciona
como una especie de credencial celular que le da una identi-
dad precisa a los blastos y que, al compararla con lo reporta-
do en la literatura, los especialistas pueden determinar si ese
blasto es sano o no (blasto leucémico), asi como si aun con
inmunofenotipo normal, el nimero de estos blastos es el que
debe de ser (Boris y cols., 2024; DiGiuseppe G Wood, 2019;
Weinberg y cols., 2023; Wood, 2022).

La informacién del inmunofenotipo, sumada con otras carac-
teristicas de los blastos(nimero y morfologia evaluada por
microscopio, por ejemplo), permite a los médicos estimar qué
tan agresiva sera la leucemia y asi clasificar a los pacientes en
grupos con diferente nivel de riesgo y prondstico inicial. Esta
clasificacion se ajusta con mayor precision durante el segui-
miento de la respuesta al tratamiento, que es donde se eva-
lUa si los blastos leucémicos son afectados o eliminados por
las intervenciones terapéuticas. Orientando asf las decisiones
médico-terapéuticas con el objetivo de alcanzar el mejor re-
sultado posible para la persona paciente (Li, 2022).

En la actualidad, si los pacientes son diagnosticados y trata-
dos de forma oportuna mediante una estrategia terapeutica
adecuada al tipo de leucemia, se puede lograr que el 90% de
las y los nifos sobrevivan a los 5 afos después del diagnosti-
co. Desafortunadamente, en México se han reportado tasas de
supervivencia generales (SG) a 5 afos del 67% para la LLA de
células B, del 549% para la LLA de células Ty con tasas incluso
mucho menores para la LMA (Moreira y cols., 2023).

Conocer el tipo y subtipo de leucemia es fundamental para
poder dar seguimiento a la respuesta del paciente al trata-
miento. Si bien el objetivo del tratamiento es acabar con los
blastos leucémicos afectando lo menos posible a los norma-
les, esto es a veces complicado, pues los farmacos emplea-
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dos son desafortunadamente muy téxicos. Por lo tanto, el
mayor desafio al tratar a las leucemias y lograr altas tasas de
sobrevida, es lograr el equilibrio entre administrar la terapia
mas adecuada en tipo, cantidad y tiempo para eliminar por
completo a los blastos leucémicos sin darles oportunidad de
sobrevivir, pero sin afectar en demasia a los blastos sanos del
paciente. Actualmente, la deteccion y cuantificacion de los
blastos leucémicos que sobreviven en la médula 6sea durante
y después del tratamiento (conocida como Enfermedad Me-
dible Residual, EMR), es una estrategia que ha permitido a los
médicos conacer si el tratamiento esta funcionando pero so-
bre todo les permite calcular la probabilidad de que los blas-
tos leucémicos puedan volver a ser la poblacion dominante
en la médula 6sea, es decir la probabilidad de que el paciente
presente una recafda (Szczepanski y cols., 2001).

En la actualidad, conocer el inmunofenotipo de las células
leucémicas es importante para poder implementar nuevos
abordajes terapéuticos, como son las inmunoterapias que in-
cluyen a las llamadas células CAR-T (del inglés Chimeric An-
tigen Receptor T-Cell) y que son terapias muy alentadoras,
sobre todo para pacientes que, tras recibir los tratamientos
habituales como la quimioterapia, siguen presentando células
leucémicas y que se consideraban casos perdidos (Pui, 2020).

De forma tal que, en las leucemias, hacer un diagnostico de
precision es muy importante para implementar el tratamiento
y con ello poder mejorar las posibilidades de supervivencia
de los pacientes. Siendo esto uUltimo uno de los retos mas
importantes para pafses en desarrollo como México, dadas las
disparidades que tenemos de acceso a la atencién en salud
(Hunger G Mullighan, 2015) y que resaltan la necesidad de
estrategias colaborativas (multi, inter y/o transdisciplinarias)
que aborden estas inequidades (Haileamlak, 2016).

¢QUE ES EL INMUNOFENOTIPQ?

Es el nombre acuhado a la técnica o metodologia que se utiliza
para poder buscar en las células, de forma individual, la presencia
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0 ausencia de los marcadores que nos permiten identificarlas y
clasificarlas como normales o anormales. Inmunofenatipo es una
palabra compuesta que se refiere a una reaccioén inmunologica,
donde las células son expuestas a anticuerpos, los cuales reco-
nocen a los marcadores especificos o determinantes antigénicos.
Los anticuerpos son moléculas que producen las células del sis-
tema inmunoldgico para poder defendernos, por ejemplo, cuando
nos infectamas con algin microorganismo. Pero también el siste-
ma de defensa puede generar estos anticuerpos contra cualquier
molécula que le resulte extrana. Ademas de que tienen la par-
ticularidad de ser especificos, caracteristica que es aprovechada
en investigacion para montar sistemas de ensayo en los que se
puedan reconocer a las moléculas que usamos como marcadores
celulares. A la expresion de marcadores celulares o proteinas anti-
genicas en conjunto, las cuales son el resultado de la transcripcion
del genotipo, se le denomina fenotipo, de manera que al utilizar
la reaccion inmunologica de antigeno-anticuerpo para establecer
el fenotipo de las células se le llama inmunofenctipo o tipifica-
cion inmunoldgica. El andlisis del inmunofenotipo se puede hacer
por microscopia mediante inmunohistoquimica, sin embargo, el
analisis a través de citometria de flujo es mas sensible, debido a
que permite analizar multiples marcadores en miles a millones de
células en unos cuantos segundos, todas interrogadas de forma
individual (Viall, 2020). Asi, mediante la inmunofenotipificacién
por citometria podemos realizar un andlisis celular multiparamé-
trico de forma rapida, sensible y especifica, como se ejemplifica
en la figura 5.1.

CD45*NCD3*CD4*

—/

Leucocito
Linfocito T Cooperador

Figura 5.1. Ejemplo del reporte de inmunofenotipo con tres marcadores
para un subtipo de leucocitos. (Elaboracién de las autoras].



ATENDER Y ENTENDER LA LEUCEMIA INFANTIL: armonizacidn, innovacién e integracién

ASPECTOS GENERALES DE LA CITOMETRIA

La citometria es una herramienta esencial en el ambito de
la biomedicina que nos permite evaluar, rapidamente y de
manera objetiva, multiples caracteristicas de particulas indi-
viduales, como pueden ser las células en suspension. Una de
sus ventajas mas importantes, es que con esta técnica pode-
mos realizar el andlisis de un gran numero de células en muy
poco tiempo, llegando a obtener facilmente la informacion de
hasta 10,000 células por segundo, es por ello que podemos
llegar a visualizar la informacién de multiples células en muy
poco tiempo.

El principio en el que se basa la citometria es analizar la in-
teraccion de las particulas en suspensién con fuentes de luz,
al hacerlas pasar alineadas y de una en una por delante de
esta fuente luminosa. Los detectores capturan las sefales lu-
minosas correspondientes a diferentes caracteristicas celula-
res, como tamano, complejidad de las células o particulas y la
presencia de marcadores especificos, que identificamos me-
diante fluorescencias. Los datos obtenidos se procesan para
generar histogramas y graficos de dispersion de puntos que
permiten identificar, caracterizar y cuantificar subpoblaciones
celulares (Adany cols., 2017). Esto en conjunto se puede lo-
grar gracias a los tres diferentes subsistemas que componen
a todos los citémetros de flujo; sistema de fluidos, optico y
electranico.

El sistema de fluidos; que permite el transporte de las cé-
lulas o particulas, las cuales viajan alineadas una a una vy sin
tocarse, lo cual se genera mediante un flujo laminar o bien
a traves de alineacion por ondas acUsticas, de manera que
estas puedan ser interrogadas de forma individual, como si
fuera una encuesta. Asi, cuando llegan al punto donde seran
“encuestadas”, que se conoce como punto de interrogacion,
podran interactuar con una o varias fuentes de luz que nos
permitiran saber mas sobre ellas. El punto de interrogacion
es donde el sistema de direccionamiento se encuentra con el
siguiente subsistema: el sistema optico (Adany cols., 2017).
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El sistema optico se compone de las fuentes luminosas, que
generalmente saon 3seres de diferentes longitudes de onda,
asi como los lentes y filtros épticos que reflejan v filtran los
fotones de luz dispersados en la celda o punto de interro-
gacion, dependiendo de su numero de longitud de onda, a
este sistema de fuente de luz, filtros y espejos en conjunto,
se le conoce coma configuracion dptica del sistema o mesa
Optica. La mesa optica es la que determina las longitudes
de onda que podemos analizar en ese citometro dado. Ac-
tualmente, existen dos tipos principales de disefios de mesa
Optica en citometria; el mas comdnmente usado se cono-
ce como convencional, en el que se filtran sélo los puntos
maximos de emision de las fluorescencias a analizar. Por otro
lado, contamos también con la citometria espectral, en la
cual se captura la fluorescencia en todo el espectro de luz
del fluorocromo, lo que permite utilizar al mismo tiempo
fluorocromos que por citometria convencional no seriamos
capaces de diferenciar, aumentando de esta manera el nu-
mero de pardmetros que podemos analizar a la vez (Nolan &
Condello, 2013).

Finalmente, el sistema electronico se encarga de captar, am-
plificar y convertir los fotones, provenientes de las sefales
luminosas, en senales electrénicas equivalentes, es decir, en
datos numéricos. Se guarda al menos un nimero por cada de-
tector para cada célula analizada, lo que se almacena en una
base de datos en un formato conocido como Listmode data
(LMD) en el orden en el que se fueron generando, por evento
y por detector (Leary, 2001). Esta base de datos, junto con
mas informacién sobre nuestras muestras y el citémetro en el
que trabajamos, se integra en un archivo conocido comao “fcs”,
por sus siglas en inglés Flow Cytometry Standard (Seamer,
2001). Los eventos capturados en este archivo con la exten-
sion fcs se pueden desplegar en distintos tipos de graficos,
como histogramas, graficas de puntos o graficas de reduccion
de dimensionalidad, donde se podra visualizar la informacion
agrupada de acuerdo con su similitud en cuanto a los patro-
nes de expresion de sus marcadores.
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Cada célula que pasa por el laser se analiza en términos de
la luz que desvia al ser incidida por el rayo laser y la fluo-
rescencia gue emite. La desviacion de la luz sucede cuando
la célula o particula interrumpe el paso del laser que la va a
interrogar; la luz desviada puede ser captada por dos detec-
tores dedicados para ello: el detector de dispersion frontal
(FSC, por sus siglas en inglés “forward scatter”) y el detec-
tor de dispersion lateral (SSC, por sus siglas en inglés “side
scatter”), como se muestra en la figura 5.2. El tamafio de
las células es proporcional a la desviacion que ocasionan
al pasar frente al ldser, lo que se identifica en el detector
FSC, por lo que esta sefal es la que asociamos al tamafo
relativo de la célula. Por otro lado, todos los componentes
internos de la célula, asi como su irregularidad, hacen que
la luz se desvie o disperse en multiples direcciones. De for-
ma tal, que la luz colectada en un angulo de 90° respecto al
haz laser (también conocida como dispersion de luz lateral)
es proporcional a la complejidad o granularidad de la célula
y se mide en el detector de SSC. Como ya mencionamos,
estas no son medidas cuantitativas, ya que no podemos sa-
ber directamente con las determinaciones de desviacion de
la luz cuantos micrémetros exactamente mide una célula,
pero si podemos saber relativamente cuando una célula es
mas grande 0 pequena que otra o mas o menos compleja
que otra (Adany cols., 2017).

Ademas de determinar el tamano y la complejidad relativas
de las células, por citometria de flujo podemos determinar su
fluorescencia natural o afadida en el laboratorio. Para esto,
nos valemos del uso de fluorocromos, gue son moléculas que
pueden encontrarse en la naturaleza, como en microorganis-
mos, algas, plantas y animales, o que se pueden generar de
forma sintética en un laboratorio. Lo que hace particulares a
estas moléculas es que tienen la capacidad de absorber ener-
gfa, en forma de luz, a una longitud de onda especifica; casi
inmediatamente la liberan, a una longitud de onda mayor v,
por lo tanto, de menor energia, momento en el que emiten la
luz fluorescente.
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Figura 5.2. Evaluacion de células mediante citometria convencional (Ela-
boracién de las autoras).

Los fluorocromos pueden encontrarse de forma natural en las
células que estemos analizando, pero también se pueden unir
quimicamente a proteinas o anticuerpos manoclonales, que
identifican especificamente a moléculas en nuestras células
(Holmes y cols., 2001). Cuando las células marcadas o "tefi-
das” con estos anticuerpos fluorocromados pasan por los [3-
seres en el citometro, los fluorocromos se excitan absorbien-
do la energia proveniente del laser y emiten luz fluorescente.
Como se muestra en la Figura 2, la configuracion de la mesa
Optica nos permite medir varios parametros o sefales antige-
nicas a la vez, lo que, en la practica quiere decir, medicién de
varias fluorescencias en forma simultanea. Si asignamos una
fluorescencia por anticuerpo, en un citémetro con capacidad
para detectar ocho fluorescencias, podremos rastrear hasta
ocho marcadores diferentes ya que acoplamos una fluores-
cencia para cada anticuerpo.

MARCADQORES
Y PANELES EN EL DIAGNOSTICO DE LEUCEMIA

Para poder identificar diferentes subtipos celulares, en fun-
cién de la expresion de moléculas de superficie o intracelu-
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lares, se emplean anticuerpos monoclonales que las pueden
recanocer de forma inequivoca. Sin embargo, dado que hay
muchas moléculas que reconocer, también hay una cantidad
muy variada de anticuerpos. Para evitar confusiones y poder-
les dar un seguimiento mas certero, en 1984 se desarrolld
un protocolo en el llamado Taller sobre antigenos de diferen-
ciacion de leucocitos humanos (Human Leukocyte Differen-
tiation Antigens, [HDLA] Workshop, por sus siglas en inglés),
que establecié una nomenclatura para cada uno de los anti-
genos que son reconocidos especificamente por diferentes
anticuerpos monoclonales (Bernard G Boumsell, 1984). Estos
antigenos se denominan clUsteres de diferenciacion, también
conocidos como marcadores CD. Esta estrategia de recono-
cimiento leucocitario se amplié a varios tipos celulares, de
manera gue actualmente se han reconocido cerca de 400 CD
en células humanas (Engely cols., 2015).

Hoy en dia podemas identificar y caracterizar a las diferentes
células gracias a la expresion de estos CD, y sus inmunofeno-
tipos nos permiten tener informacién respecto a qué tipo de
células son, en qué estado de maduracion estan, en qué con-
diciones de activacion se encuentran y si estan funcionando
correctamente, o si presentan algun patron de expresion ati-
pico del tipo celular que pueda sugerir la presencia de alguna
patologia.

En citometria utilizamos anticuerpos fluorocromados para
identificar a los CD en los distintos espacios celulares. En el
ambito clinico, estos anticuerpos monoclonales fluorocroma-
dos deben de cumplir ciertas funciones, por ejemplo: permitir
la identificacion de diferentes linajes celulares, que nos ayu-
den a distinguir entre linfocitos y células mieloides; identificar
si las células son maduras o no, lo cual es crucial para deter-
minar el estadio de diferenciacion en el que se encuentran las
células sanguineas; detectar si las células son normales o no,
de forma que permita diferenciar entre células sanasy células
leucémicas; asi como guiar y monitorear el tratamiento de la
leucemia (Davis y cols., 2007).
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La forma y numero en que agrupamos los anticuerpos fluoro-
cromados para que estos nos permitan identificar y caracte-
rizar los distintos linajes celulares, se denomina “paneles” de
anticuerpos, que van a variar en el nimero y tipo de CD que
pueden detectar y, por lo tanto, en nimero de conjugados
anticuerpo-fluorocromo. En el caso de los paneles para inmu-
nofenotipo de leucemia, comparten ciertas CD

que permiten distinguir el grado de inmadurez de las células,
empleando; CD34, CD38 y CD45; o bien diferenciar el tipo de li-
naje celular, por ejemplo, marcadores como CD19, CD20, CD22,
CD79a, clgM, TdT, CD10 para el caso de las células B; CD2, CD3,
CD4, CD5, CD7, CD8, para el caso de las células T; CD13, CD14,
cMPO para las células mieloides, 0 mas precisos como CD235a
para los eritrocitos (Wangeny cols., 2014) 0 CD61, CD41,y CD2
para los megacarioblastos (Craig G Foon, 2008).

Actualmente la mayoria de los paneles incluyen CD nombra-
dos como marcadores de fenotipo asociado a leucemia (LAP,
del inglés leukemia-associated phenotype). Por ejemplo, para
el caso de las LLA de linaje B, el subtipo de leucemia mas
frecuente en ninos, estos LAP incluyen los marcadores CD9,
CD21, CD66c, CD58, CD81, CD123, CD304, NGZ entre otros
factores gque suelen evaluarse para la monitorizaciéon de la
leucemia durante el tratamiento. El seguimiento de este in-
munofenotipo permite la deteccién de células leucémicas
después de iniciado y concluido el tratamiento, siendo muy
Utiles para la deteccién temprana de la recaida, lo que se co-
noce como enfermedad medible residual (EMR) (Della Starza
y cols., 20189; Koh y cols., 2010; Kruse y cols., 2020).

Algunos LAP, asi como otros CD se asocian con mutaciones
genéticas especificas (Hrusak G Porwit-MacDonald, 2002).
Por ejemplo, la baja expresion de CD9 y CD81 en células con
translocacién t(9;22) y contrasta con su mayor expresion en
células con translocacion t(1;19). La hiperdiploidia se rela-
ciona con la expresion de CD123 y CD66c, mientras que la
expresion de NG2 se asocia con rearreglos en el gen KMTZA
(Boris y cols., 2024; Emerenciano vy cols., 2011; Lopez-Millan
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y cols., 2019), lo que a su vez se ha relacionado con la falta
de expresién del antigeno TdT (Klairmont y cols., 2021), que,
si bien no forma parte de los LAP, si es un CD muy empleado
en los paneles de inmunofenotipificacién de leucemias pues
permite distinguir entre leucemias y linfomas.

Como podemos ver, los avances en la identificacion de mar-
cadores mediante paneles analizados por citometria de flujo
han transformado el diagnéstico de la leucemia. La continua
investigacion y desarrollo en este campo promete seguir
aportando mejoras significativas en el manejo y seguimiento
de estas enfermedades.

IMPORTANCIA DEL CONTROL DE CALIDAD
Y CONSENSOS

La incorporacién del inmunofenotipo por citometria de flujo
como herramienta clinica para el diagnéstico diferencial de
patologias hematologicas requirio de un enfoque riguroso
para garantizar la precision y confiabilidad de los resultados.

Al inicio del uso de la citometria se aplicaron los criterios del
control de calidad empleados en el laboratorio clinico general,
para el analisis de las moléculas o antigenos en suspension,
sin embargo, al ser técnicas con principios muy diferentes,
fue menester reconsiderar dichos criterios de evaluacion.

De modo que, en primer lugar, empleando las buenas prac-
ticas de laboratorio, se establecieron recomendaciones para
la toma, transporte y procesamiento de las muestras a fin de
asegurar su integridad y calidad para su posterior analisis (fase
preanalitica). De forma simultanea, se dio paso a la seleccién
de los CD que conforman un panel para la inmunofenotipifi-
cacion de leucemias, inicialmente de acuerdo con el conaci-
miento y criterio de cada investigador, quienes publicaban sus
hallazgos y posteriormente surgieron laboratorios enfocados
en el disefio de paneles estandarizados vy validados, a fin de
lograr una mayor precision, reproducibilidad y comparabilidad
de los resultados obtenidos por los diferentes laboratorios
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clinicos. Adicionalmente, ante la gran variedad de citometros
en el mercado fue necesario establecer, lineamientos para la
preparacion del citometro de flujo, la adquisicion de las mues-
tras (fase analitica) y el andlisis de datos incluyendo guias o
recomendaciones para el analisis de datos obtenidos vy la for-
ma de reporte de los resultados obtenidos (fase posanalitica),
(Shapiro y cols., 1983), como se describe en la figura 5.3.

Asi pues, el instituto de estandares para el laboratorio clinico
(CLSI) ha emitido gufas como la H43-A2, para la realizacion
del analisis clinico en células neoplasicas, mediante citome-
tria de flujo, y la gufa H62 para la validacion de los ensayos
realizados mediante citometria de flujo (Clinical G Laboratory
Standards Institute: CLSI Guidelines., s.f.); seguir estas guias
técnicas nos permite obtener resultados confiables, que brin-
dan informacion comparable, que utilizan la nomenclatura
correcta y por lo tanto daran informacién veraz y oportuna al
meédico tratante de pacientes con leucemia.

Técnicamente y dependiendo el pafs que se trate, existen sis-
temas de certificacion y acreditacion de los labaoratorios y los
métodos empleados, respectivamente, para alcanzar dichas
distinciones se debe cumplir con la implementacién de siste-
mas de evaluacion externa de la calidad. Debido a que dichas
evaluaciones son costosas y escasas, se puede iniciar con la
realizacion de evaluacion interlaboratario.

Las pautas a seguir en el laboratorio de citometria para el diag-
nostico clinico suelen ser discutidas por grupos profesionales in-
teresados en el tema, como sociedades de citometristas y diver-
sas organizaciones nacionales y extranjeras relacionadas con el
diagnastico de las leucemias asi como tambien la presentacion
y discusion en diversos foros y encuentros periddicos, lo que han
permitido la actualizacion de estas recomendaciones y alcanzar
consensos, todo ello ante la necesidad constante de actualiza-
ciones, producto del incremento de las capacidades de los cito-
metros para analizar cada vez mas fluorescencias y por tanto el
crecimiento de los paneles, asi como por la creacion y disponibi-
lidad de nuevos programas y estrategias para el analisis.
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Entre los consensos que son referentes en la actualizacion
de estas recomendaciones se encuentran los realizados en
BETHESDA (Stetler-Stevenson y cols., 2007), los de la Orga-
nizacion Mundial de la Salud (Swerdlow SH, 2017), el Euro-
pean LeukemiaNet (Bene y cols., 2011), el grupo AIEOP-BFM
(Dworzak y cols., 2018), el consorcio Euroflow. (van Dongen 'y
cols., 2012), entre otros.

En México se han realizado varios esfuerzos entre los gru-
pos que realizan inmunofenotipo por citometria para la tipi-
ficacion de leucemia, algunos en coordinacion con los gru-
pos especializados, como la Asociacion Mexicana del Estudio
de la Hematologfa (AMEH), Academia Nacional de Medicina
(ANM), Asociacion Mexicana de Hemato-Oncologia Pediatri-
ca (AMHQOP), la Sociedad Mexicana de Inmunologia (SMI). En
cuanto a consensos a nivel latinoamericanos y/o nacional se
han realizado tres reuniones y publicado sus reportes, ha-
biendo ocurrido el m{as reciente en 2019 (Arriaga-Pizano y
cols., 2019). Diferentes grupos y proyectos han continuado
trabajando con la revision sistematica de diferentes aspectos,
primordialmente de la fase pre analitica y postanalitica. En-
tre estos grupos de analisis y discusién para la mejora se en-
cuentra la comunidad de ASI leucemia Infantil, que se deriva
del Pronaii (Programa Nacional de Investigacion e Incidencia)
300364 financiado por el CONAHCYT (hoy SECIHTI) de México.

ARMONIZACION DEL REPORTE
DE INMUNOFENOTIPO: ASI LEUCEMIA INFANTIL

El Proyecto Nacional de Investigacion e Incidencia de armo-
nizacion nacional de sistemas de registro y diagndstico por
citometria de flujo para la leucemia infantil, nimero (Pronaii
303064), se centra en la armonizacion de los sistemas de
registro y diagnostico para la leucemia infantil mediante el
uso de la citometria de flujo. Siendo nuestro principal obje-
tivo obtener un reporte armonizado del inmunofenotipo, de
tal suerte que podamos asegurar que cualquier paciente con
leucemia infantil en México tenga acceso a resultados de in-
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munofenotipo que sean confiables y Utiles para la toma de
decisiones en clinica.

La armonizacion del reporte del inmunofenotipo tiene el po-
tencial de mejorar significativamente la asertividad y rapidez
del diagndstico de la leucemia infantil en México. Al controlar
de forma sistematica los protocolos y procedimientos, se pue-
de reducir la variabilidad en los resultados de los laboratorios,
lo cual permitird asegurar que todos los pacientes reciban un
diagnadstico preciso y oportuno sin importar su ubicacion. Esto
es crucial para iniciar el tratamiento lo antes posible y mejorar
la sobrevida de los pacientes (Borowitz y cols., 2008).

Este tipo de esfuerzos se podrian lograr mediante estrategias
impositivas o incluyentes, teniendo esta Ultima la ventaja de
asegurar la adopcién del modelo y mayor colaboracion. Como se
muestra en la figura 5.4, en este proyecto hemos optado por
esta segunda opcion; una estrategia incluyente y colaborativa.

La creacion de una comunidad facilita el intercambio de co-
nocimientos y experiencias entre profesionales de la salud es-
pecialistas en distintas dreas. Esta comunidad sirve como una
plataforma para la colaboracion, el apoyo mutuo y la mejora
continua. A través de faros de discusion, grupos de trabajo y
eventos de colaboracion, los participantes pueden compartir
mejores practicas, resolver problemas comunes y avanzar en
el abjetivo colectivo de mejorar el diagnéstico y tratamiento
de la leucemia infantil en México (Tolotti y cols., 2022; Zwaan
y cols., 2015). Por todo ello, en este Pronaii 303064 decidi-
mos generar una comunidad colaborativa que denominamos
ASI leucemia Infantil; "ASI" es el acrénimo de Armonizacién de
Sistemas de Inmunofenotipificacién.

Con la colaboracion entre citometristas, especialistas en la
clinica y especialistas que se enfocan en la investigacion
biomeédica, para sugerir la implementacion de estandares y
protocolos uniformes en todo el pals, se pretende generar
un cambio significativo al mejorar la precision y rapidez del
diagnostico, estandarizar los procesos de laboratorio y, sobre
todo, garantizar la calidad de los reportes de inmunofenotipo.
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Estrategias para adoptar el concepto de
reportes armonizados
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Figura 5.4. Tipos de estrategias de armonizacion. (Elaboracién de las
autoras).

La colabaracién en la armonizacion es indispensable para en-
frentar los desafios en la adopcion de nuevas directivas en
sistemas de salud, los cuales son complicados por factores
culturales, organizacionales y economicos. Estos acuerdos,
similares a las politicas publicas, dependen del interés e in-
cidencia de los actores involucrados, y su éxito estd determi-
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nado por el nivel de participacion de estos. Para fortalecer la
participacion, es crucial identificar y caracterizar a los actores
mediante estrategias como el mapeo de actores, que permite
evaluar sus intereses, capacidades e incentivos, influyendo asi
en la toma de decisiones y la implementacion efectiva de ac-
ciones (Huddy JRy cols., 2021, Voinov A, Bousquet F. 2010).

Aunado a lo anterior existe una gran diversidad de condiciones
de trabajo en los diferentes grupos que realizan inmunofenoti-
pos, asi como en las multiples plataformas que existen dispo-
nibles en el pals, por lo que se realizaron entrevistas a actores
clave que permitieron hacer un mapeo de actores al identificar
el nivel de interés e incidencia de especialistas médicos y de
laboratorio, personas en administracién de laboratorios, hospita-
les u organizaciones no gubernamentales, para posteriormente
clasificarles en cuatro grupos que facilitaron la creacion de una
estrategia que simplifica la obtencién de informacion sobre el
estado de la citometria en México, las barreras existentes y co-
adyuva a la armonizacion a través de 5 lineas de accion:

1. Formacidn de mesas de trabajo especificas: equipos
dedicados a abordar diferentes aspectos del proyecto,
divididas en dos grandes rubros: de armonizacion y por
otro lado de diseminacion del conocimiento.

2. Creacion de un panel de expertos: grupo de expertos
en hematologfa, oncologfa pediatrica y citometria de flu-
jo que guian y evaluan el progreso del proyecto.

3. Estrategia de comunicacién efectiva: utilizacién de
seminarios web, clinicas de citometria y plataformas de
informacién para mantener a todos los actores informa-
dos y comprometidos.

4. ldentificaciéon de nuevos actores: involucrar a una
gama diversa de partes interesadas, incluyendo organi-
zaciones filantropicas y grupos de defensa.

5. Fortalecimiento de la comunidad: fomentar la colabo-
racion y el intercambio de conocimientos entre profesio-
nales de la salud y organizaciones relacionadas (Boaz vy
cols., 2018; O>Haire y cols., 2011).
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La discusion sobre los temas necesarios para acordar los pun-
tos del reporte armonizado se ha llevado a cabo en las mesas
de trabajo antes mencionadas que incluyen, para el rubro de
armonizacién: mesas de preanaliticos, analiticos, post-analiti-
cos y diseno de paneles; y para el rubro de diseminacion del
conocimiento mesas de perfiles, autoevaluacién, formacion,
alianzas y divulgacion.

Mantener informados y comprometidos a todos los acto-
res involucrados, es clave para el avance del proyecto por
lo que se ha desarrollado una estrategia de comunicacion
integral. Esta estrategia incluye seminarios web regula-
res, clinicas de citometria donde los profesionales pueden
compartir experiencias y resolver dudas, y plataformas de
informacion especializadas que proporcionan acceso a pro-
tocolos y datos actualizados. También se ha desarrollado
una plataforma de autoevaluacion (App ASI) para que los
laboratorios puedan medir su progreso y calidad de manera
continua.

La identificacion de nuevos actores es esencial para el éxito
de proyectos como ASI (Lloyd-Williams vy cols., 2020; O>Haire
y cols,, 2011), esta se ha realizado a través de estudios de
mercado, entrevistas, recomendaciones, plataformas de re-
des sociales y colaboraciones con entidades como la Acade-
mia Nacional de Medicina de México (Academia Nacional de
Medicina de México, 2023). Hemos involucrado a una gama
diversa de partes interesadas, incluyendo organizaciones fi-
lantropicas, grupos de defensa y otros actares relevantes,
pues la diversidad de perspectivas y experiencias es funda-
mental para enriquecer el proyecto y asegurar que se aborden
todas las necesidades y desafios (Danger y cols., 1986; Zapa-
ta-Tarresy cols., 2021).

La formacién continua es un componente critico para el éxito
del proyecto. A través de programas de capacitacion especia-
lizados, se busca fortalecer las habilidades y conocimientos
de los profesionales de la salud en el uso de la citometria
de flujo y la interpretacién de inmunofenotipos. Esto inclu-
yve la realizacién de talleres, cursos en linea y programas de
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certificacion que aseguren que todos los participantes estén
adecuadamente preparados para implementar y mantener
los estandares de armonizacion (Zerén-Gutiérrez, 2017).

Un beneficio clave de la armonizacién es el aumento de la
equidad en el acceso a tratamientos avanzados. Al propor-
cionar un reporte uniforme y de alta calidad en todo el pafs,
se asegura que todas las infancias con leucemia tengan
acceso a las mismas oportunidades de tratamiento, inde-
pendientemente de su ubicacién geografica. Atender a las
diferentes fases de trabajo, requeridas para un inmunofe-
notipo util y eficiente, exige esfuerzos transdisciplinarios
e incide en diferentes grupos involucrados de una u otra
manera en la atencion de infancias con leucemia (Fig. 5.5),
quienes seran las principales beneficiadas por el reporte
armonizado.

CONCLUSION

La armonizacion del reporte del inmunofenotipo es una es-
trategia colaborativa esencial para mejorar el diagnostico y
tratamiento de la leucemia infantil en México. A través de un
modelo mixto de investigacion, que incluye ciencia colaborati-
va acompanada de la capacitacion continua y la aplicacién del
reporte armonizado, se puede asegurar un acceso equitativo a
diagnosticos precisos y tratamientos avanzados para todas las
infancias con leucemia en el pafs. Este esfuerzo tiene como
objetivo incidir en aumentar las tasas de supervivencia y la
calidad de vida de las y los pacientes, asi como fortalecer el
sistema de salud en su conjunto, creando un modelo que po-
dria ser replicado en otros paises con desafios similares y/o
en otras tecnologias que acompanan el manejo de enferme-
dades complejas.

Si te interesa y/o estds involucrada en cualquiera de las
fases del inmunofenotipo por citometria de flujo, apro-
vecha nuestra plataforma de autoevaluacidn:
https://autoevaluaciones.asileucemiainfantil.org/
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INTRODUCCION

La leucemia linfoblastica aguda de tipo B (LLA-B) es el céncer
mas comun en la infancia, constituye al menos el 25% del
diagnostico anual de cancer en ninos menores de 15 anos. Las
tasas de curacion y de supervivencia a 5 ahos se han incre-
mentado en los Ultimos 50 anos. Hoy, en paises desarrollados,
la tasa de curacién se estima en 80%, mientras que la tasa de
supervivencia a 5 afos es del 90% en menores de 15 afos y
del 75% en el grupo de 15 a 19 anos (Malard G Mohty, 2020).

Esta mejora en las tasas de curacion y supervivencia ha sido
el resultado de diversos factores como son: la realizacion de
ensayos clinicos aleatorizados y multicéntricos, cuidadosa-
mente disefados, que han permitido la optimizacion de los
regimenes de quimioterapia; la utilizacién de medidas de so-
porte encaminadas a disminuir la morbi-mortalidad asociada
al tratamiento; la generacion de conocimiento cientifico que
ha permitido una mejor comprensién de la biologia del pade-
cimiento; y una mejoria en la estratificacion del riesgo, que
permite agrupar a los pacientes de acuerdo a la presencia de
ciertos biomarcadores adquiridos por la célula leucémica; asi
como la evaluacion temprana de la respuesta al tratamiento
medida a través de la determinacién de la enfermedad resi-
dual medible (Duffield y cols., 2023; Malard G Mohty, 2020).

Avances tecnolégicos en el drea de la gendmica, como la
secuenciacion masiva en paralelo, conocida como NGS (por
sus siglas en inglés Next Generation Sequencing) han sido
de particular importancia para la expansion del conocimiento
cientifico. Esta tecnologfa permite evaluar multiples regiones
genéticas simultaneamente, generando una gran cantidad de
informacién a un costo relativamente bajo si se considera el
volumen de informacion generada en cada experimento (Br-
ady vy cols., 2022; Malard & Mohty, 2020).

La aplicacion de la secuenciacion masiva en el area médica ha
revolucionado la forma de hacer investigacion y diagnostico en
diversos campos como son la oncologia, el diagndstico de en-
fermedades de base genética, la medicina forense, el estudio
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de las enfermedades infecciosas, asi como la evaluacion del
impacto de la variabilidad genética en el metabolismo de los
farmacos y en el desarrollo de reacciones adversas entre otros.
En particular para LLA-B, la secuenciacion masiva ha sido em-
pleada para la evaluacion y caracterizacion de las alteraciones
genéticas y del perfil de expresion de genes en grandes series
de pacientes pediatricas, en su mayoria provenientes de po-
blaciones de origen europeo o asiatico. Estos estudios han per-
mitido descubrir nuevas alteraciones genéticas adquiridas por
la célula leucémica, asi como identificar aquellas que ocurren
recurrentemente evaluando su impacto clinico (Mandelker y
cols., 2017; Mullighan y cols., 2007; Tran y cols., 2022).

Las alteraciones genéticas recurrentes en LLA-B son muy va-
riadas. Una alteracién muy comun son las aneuploidias (hiper-
diploidias o hipodiploidias), que son alteraciones en el nimero
de cromosomas presentes en la célula leucémica. También,
ocurren rearreglos cromosomicos que son generalmente el re-
sultado de una translocacion entre dos cromosomas. Algunos
rearreglos resultan en la expresion de una protefna quimerica,
llamada también “proteina de fusién” y que es el resultado de
la expresion de dos genes en un so6lo producto proteico. Adi-
cionalmente, ocurren pérdidas (deleciones) o ganancias (am-
plificaciones) de material genético en ciertos genes, eventos
que colectivamente se denominan “alteraciones del nimero
de copias”. Por otro lado, las alteraciones geneticas relacio-
nadas a la LLA-B también pueden ser cambios de una o mas
bases en la secuencia del ADN que repercuten de diversas for-
mas sobre la proteina codificada por el gen, como por ejemplo
ocasionando una pérdida o ganancia de funcién o alteraciones
del procesamiento del ARN. Finalmente, todas las alteraciones
pueden dar como resultado cambios en los perfiles de expre-
sion de distintos genes (Brady vy cols., 2022; Gu y cols., 2019;
Mullighan y cols., 2007). Contar con tecnologia que permite
identificar estas alteraciones nos permite evaluar cual es su
impacto en la evolucién de los pacientes. Principalmente es-
tudiamos el efecto de cada una de estas alteraciones genéti-
cas sobre diversas variables clinicas como son la ocurrencia de
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recaida, la presencia de enfermedad residual medible al tér-
mino de la induccion, asi como la evaluacion de la respuesta
a ciertos esquemas de tratamiento, y el impacto en supervi-
vencia global. Gracias a estos estudios se ha podido establecer
que algunas de estas alteraciones pueden ser utilizadas como
biomarcadores de utilidad clinica para refinar el diagnastico,
la clasificacion del riesgo o coma predictores de la respuesta
al tratamiento con ciertas moléculas que van dirigidas a alte-
raciones especificas (llamadas cominmente "terapia blanco”)
(Brady y cols., 2022; Roberts y cols., 2014). Este conocimiento
molecular ha sido incorporado en la practica clinica para la cla-
sificacion de los pacientes con LLA-B. En este sentido la cla-
sificacion de la Organizacion Mundial de Salud para las leuce-
mias agudas (Cuadro 6.1) incluyd la presencia de alteraciones
genéticas que permiten asignar a los pacientes en grupos que
se benefician de un manejo clinico diferenciado de acuerdo al
riesgo conferido por la alteracion en conjunto con otras varia-
bles clinicas. Es por ello de vital importancia contar con herra-
mientas diagnosticas, como son el analisis transcriptémico y
gendmico basado en NGS, que nos permitan identificar estas
alteraciones de forma rdpida y eficiente en los pacientes con
LLA-B, a fin de proporcionar al médico tratante la informacion
necesaria para una toma de decisiones terapéuticas mucho
mas precisa (Alaggio y cols., 2022).

UTILIDAD DEL ANALISIS TRANSCRIPTOMICO EN
EL ABORDAJE DIAGNOSTICO DE LA LLA-B

La secuenciacion masiva puede ser empleada para analizar el
ARN, a este tipo de secuenciacién se conoce como RNA-seq,
ya que se utiliza el ARN como el material bioldgico de partida.
ELARN se obtiene de las células y se convierte a cADN para ser
secuenciado. El andlisis de RNA-seq mas detallado, consiste
en analizar el transcriptoma completo, lo que significa cuanti-
ficar el nivel de expresion de todos los genes en la muestra de
estudio, asi como inspeccionar las secuencias de estos genes
para identificar cambios en la mismas (Hong y cols., 2020) .
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Cuadro 6.1. Clasificacion de las Leucemias/linfomas linfoblasticos de

tipo B

Leucemias/Linfomas Linfoblasticos tipo B

Leucemia/linfoma linfoblastico tipo B, sin especificacion

Leucemia/linfoma linfoblastico tipo B con alta hiperdiploidia

Leucemia/linfoma linfoblastico tipo B con hipodiploidia

Leucemia/linfoma linfoblastico tipo B con iAMP21

Leucemia/linfoma linfoblastico tipo B con la fusién BCR::ABL1

Leucemia/linfoma linfobldstico tipo B con rasgos BCR::ABL1-like (Ph-like)

Leucemia/linfoma linfobldstico tipo B con rearreglos de KMT2A

Leucemia/linfoma linfoblastico tipo B con la fusién ETV6::RUNX1

Leucemia/linfoma linfoblastico tipo B con rasgos ETV6::RUNX1-like

Leucemia/linfoma linfoblastico tipo B con la fusién TCF3::PBX1

Leucemia/linfoma linfobldstico tipo B con la fusién IGH::IL3

Leucemia/linfoma linfoblastico tipo B con la fusion TCF3:HLF

Leucemia/linfoma linfobléstico tipo B con otras alteraciones genéticas definidas

LLA-B con otras alteraciones genéticas:

DUX4 , MEF2D, ZNF384 o NUTM1 reordenados, fusién 1G::MYC, PAX5 alterado o
PAX5 p.(Pro80Arg)

Adaptado de: The 5th edition of the World Health Organization Classification of Haematolymphoid
Tumours: Lymphoid Neoplasms (Alaggio y cols., 2022).

Por ejemplo, en el caso de LLA-B, se analiza el transcriptoma a
partir del ARN purificado de la muestra de médula dsea obte-
nida durante el abordaje diagnostico y antes de la iniciacion del
tratamiento. Esta metodologfa permite, en un ensayo Unico, la
identificacion simultanea y con alta sensibilidad de rearreglos
cromosémicos expresados, mutaciones en la secuencia del ADN,
siempre y cuando estas se encuentren expresadas, asi como de-
terminacion de perfiles de expresion caracteristicos de cada uno
de los subgrupos de pacientes como por ejemplo los Ph-like o los
del grupo PAX5-alterado. Adicionalmente es posible cuantificar la
expresion individual de genes de interés, haciendo de esta plata-
forma una de las mas eficientes y clinicamente relevantes en el
ambito del diagndstico (Gu'y cols., 2019; Robertsy cols., 2014).
137



ATENDER Y ENTENDER LA LEUCEMIA INFANTIL: armonizacidn, innovacién e integracién

En nuestro pais, la seleccién del tratamiento y la estratifica-
cién de riesgo se basan, fundamentalmente, en los factores
clinicos y el inmunofenotipo, lo que indudablemente contri-
buye a los resultados desfavorables en cuanto a curacion y
mortalidad, la busqueda extensa de alteraciones genéticas
no es una practica de rutina en las instituciones de salud
encargadas del tratamiento de la LLA. Algunos estudios rea-
lizados en pacientes pediatricos mexicanos han explorado la
frecuencia de ciertos reordenamientos empleando metodo-
logia de sondas Tagman o hibridacion in situ con sondas FISH
(Pérez-Vera y cols., 2008) y en algunos casos NGS. Los re-
sultados han demaostraron una frecuencia alta de rearreglos
de mal pronostico y una baja frecuencia de los de buen pro-
nostico, como ETV6::RUNXT, lo que ha sugerido que la LLA-B
en nuestra poblacion pudiera tener componentes genéticos
especificos que contribuyen a la mayor incidencia y mor-
bi-mortalidad (Bekker-Méndez y cols., 2014; Daniel-Cravioto
y cols., 2009).

La incorporacion de plataformas diagnosticas basadas en
secuenciacion masiva en el abordaje de los pacientes con
LLA-B permite identificar rapida y eficientemente biomarca-
dores de valar prondstico como los genes de fusion y predic-
tivos de la respuesta al tratamiento permitiendo una mejor
clasificacién de la enfermedad es por ello que como parte de
nuestro trabajo en el Pronaii: “abordaje gendmico integral de
la leucemia linfobldstica aguda (LLA-B) en pacientes pedia-
tricos”, nos propusimos desarrollar y establecer una platafor-
ma de diagnostico gendmico, basada en la utilizacion de se-
cuenciacion masiva en paralelo para el analisis del ARN y del
ADN obtenidos de una muestra de médula 6sea de pacientes
pediatricos con LLA-B.

Esta plataforma fue implementada exitosamente y nos ha
permitido caracterizar molecularmente las alteraciones mas
frecuentes que se encuentran en nuestro pacientes pediatri-
cos con LLA-B asf como establecer la correlacion entre estas
alteraciones y ciertas variables clinicas.
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A lo largo de este capitulo compartiremos algunos de los re-
sultados mas relevantes obtenidos como resultado del anali-
sis gendmico y transcriptomico realizado en pacientes pedia-
tricos mexicanos con LLA-B.

Identificacion de fusiones en
pacientes pediatricos mexicanos con LLA-B

Realizamos el analisis transcriptémico de 254 pacientes con
LLA-B provenientes de 17 centros de atencion. Se logro identifi-
car un gen de fusion en el 49.6% de los casos, proporcion mucho
mayor que la identificada en otros estudios realizados en pobla-
cion pediatrica mexicana que utilizaron metodologfas como el
PCR en tiempo real o FISH. Estas metodologfas, exploran un nu-
mero limitado de genes de fusion predeterminados por el disefo
del ensayo. Estos resultados demuestran que la secuenciacion
masiva produce la mayor eficiencia diagnostica para la identifi-
cacion de fusiones de relevancia clinica. La distribucién por tipo
de fusién en nuestros pacientes se muestra en la figura 6.1.

En nuestra pablacién de pacientes el subtipo Ph-like asociado a
mal pronodstico fue el mas frecuente (24%). Este resultado con-
trasta con lo reportado en pacientes de origen europeo, donde la
alteracién mas frecuente es la fusion ETV6::RUNX1 considerada de
buen prondstico. En nuestra serie esta alteracion es la segunda
mas frecuente representando sélo 17% de los casos positivos.

En poblacion de origen hispanico, se ha reportado una fre-
cuencia alta del subtipo Ph-like. Este subtipo fue identifica-
do en 2009 por dos grupos de investigacion independientes,
analizando perfiles de expresién génica. Los pacientes dentro
de este subgrupo tienen riesgo alto y pobre supervivencia y
muestran un patron de expresion de genes similar a la de los
pacientes con la fusion BCR::ABLT, pero sin presentar esta fu-
sién (de alli el nombre Ph-like). Posteriormente se identifico
que presentan rearreglos genéticos o mutaciones puntuales
que desregulan genes que codifican tirosinas cinasas o ge-
nes que codifican receptores de citocinas, entre ellos CRLFZ,
JAKZ, EPOR, ABL1, ABL2, PDGFRB.
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La supervivencia global (SG) a 5 afios se encuentra disminui-
da en nuestros pacientes Ph-like y esta disminucion se ob-
serva, aun cuando el paciente fue clasificado como de riesgo
alto por el médico tratante debido a la presencia de otros fac-
tores clinicos. Estos resultados concuerdan con lo reportado
internacionalmente donde los pacientes con Ph-like presen-
tan caracteristicas clinicas adversas como hiperleucocitosis al
diagnastico, enfermedad residual medible positiva al final de
la induccion e incremento del riesgo de falla al tratamiento y
recaida y una evolucién clinica que empeora con la edad. Se
ha sugerido que para mejorar la sobrevida en este subgrupo
de pacientes se requiere la incorporacion de terapia blanco a
los esquemas convencionales de quimioterapia.

Actualmente existen protocolos internacionales en desarro-
llo, que emplean dasatinib (inhibidor de ABL1/2) v ruxolitinib
(inhibidor para CRLF2/JAK2) como terapia blanco, combina-
dos con la quimioterapia estandar para pacientes con Ph-like
que tienen fusiones que involucran a los genes ABL1/ABL2 y
CRLF2/JAK2 respectivamente, el impacto en la supervivencia
de la adicion de terapia blanco se vera en un futuro proxi-
mo. Con el objetivo de conocer la proporcion de nuestros
pacientes Ph-like que pudieran beneficiarse de uno u otro
tratamiento analizamos la distribucion de fusiones dentro
del grupo Ph-like en funcién de la terapia blanco asociada.
La mayor proporcion de los pacientes requiere tratamiento
con ruxolitinib (inhibidor para CRLF2/JAK2). Estos resultados
ayudan a la planeacion de la adquisicion de estas moléculas
dentro del sistema de salud una vez que esté aprobado su
uso en rutina. Cabe mencionar que estos medicamentos ya
se encuentran dentro del catalogos de medicamentos onco-
logicos del sector salud ya que su uso esta indicado en otros
padecimientos oncohematolégicos, sin embargo, la indicacion
terapéutica, no comprende aun a los pacientes pediatricos
pediatricos con Ph-like (Roberts y cols., 2014). La realizacion
de ensayos clinicos prospectivos multicéntricos en pacientes
pediatricas seran de gran utilidad para evaluar el beneficio de
estos medicamentos en nuestra pablacion.
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Hoy en dia la identificacion del subtipo Ph-Like esta considerada
en clasificacion de la OMS (Alaggio vy cols., 2022) para la LLA
y comprende la evaluacién de mas de 30 fusiones ademas de
la identificacion de mutaciones puntuales en ciertos genes (Ej.
JARKT, JAK2 etc.). Estas fusiones y mutaciones pueden ser iden-
tificadas mediante secuenciacion masiva de forma mas rapida y
eficiente que con otras metodologias que evaluan alteraciones
individuales, de allf la importancia de la plataforma de diagnosti-
co implementada como resultado del trabajo del Pronaii.

Niveles de expresion del gen CRLF2

La sobreexpresion del gen CRLFZ ha sido asociado a mal pro-
nostico en pacientes con LLA-B. Normalmente este biomar-
cador se identifica mediante citometria de flujo, sin embargo,
también es posible cuantificar los niveles de expresion de
CRLFZ2 a partir de los datos del analisis transcriptémico utiliza-
do para la identificacién de fusiones (Schméh vy cols., 2017).

Es por ello que implementamas un algoritmo de clasificacion
que permite agrupar a los pacientes conforme a su nivel de ex-
presion de CRLF2 en tres niveles: bajo, medio y alto. El 12.5%
de los pacientes analizados presentaron un nivel alto de expre-
sion de CRLFZ, mientras que el 43.5% tuvieron una expresion
media y el 44% expresion baja. Dentro del grupo de mayor ex-
presion de CRLFZ2, identificamos al menos una de las siguien-
tes alteraciones que explica el nivel de expresion alto: 1) las
fusiones CRLF2::P2RY8, CRLF2::IGH o USP9X::DDX3X, 2) dupli-
caciones internas en el gen CRLF2 o un aumento en su numero
de copias, y 3) una mutacién que produce en un cambio de fe-
nilalanina por cistefna en el aminoacido 232 p.(Phe232Cys) de
CRLFZ2. En el grupo de expresion media dos pacientes presen-
taron la fusion CRLF2::P2RY8. Se ha descrito que esta fusion
puede elevar la expresién de CRLFZ, pero no a un nivel tan alto
como lo hace la fusion CRLF2:IGH. En el grupo de expresion
baja no se detectaron eventos como fusiones, mutaciones o
duplicaciones internas que causen sobreexpresion de CRLF2
lo cual concuerda con el bajo nivel de expresion identificado.
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ANALISIS GENOMICO
EN EL ESTUDIO DE LA LLA-B

La secuenciacién masiva aplicada al anélisis del ADN (analisis
gendmico) obtenido de la muestra de médula 6sea de pacien-
tes con LLA-B ha permitido identificar mutaciones somaticas
de relevancia clinica que impactan la supervivencia global, la
presencia de enfermedad residual medible o la respuesta al
tratamiento con terapia blanco entre otras variables. También
ha permitido identificar variantes germinales (aquellas here-
dadas de los padres) que impactan el riesgo de desarrollar
leucemia, una segunda neoplasia 0 que influyen en la res-
puesta al tratamiento y en el riesgo de desarrollar toxicidad
con el uso de ciertos medicamentos. A continuacion explica-
mos algunos de los hallazgos obtenidos durante el analisis
gendmico realizado en nuestro Pronaii.

Identificacidon de variantes somaticas y evaluacion
de su impacto clinico en supervivencia global
de pacientes pediatricos mexicanos con LLA-B

El marcador IKZF1plus es un biomarcador complejo aso-
ciado a mal prondstico en la literatura internacional. Este
perfil se define por la presencia de una delecién en el gen
IKZF1, acompanada por delecién en uno o mas de los si-
guientes genes PAXS, CDKN2A, CDKNZ2B (sélo deleciones
homacigdticas) o en la regién PART. Utilizando los datos
generados a partir de la secuenciacion masiva realizada en
206 pacientes donde se evaluaron las alteraciones en 112
genes entre los que se encuentran los mencionados ante-
riormente determinamos la frecuencia e impacto sobre la
supervivencia global del perfil IKZF1plus en nuestros pa-
cientes (Stanulla y cols., 2018).

La frecuencia del biomarcador IKZF1plus en nuestro grupo
de pacientes fue de 21.8%, cifra considerablemente mayor
a lo reportado internacionalmente que oscila entre 2% vy
13% en diferentes estudios. Identificamaos seis combina-
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ciones de genes alterados dentro del subgrupo IKZF1plus,
siendo las dos mas frecuentes, la delecion de IKZF1 acom-
panada de la delecion de CDKNZ2A/2B vy la delecién de
IKZF1, acompanada de la delecién de CDKN2A/2B y PAXS,
estas dos combinaciones estan presentes en mas del 60%
de los pacientes que tuvieron el biomarcador IKZF1plus
(Garcia-Solorio y cols., 2024).

Los pacientes IKZF1plus positivos tuvieron una edad signifi-
cativamente mayor al diagnostico que los IKZF1plus negati-
vos y fueron clasificados generalmente como de riesgo alto.
Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en
la distribucién por sexo, el porcentaje de blastos en la médula
6sea o el recuento de leucocitos al momento del diagnostico
entre los pacientes con el perfil IKZF1plus y aguellos que no
lo presentaban(Garcia-Solorio y cols., 2024).

También evaluamos el impacto de la presencia del biomarca-
dor IKZF1plus en la supervivencia global (SG) a cinco afos.
El grupo IKZF1plus mostré una SG significativamente me-
nor a los 5 afos, en comparacion con el grupo NO-IKZF1plus
(p=0.009). La SG también fue significativamente menor aun
menor cuando el paciente con IKZF1plus fue clasificado como
de riesgo alto por el médico tratante al momento del diagnds-
tico, debido a la presencia de otras variables clinicas asocia-
das a mal prondstico(Garcia-Solorio y cols., 2024).

El analisis multivariado de regresion de Cox tuvo en cuenta
ademas de la presencia del perfil IKZF1plus, otros facto-
res clinicos adicionales, como la edad del paciente, el sexo,
el recuento de globulos blancos, el porcentaje de células
blasticas y la clasificacion de riesgo en el momento del
diagndstico. EL analisis reveld que tener el perfil IKZF1plus
aumenta significativamente el riesgo de muerte en 3.7 ve-
ces (HR = 3.7227, p = 0.02), destacando su papel como
factor independiente de prediccion de mal pronéstico. Las
otras variables incluidas en el modelo no demostraron un
efecto estadisticamente significativo sobre el resultado(-
Garcia-Solorio y cols., 2024).
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Adicionalmente evaluamos la frecuencia y el tipo de mu-
taciones presentes en los genes IKZF1, PAXS, CDKNZA vy
CDKNZB que componen el perfil IKZF1plus y que se han
reportado frecuentemente alterados en otras series de pa-
cientes con LLA-B. El 35.9% de los pacientes estudiados
tuvieron mutaciones en IKZF1 siendo las deleciones las al-
teraciones mas frecuentes, presentes en el 86.5% de los
casos positivos. La mas comun afecta a los exones 4 a 7 de
IKZF1 (isoforma IK6) (39%), seguida por la delecion com-
pleta del gen (31.2%). Mientras que la delecién de los exo-
nes 1 a 8 se identifico solo en el 7.9% de los casos. También
se detectaron variantes estructurales concomitantes con
las deleciones en el 54.7% de los pacientes con deleciones.
En siete individuos solo se identifico la variante estructural,
en seis de ellos, la fraccion alélica de la variante fue me-
nor a 10% sugiriendo la presencia de dicha alteracion sélo
en una subclona y no en la clona leucémica principal. Se
identificaron también algunos pacientes con mas de una
alteracién como mutaciones de secuencia acompafnadas en
algunos casos de una delecion o una variante estructural.
La mayoria de estas mutaciones estaban ubicadas en la re-
gidén que codifica el dominio de unién al ADN de la proteina
codificada por IKZF1. La mutacién puntual p.(Asn159Tyr),
propuesta como un posible subgrupo nuevo de la LLA sélo
fue identificada en dos casos, sugiriendo una baja frecuen-
cia en nuestra poblacién(Garcia-Solorio y cols., 2024).

El 26.6% de los pacientes presentaron al menos una alte-
racién de PAX5 (PAX5MUT). Estas alteraciones comprenden
variaciones en el numero de copias causadas por delecio-
nes o ganancias de material genético parciales o totales y
mutaciones de secuencias. Las deleciones fueron el tipo de
alteracion mas frecuentemente identificado en PAX5 (75%
de los casos con PAX5MUT). En el 63.4% de los casos, la
delecion afectd a varios exones del gen, mads comiUnmente
del exén 2 al 5 o del ex6n 2 al 6 (14% de cada uno). En el
36.6% la delecion afectd al gen completo (exones 1-10). En
cuatro pacientes se identificd una amplificacién intracromo-
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somica parcial del gen PAX5. Se identificaron un total de 17
mutaciones en la secuencia en PAX5 en 15 pacientes: cuatro
mutaciones sin sentido, cinco mutaciones de cambio de sen-
tido, una de ellas corresponde a p.(Pro80Arg), que se consi-
dera caracteristica de un subgrupo particular de pacientes,
siete mutaciones que originan cambios del marco de lectura
del gen y una variante intrénica." En ocho de ellos también
estuvo presente una segunda alteracion en PAX5: cuatro de-
leciones, dos mutaciones de secuencia y dos ganancias de
material(Garcia-Solorio y cols., 2024).

En un paciente se identifico una variante de PAX5 con sospe-
cha de ser de origen germinal heredada. Este caso se analizd
por separado y se explica mas adelante en este texto, ya que
efectivamente la variante resulté heredada de la madre quien
también padecié leucemia en la infancia y es el primer caso
reportado en México de leucemia hereditaria.

En el 35.9% de los casos se identificd una delecion que afecta
simultaneamente a los genes COKNZ2A y COKNZB, los cuales
se encuentran contiguos en el cromosoma, en la mayoria de
los casos CDKNZB se elimind total o parcialmente. La delecion
mas frecuente en COKNZA comprende de los exones 1 al 3y
se identifico en el 85.1% de los pacientes. En segundo lugar,
estuvo la delecion del exén 1, que se identificd en el 14.9% de
los pacientes con delecion en COKNZA. Para CDKNZB, se iden-
tificaron deleciones de los exanes 1y 2 en el 87.7%, seguidas
de la delecion solo del exdn 2 en el 12.3% de los casos(Gar-
cia-Solorio y cols., 2024).

Una vez identificadas las mutaciones en cada uno de los
genes se comparo la distribucion por sexo, la edad y el re-

1. Nota al pie de pagina: las mutaciones sin sentido ocurren cuando el cambio de base genera la
creacién de un codén de paro prematuro en esa posicién lo que acorta la proteina y probable-
mente la vuelva no funcional. La mutacidn con cambio de sentido son los cambios de bases que
resultan en que se codifique un aminodcido distinto en esa posicidn. Los cambios de marco de
lectura se dan cuando ocurre una delecién o insercién de una o més bases, de cualquier longitud
siempre que no sea en multiplos de 3, que cambian la codificacién de todos los aminoacidos a
partir de ese punto.
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cuento de leucocitos en el momento del diagndstico, el
porcentaje de blastos y la asignacidn de riesgo entre pa-
cientes positivas y negativos para mutaciones IKZF1, PAX5,
CDKNZ2A/2B. La frecuencia de pacientes de alto riesgo y de
mayores de 10 afos al diagnostico fue significativamente
mayor en el grupo IKZF1 mutado. Mientras que los pacien-
tes con CDKN2A/2B mutado tuvieron un recuento mayor de
leucocitos al diagnéstico que los pacientes negativos para
esta alteracion (p = 0.01). Ademds, una proporcion signifi-
cativamente mayor de pacientes tenfa mas de 50% de blas-
tos en el momento del diagnostico en el grupo COKN2A/2B
mutado (98.6%) que en el grupo COKN2A/2B negativo
(89.7%) (p = 0.05). La presencia de mutaciones en PAX5
se asocio con una clasificacion de alto riesgo al diagnoésti-
co, pero la diferencia no fue estadisticamente significativa
(Garcia-Solorio y cols., 2024).

Solo los grupos con IKZF1 (p=0.02) yoCBKN2A/2B (p=0.006)
mutados mostraron una disminucion significativa de la SG
a 5 anos. Para determinar si el impacto negativo en la SG
era conferido por la presencia de pacientes positivos para
IKZF1plus en ambos grupos, excluimos a los pacientes con
IKZF1plus del analisis de SG. Después de eliminar a estos
pacientes, no se observaron diferencias significativas en la
SG entre los grupos COKN2A/2B o IKZF1 mutados y aquellos
sin mutaciones en estos genes demostrando que la presen-
cia del perfil IKZF1plus es el mayor contribuyente a la pobre
SG(Garcia-Solorio y cols., 2024).

Identificacion de la primera familia mexicana con
una forma familiar de LLA-B

Aungue la mayoria de los casos de LLA son esporadicos,
se han descrito formas familiares, heredadas como rasgos
autosémicos dominantes, con penetrancia incompleta. El
aumento del uso de metodologias de secuenciacion gend-
mica en el estudio de casos de LLA-B familiares y espora-
dicos ha llevado a la identificacion de nuevos sindromes de
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predisposicion genética, asociados con un alto riesgo de
desarrollar la enfermedad. Variantes patogénicas germina-
les en genes como PAXS, IKZF1 y ETV6 que se trasmiten de
padres a hijos, aumentan el riesgo de desarrollar LLA-B, a
veces acompanado de sintomas crénicos como trombocito-
penia, como en el caso de las enfermedades relacionadas
con ETV6 (Gu y cols.,, 2019; Hyde G Liu, 2013; Noetzli y
cols., 2015).

Adicionalmente, sindromes que incrementan el riesgo de
desarrollar cancer hereditario, como el Sindrome de Li-Frau-
meni, y algunas condiciones genéticas aumentan el riesgo
de malignidades hematoldgicas en ninos. Los pacientes con
predisposicion hereditaria han sido considerados en la clasi-
ficacién de la OMS como “leucemias agudas que ocurren en
el contexto de un sindrome de predisposicion hereditaria a
cancer”y deben ser identificados durante el proceso de abor-
daje diagndstico inicial. Familiares del paciente, portadores de
la variante, se encuentran también en riesgo de desarrollar
cancer y deben recibir asesoramiento genético para estable-
cer medidas de vigilancia encaminadas a la deteccion precoz
y a la reduccién de exposiciones ambientales gue aumentan
el riesgo de desarrollar la enfermedad (Momota y cols., 2010;
West y cols., 2014; Zhang y cols., 2015).

Durante la secuenciacion de ADN para la identificacion de
mutaciones somaticas, realizada en nuestro trabajo, identifi-
camos una paciente con una LLA-B de alto riesgo y una muta-
cién en PAX5, cuya frecuencia alélica sugeria que pudiera ser
de origen germinal(Garcia-Solorio y cols., 2024).

La historia familiar mostré que la madre de la paciente tuvo
LLA-B de alto riesgo a los 16 meses de edad. Recibio quimio-
terapia y fue dada de alta a la edad de nueve afos sin eviden-
cia de recurrencia desde entonces. La presencia de leucemia
en la paciente y su madre sugerfa una transmision germinal
de la enfermedad. Para confirmarlo realizamos secuencia-
cion de exoma completo a partir del ADN obtenido de am-
bos individuos. Se identifico la variante heterocigota de PAXS
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NM_016734.3:c.963del; p.(Ala322LeufsTer11) en el paciente
y en su madre. No se identificaron otras variantes patogéni-
cas en genes relacionados con sindromes de predisposicion a
cancer, ni en otros genes que confieran riesgo para neoplasias
hematoldgicas(Garcia-Solorio y cols., 2024).

La variante p.(Ala322LeufsTer11) estd clasificada como pro-
bablemente patogénica segun los criterios del Colegio Ame-
ricano de Genética Médica y Genomica. La delecion de una
base resulta en un cambio de marco de lectura del gen vy
en un codoén de paro prematuro que provoca la pérdida del
15% de la secuencia (60 aminoacidos) del dominio de tran-
sactivacion situado en el extremo carboxilico de la proteina
codificada por PAX5. Es posible que esta variante origine la
degradacion del ARN por coddn de paro prematuro, causando
pérdida de funcién. De no ser asi, la variante podria ocasionar
que se produzca una proteina PAX5 anormal con un dominio
de transactivacién truncado y una cola de diez aminoacidos
que no corresponde a la proteina PAX5 de tipo natural o sil-
vestre. Esta proteina resultante, muy probablemente no seria
funcional. La frecuencia poblacional de esta variante es muy
baja (f = 0.000037) de acuerdo a la base de datos gnomAD,
solo ha sido identificada en nueve individuos asidticos y eu-
ropeos de un total de 242,998. Esta ausente de los genomas
de enomAD y de una base de datos 470 individuos mexicanos
disponible en a través de la plataforma Franklin de Genoox?
(Garcia-Solorio y cols., 2024).

La variante p.(Ala322LeufsTer11) no ha sido reportada como
una variante patogeénica germinal en la base de datos ClinVar,

2. The Genome Aggregation Database (gnomAD) es un recurso creado por una coalicién inter-
nacional de cientificos con el fin de armonizar datos de secuenciacién de genomas y exomas
de grandes proyectos de secuenciacién y hacer que las estadisticas de estos datos estén dis-
ponibles para la comunidad cientifica mas amplia. En su versién 4 (v4) conjunta informacién
de 730,947 exomas y 76,215 genomas completos de individuos no relacionados. Franklin es
una plataforma que integra informacidn publica sobre poblaciones, variantes y enfermedades y
utiliza aprendizaje computacional para predecir el efecto de las variantes. ClinVar es una base
de datos libre para la clasificacién de variantes sobre su efecto en enfermedades y respuesta a
farmacos sustentada por literatura cientifica.
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ni en la version profesional de la Base de Datos de Mutacio-
nes del Genoma Humano por lo que es una variante nueva. Es
la primera variante de desplazamiento de marco de lectura
en PAX5 que aumenta el riesgo de LLA-B. Las variantes que
causan pérdida de funcién son infrecuentes en el gen PAX5;
se abserva una restriccion significativa para variantes de pér-
dida de funcién en la base de datos gnomAD(Garcia-Solorio
y cols., 2024).

La contribucién de los sindromes germinales a la suscepti-
bilidad de la leucemia podria estar subestimada en nuestra
poblacién ya que no se buscan sistematicamente en los pa-
cientes pediatricos con leucemia; a menos que una historia
familiar, sugestiva de leucemia o anomalias hematoldgicas
origine la sospecha. La existencia de variantes de novo o de
baja penetrancia, enfermedades de aparicion tardia e histo-
riales familiares incompletos, contribuye a una falta de sos-
pecha clinica en ciertos casos. Reconocer la predisposicion
hereditaria en pacientes pediatricos y adultos con cancer
es crucial para la deteccién temprana, prevencion, trata-
miento y manejo de los riesgos de salud asociados para
mejorar los resultados en los individuos afectados y sus fa-
milias. Ademas, en pacientes con predispasicién hereditaria
a neoplasias hematologicas, se deberfa realizar la busqueda
de la variante patdgena en donantes potencialmente re-
lacionados si se considera un trasplante de médula 6sea
como parte del tratamiento de la enfermedad(Garcia-Solo-
rioy cols., 2024).

Es necesario aumentar la conciencia sobre los sindromes
de predisposicion neoplasica con un entendimiento mas in-
tegral de los riesgos genéticos heredados en pacientes con
leucemia. Incluir genes de predisposicién para neoplasias he-
matoldgicas y tumores soélidos en los paneles multigénicos
basados en secuenciacion masiva que se utilizan para el per-
filamiento tumoral asi como la realizacion de estudios de se-
cuenciacion pareados con la secuenciacion del ADN obtenido
de tejido sano, son acciones que podrian contribuir a alcanzar
este objetivo.




La transcriptémica y la gendmica como herramientas en el estudio de la...

Variantes germinales que modifican
la capacidad para metabolizar tiopurinas

La mercaptopurina es una tiopurina que se utiliza ampliamen-
te en los protocolos de tratamiento de la LLA, durante la fase
de mantenimiento, pero puede provocar mielosupresion se-
vera, que origina la suspension del tratamiento y provoca alto
riesgo de infecciones, que en su conjunto ponen en riesgo la
vida del paciente. Adicionalmente, esta complicacién encare-
ce el costo del tratamiento ya que requiere hospitalizacion en
cuidados intensivos (Relling v cols., 2019).

El metabolismo de este farmaco es modificado por los ale-
los presentes en los genes TPMT y NUDT15 que codifican
enzimas gue participan en el mismo. Ciertas variantes ge-
neticas presentes en la poblacion y que se heredan en linea
germinal, afectan la actividad enzimatica y se asocian a un
alto riesgo de desarrollar toxicidad a las dosis de tiopuri-
nas empleadas habitualmente. La deficiencia de TPMT es la
causa primaria de intolerancia a las tiopurinas en europeos
y africanos, mientras que la deficiencia en NUDT15 explica
la mayor parte de la mielotoxicidad en hispanicos y asiati-
cos (Relling y cols., 2019).

En las gufas de practica clinica internacionales para la LLA-B,
se recomienda la determinaciéon de los alelos presente en
ambos genes, para identificar la capacidad metabdlica del
paciente y realizar un ajuste de dosis de mercaptopurina de
acuerdo al genotipo de cada paciente. El ajuste de dosis se
encuentra establecido en la guia de farmacogendmica, publi-
cada para este fin. Un ajuste de dosis personalizado, disminu-
ye el riesgo de desarrollar mielotoxicidad y las complicaciones
asociadas (Relling y cols., 2019).

Durante el trabajo del Pronaii identificamos el genotipa pre-
sente en ambos genes en mas de 215 pacientes pediatricos
con LLA-B. En el gen NUDT15 se identificaron 4 diplotipos
(*1/*1,*1/%2,*1/*3 y *1/*4) y 3 tipos metabdlicos (metabo-
lizadores normales, intermedios e indeterminados) en la po-
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blacion de estudio. El 81.7% de los pacientes corresponden
a metabolizadores normales con genotipo *1/*1. El resto co-
rresponde a pacientes con un metabolismo alterado en este
gen: en el 11.5% se identificé el genotipo *1/*2 y en el 1.0%
el genotipo *1/*3, ambos asociadas a un metabolismo inter-
medio. Finalmente, en el 5.8% de los pacientes se identifico
el genotipo *1/*4 que corresponde a un fenotipo metaboliza-
dor indeterminado hasta el momento.

Al comparar la frecuencia de los alelos de NUDT15 obtenida
en nuestro pacientes con la reportada en estudios inter-
nacionales, observamos que la frecuencia varia por regién
geografica y grupo étnico. La mayor frecuencia de alelos
de tasa metabolica alterada en NUDT15 se encuentra en
poblaciones asidticas, donde han sido reconocidos como la
causa principal de la mielotoxicidad por tiopurinas. Mientras
que, en Europa, y Medio Oriente, las prevalencias son me-
nores al 1%. En contraste, las poblaciones latinoamericanas
mestizas muestran frecuencias que oscilan entre el 5.8% vy
el 18.3%, siendo la frecuencia reportada en nuestro estudio
la mas alta del continente americano hasta la fecha.

En el gen TPMT, identificamos la presencia de 3 diplotipos
(*1/*1, *1/*3A y *1/*3C) y 2 tipos metabadlicos (meta-
bolizadores normales e intermedios) en la poblacion de
pacientes con LLA-B. El 90.23% de los pacientes corres-
ponden a metabolizadores normales (genotipo *1/*1); el
resto corresponden a metabolizadores alterados de los
cuales el 8.84% presenté el diplotipo *1/*3A vy el 0.93%
el diplotipo *1/*3C, ambos asociados a una capacidad
metabdlica intermedia. La frecuencia de metabolizadores
alterados es similar a lo reportado en poblacién mestiza
mexicana sana (8.5%) como resultado de estudios reali-
zados en poblacion abierta. Demostrando que la presencia
de estas variantes alélicas no confiere riesgo para el de-
sarrollo de la leucemia en nuestra poblacién, solamente
confieren riesgo de mielotoxicidad cuando se usan tiopu-
rinas como la mercaptorpurina.
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Subtipo

. Pacientes con tasa
Heterocigotos en ambos genes (5/216)
Heterocigotos en un gen (49/216)

metabolica disminuida: 25%

Homocigotos wildtype (162/216)

Figura 6.2. Distribucion de los pacientes con LLA-B de acuerdo con la
tasa metabdlica alterada en cualquiera de los dos genes.

El analisis comparativo de las frecuencias de los alelos de TPMT
en poblaciones provenientes de diferentes regiones geografi-
cas, sugiere que los alelos de baja tasa metabdlica estan pre-
sentes en la poblacion mexicana actual, debido al proceso de
mestizaje con poblaciones de origen europeo y africano, donde
estos alelos muestran la mayor frecuencia, mientras que en
poblaciones asiaticas la frecuencia es muy baja.

En resumen, combinando la frecuencia de metabolizadores alte-
rados en ambos genes, evidenciamos que el 25% de los pacien-
tes con LLA-B analizados presentan riesgo de toxicidad por una
tasa metabolica disminuida, al ser portadores de al menos un
alelo asociado a una actividad enzimatica disminuida, ausente
o indeterminada en cualquiera de los dos genes (Fig. 6.2). En
el 2.31% de los casos se presentaron variantes alélicas asocia-
das a metabolismo alterado en ambos genes simultaneamente.
Para estos casos no existe una recomendacién sobre el ajuste de
dosis y se sugiere evitar el medicamento si es posible, o utilizar
dosis muy bajas y mantener una vigilancia muy estrecha para
detectar tempranamente sintomas de mielotoxicidad.




ATENDER Y ENTENDER LA LEUCEMIA INFANTIL: armonizacidn, innovacién e integracién

CONCLUSIONES

La clasificacion actual de la LLA-B se fundamenta en la identi-
ficacion de alteraciones genéticas o perfiles de expresion que
sirven como biomarcadores con utilidad clinica para mejorar la
estratificacion de riesgo y facilitar la eleccién del tratamiento.
La clasificacion se actualiza regularmente, integrando los hallaz-
gos de estudios gendémicos y transcriptémicos. Por ejemplo, la
clasificacion de la OMS en 2016 reconocia 8 subtipos molecula-
resy 2 provisionales, mientras que en 2022 se identificaron 13
subtipos moleculares y al menas 6 entidades provisionales. Por
otro lado, el Consenso Internacional para la clasificacion de LLA
reconoce al menos 21 subtipos y 5 provisionales.

La sobrevida global en la LLA-B pediatrica ha mostrado un no-
table aumento a nivel mundial, alcanzando tasas del 90-95%
en los Ultimos anos (Malard G Mohty, 2020). Sin embargo,
en México, esta cifra se sitUa en un rango mucho mas bajo,
aproximadamente del 60%-65%. Esta disparidad representa
un desafio multifacético que involucra factores socioecono-
micos, como el acceso limitado a la atencion médica, lo que
impacta tanto en la deteccién temprana como en la dispo-
nibilidad de tratamientos efectivos (Moreira y cols., 2023;
Mufoz-Aguirre v cols.,, 2021). Ademds, se suman factores
propios de la enfermedad, como la frecuente presencia de
alteraciones moleculares asociadas a un mal prondstico, el
riesgo elevado de toxicidad al tratamiento debido a ciertos
polimorfismas germinales frecuentes, y una clasificacion su-
boptima de la enfermedad, principalmente basada en varia-
bles clinicas e inmunofenotipos. La identificacién sistematica
de biomarcadores de utilidad clinica en nuestros pacientes
a través de plataformas gendmicas es crucial para mejorar
los resultados en la enfermedad y fomentar la investigacion
diversa y equitativa. Asimismo, un entendimiento biolégico
mas profundo de la enfermedad en nuestros pacientes podrfa
mejorar significativamente las tasas de sobrevida y curacion,
abordando asi la prioridad constante de reducir la mortalidad
por leucemia infantil en nuestro pals.




La transcriptémica y la gendmica como herramientas en el estudio de la...

REFERENCIAS

Alaggio, R., Amador, C., Anagnostopoulos, |, Attygalle, A. D., Araujo, |.
B. de 0., Berti, E., Bhagat, G., Borges, A. M., Boyer, D., Calaminici, M.,
Chadburn, A., Chan, J. K. C., Cheuk, W., Chng, W.-]., Choi, J. K., Chuang,
S.-S., Coupland, S. E., Czader, M., Dave, S. S., ... Xiao, W. (2022). The
5th edition of the World Health Organization Classification of Hae-
matolymphoid Tumours: Lymphoid Neoplasms. Leukemia, 36(7),
1720-1748. https://doi.org/10.1038/s41375-022-01620-2

Bekker-Méndez, V. C., Miranda-Peralta, E., NUfez-Enriquez, J. C., Olar-
te-Carrillo, I, Guerra-Castillo, F. X.,, Pompa-Mera, E. N., Ocafa-Mondra-
gon, A, Rangel-Lépez, A, Bernaldez-Rios, R., Medina-Sanson, A., Ji-
ménez-Herndndez, E., Amador-Sanchez, R., Pefaloza-Gonzdlez, ). G,
de Diego Flores-Chapa, J., Fajardo-Gutiérrez, A., Flores-Lujano, J., Ro-
driguez-Zepeda, M. del C., Dorantes-Acosta, E. M., Bolea-Murga, V., ...
Mejia-Aranguré, J. M. (2014). Prevalence of Gene Rearrangements in
Mexican Children with Acute Lymphoblastic Leukemia: A Population
Study—Report fram the Mexican Interinstitutional Group for the
Identification of the Causes of Childhood Leukemia. BioMed Research
International, 2014, 1-8. https://doi.org/10.1155/2014/210560

Brady, S. W, Roberts, K. G., Gu, Z, Shi, L, Pounds, S., Pei, D., Cheng,
C., Dai, Y., Devidas, M., Qu, C,, Hill, A. N., Payne-Turner, D., Ma, X,
lacabucci, 1., Baviskar, P, Wei, L., Arunachalam, S., Hagiwara, K.,
Liu, Y., ... Mullighan, C. G. (2022). The genomic landscape of pe-
diatric acute lymphoblastic leukemia. Nature Genetics, 54(9),
1376—1389. https://doi.org/10.1038/s41588-022-01159-z

Daniel-Cravioto, A., Gonzalez-Bonilla, C. R., Mejia-Arangure, .
M., Daniel-Cravioto, A., Gonzalez-Bonilla, C. R., Mejia-Aran-
gure, J. M., Perez-Saldivar, M. L., Fajardo-Gutierrez, A., Jime-
nez-Hernandez, E., Hernandez-Serrano, M., G Bekker-Men-
dez, V. C. (2009). Genetic rearrangement MLL/AF4 is most
frequent in children with acute lymphablastic leukemias in Mexi-
co City. Leukemia G Lymphoma, 50(8), 1352—1360. https://doi.
org/10.1080/10428130903015636

Duffield, A. S., Mullighan, C. G., G Borowitz, M. J. (2023). International
Consensus Classification of acute lymphoblastic leukemia/lym-
phoma. Virchows Archiv, 482(1), 11-26. https://doi.org/10.1007/
s00428-022-03448-8

Garcfa-Solorio, )., Martinez-Villegas, 0., Rodriguez-Corona, U., Moli-
na-Garay, C., Jiménez-Qlivares, M., Carrillo-Sanchez, K., Mendo-
za-Caamal, E. C,, Mufoz-Rivas, A, Villegas-Torres, B. E., Cervera, A.,
Flores-Lagunes, L. L., G Alaez-Verson, C. (2024). Case report: A fa-
milial B-acute lymphoblastic leukemia associated with a new ger-




ATENDER Y ENTENDER LA LEUCEMIA INFANTIL: armonizacidn, innovacién e integracién

mline pathogenic variant in PAX5. The first report in Mexico. Fron-
tiersin Oncology, 14. https://doi.org/10.3389/fonc.2024.1355335

Garcia-Solorio, J., NUfez-Enriquez, J. C., Jiménez-Olivares, M., Flo-
res-Lujano, J., Flores-Espino, F, Molina-Garay, C., Cervera, A., Ca-
sique-Aguirre, D., Penaloza-Gonzalez, J. G., Banos-Lara, Ma. D. R.,
Garcia-Soto, A, Galvan-Diaz, C. A, Olaya-Vargas, A., Aguilar, H. F,
Mata-Racha, M., Garrido-Hernandez, M. A., Solis-Poblang, J. C., Lu-
na-Silva, N. C., Cano-Cuapio, L. S., ... Alaez-Verson, C. (2024). IKZ-
Fiplus is a frequent biomarker of adverse prognosis in Mexican
pediatric patients with B-acute lymphoblastic leukemia. Frontiers
in Oncology, 14. https://doi.org/10.3389/fonc.2024.1337954

Gu, Z., Churchman, M. L., Roberts, K. G., Moore, I., Zhou, X., Nakitand-
we, J., Hagiwara, K., Pelletier, S., Gingras, S., Berns, H., Payne-Tur-
ner, D., Hill, A., lacabucci, I, Shi, L., Pounds, S., Cheng, C., Pei, D., Qu,
C., Newman, S., ... Mullighan, C. G. (2019). PAX5-driven subtypes
of B-progenitor acute lymphoblastic leukemia. Nature Genetics,
51(2), 296-307. https://doi.org/10.1038/s41588-018-0315-5

Hong, M., Tao, S, Zhang, L., Diao, L.-T, Huang, X., Huang, S., Xie, S.-J.,
Xiao, Z.-D., & Zhang, H. (2020). RNA sequencing: new technologies
and applications in cancer research. Journal of Hematology G On-
cology, 13(1), 166. https://doi.org/10.1186/s13045-020-01005-x

Hyde, R. K., G Liu, P P. (2013). Germline PAX5 mutations and B cell
leukemia. Nature Genetics, 45(10), 1104-1105. https://doi.
org/10.1038/ng.2778

Malard, F, G Mohty, M. (2020). Acute lymphoblastic leukaemia.
The Lancet, 395(10230), 1146—-1162. https://doi.org/10.1016/
S0140-6736(19)33018-1

Mandelker, D., Zhang, L., Kemel, Y., Stadler, Z. K., Joseph, V., Zehir, A,
Pradhan, N, Arnold, A, Walsh, M. F, Li, Y., Balakrishnan, A. R., Syed, A,
Prasad, M., Nafa, K., Carlo, M. I., Cadoo, K. A., Sheehan, M., Fleischut, M.
H., Salo-Mullen, E., ... Offit, K. (2017). Mutation Detection in Patients
With Advanced Cancer by Universal Sequencing of Cancer-Related
Genes in Tumor and Narmal DNA vs Guideline-Based Germline Tes-
ting. JAMA, 318(9), 825. https://doi.org/10.1001/jama.2017.11137

Momota, H., Nariata, Y., Miyakita, Y., Hosono, A., Makimoto, A., G Shi-
bui, S. (2010). Acute lymphoblastic leukemia after temozolomide
treatment for anaplastic astrocytoma in a child with a germline
TP53 mutation. Pediatric Blood G Cancer, 55(3), 577-579. ht-
tps://doi.org/10.1002/pbc.22542

Mareira, D. C., Gonzélez-Ramella, 0., Echavarria Valenzuela, M., Carrillo,
A. K., Faughnan, L, Job, G., Chen, V., Villegas, C, Ellis Irigoyen, A.,
Barra Urbays, R., Ramirez Martinez, M., Altamirano Alvarez, E., Ledn
Espitia, J. A., Lépez Facundo, N. A, Colunga Pedraza, J. E., Reyes
Gutierrez, F. de M., Aguilar Roman, A. B., Tamez Gomez, E. L., Portillo




La transcriptémica y la gendmica como herramientas en el estudio de la...

Zavala, C. S., ... Friedrich, P. (2023). Evaluation of factors leading
to poor outcomes for pediatric acute lymphoblastic leukemia in
Mexico: a multi-institutional report of 2,116 patients. Frontiers in
Oncology, 13. https://doi.org/10.3389/fonc.2023.1255555

Mullighan, C. G., Goorha, S., Radtke, I, Miller, C. B., Coustan-Smith, E.,
Dalton, J. D., Girtman, K., Mathew, S., Ma, J., Pounds, S. B, Su, X,
Pui, C.-H., Relling, M. V,, Evans, W. E., Shurtleff, S. A., G Downing, J.
R. (2007). Genome-wide analysis of genetic alterations in acute
lymphoblastic leukaemia. Nature, 446(7137), 758-764. https://
doi.org/10.1038/nature05690

Munoz-Asuirre, P, Huerta-Gutierrez, R., Zamora, S., Mohar, A., Vega-Ve-
ga, L., Herndndez-Avila, J. E., Morales-Carmona, E., Zapata-Tarres, M.,
Bautista-Arredondo, S., Perez-Cuevas, R., Rivera-Luna, R., Reich, M.
R. G Lajous, M. (2021). Acute Lymphoblastic Leukaemia Survival
in Children Covered by Seguro Popular in Mexico: A National Com-
prehensive Analysis 2005-2017. Health Systems and Reform, 7(1),
e1914897. https://doi.org/10.1080/23288604.2021.1914897

Noetzli, L., Lo, R. W,, Lee-Sherick, A. B., Callaghan, M., Noris, P, Sa-
voia, A., Rajpurkar, M., Jones, K., Gowan, K., Balduini, C. L., Pecci,
A., Gnan, C., De Rocco, D., Doubek, M., Li, L., Ly, L., Leung, R., Lan-
dolt-Marticorena, C., Hunger, S., .. Di Paola, J. (2015). Germline
mutations in ETV6 are associated with thrombocytopenia, red cell
macrocytosis and predispasition to lymphaoblastic leukemia. Na-
ture Genetics, 47(5), 535-538. https://doi.org/10.1038/ng.3253

Pérez-Vera, P, Salas, C., Montero-Ruiz, 0., Frias, S., Dehesa, G., Jarquin,
B., G Rivera-Luna, R. (2008). Analysis of gene rearrangements
using a fluorescence in situ hybridization method in Mexican pa-
tients with acute lymphoblastic leukemia: experience at a single
institution. Cancer Genetics and Cytogenetics, 184(2), 94-98. ht-
tps://doi.org/10.1016/j.cancergencyto.2008.04.003

Relling, M. V., Schwab, M., Whirl-Carrillo, M., Suarez-Kurtz, G., Pui, C., Stein,
C. M., Mayer, A. M., Evans, W. E., Klein, T. E., Antillon-Klussmann, F. G.,
Caudle, K. E., Kato, M., Yeoh, A.E. ], Schmiegelow, K., G Yang, J.J. (2019).
Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium Guideline for
Thiopurine Dasing Based on <scp>TPMT</scp> and <scp>NUDT</scp>
15 Genotypes: 2018 Update. Clinical Pharmacology G- Therapeutics,
105(5), 1095-1105. https://doi.org/10.1002/cpt. 1304

Roberts, K. G, Li, Y., Payne-Turner, D., Harvey, R. C,, Yang, Y.-L., Pei, D.,
McCastlain, K., Ding, L., Ly, C., Song, G., Ma, J., Becksfort, J., Rusch,
M., Chen, S.-C., Easton, J., Cheng, J., Boggs, K., Santiago-Morales,
N., lacobucci, I, ... Mullighan, C. G. (2014). Targetable Kinase-Ac-
tivating Lesions in Ph-like Acute Lymphablastic Leukemia. New
England Journal of Medicine, 371(11), 1005-1015. https://doi.
org/10.1056/NEJMoa1403088

157



ATENDER Y ENTENDER LA LEUCEMIA INFANTIL: armonizacidn, innovacién e integracién

Schmah, J., Fedders, B., Panzer-Grimayer, R., Fischer, S., Zimmer-
mann, M., Dagdan, E., Bens, S., Schewe, D., Moericke, A., Alten,
J., Bleckmann, K., Siebert, R., Schrappe, M., Stanulla, M., G Cario,
G. (2017). Molecular characterization of acute lymphoblastic leu-
kemia with high CRLF2 gene expression in childhood. Pediatric
Blood G Cancer, 64(10). https://doi.org/10.1002/pbc.26539

Shah B, Mattison RJ, Abboud R, Abdelmessieh P, Aldoss |, Burke PW,
DeAngelo DJ, Dinner S, Fathi AT, Gauthier J, Haddadin M, Jain N,
Jonas B, Kirby S, Liedtke M, Litzow M, Logan A, Long M, Luger S,
Mangan JK, Massaro S, May W, Oluwole O, Park J, Przespolews-
ki A, Rangaraju S, Saygin C, Schwartz M, Shami P, Tomlinson B,
Webster J, Awotiwon A, Stehman K.NCCN Guidelines Version
2.2024 Acute Lymphoblastic Leukemia. ] Natl Compr Canc Netw.
2024;22(8):563-576. https://doi.org/10.6004/jnccn.2024.0051.

Stanulla, M., Dagdan, E., Zaliova, M., Mdricke, A., Palmi, C., Cazzaniga,
G., Eckert, C., Te Kronnie, G., Bourquin, J.-P, Bornhauser, B., Koehler,
R., Bartram, C. R., Ludwig, W.-B., Bleckmann, K., Groeneveld-Krentz,
S., Schewe, D., Junk, S. V, Hinze, L., Klein, N., ... International BFM
Study Group. (2018). IKZF1plus Defines a New Minimal Residual
Disease-Dependent Very-Poor Prognostic Profile in Pediatric B-Cell
Precursor Acute Lymphoblastic Leukemia. Journal of Clinical Onco-
logy: Official Journal of the American Society of Clinical Oncology,
36(12), 1240-1249. https://doi.org/10.1200/J)C0.2017.74.3617

Tran, T. H., Langlais, S., Meloche, C,, Caron, M., Saint-Onge, P, Rouette,
A., Bataille, A. R., Jimenez-Cortes, C., Sontag, T., Bittencourt, H.,
Laverdiere, C., Lavallée, V.-P, Leclerc, J.-M., Cole, P. D., Gennarini,
L. M., Kahn, J. M., Kelly, K. M., Michon, B., Santiago, R., ... Sinnett,
D. (2022). Whole-transcriptome analysis in acute lymphoblastic
leukemia: a report fram the DFCI ALL Consortium Protocol 16-
001. Blood Advances, 6(4), 1329-1341. https://doi.org/10.1182/
bloodadvances.2021005634

West, A. H., Godley, L. A., G Churpek, J. E. (2014). Familial myelodys-
plastic syndrome/acute leukemia syndromes: a review and utility
for translational investigations. Annals of the New York Academy of
Sciences, 1310(1), 111-118. https://doi.org/10.1111/nyas.12346

Zhang, J., Walsh, M. F,, Wu, G., Edmonson, M. N., Gruber, T. A, Easton,
J., Hedges, D., Ma, X, Zhou, X,, Yergeau, D. A, Wilkinson, M. R,
Vadodaria, B., Chen, X., McGee, R. B., Hines-Dowell, S., Nuccio, R,
Quinn, E., Shurtleff, S. A., Rusch, M., ... Bowning, J. R. (2015). Ger-
mline Mutations in Predisposition Genes in Pediatric Cancer. New
England Journal of Medicine, 373(24), 2336-2346. https://doi.
org/10.1056/NEJMoa1508054




dentificacion de biomarcadores
de mal prondstico en

Michael Schnoor,

M. Victor M. Correa Lara,
Joseph Adomako,
Hilda Vargas Robles



ATENDER Y ENTENDER LA LEUCEMIA INFANTIL: armonizacidn, innovacién e integracién

~ ¢QUEES LA LEUCEMIA
LINFOBLASTICA AGUDA DE CELULAS B (LLA-B)?

El tejido hematopoyético en la médula 6sea de nuestros hue-
sos produce los tres linajes sanguineos: glébulos rojos (eri-
trocitos), glébulos blancos (leucocitos) y plaguetas, en un
proceso llamado hematopoyesis. Dentro de la médula ésea
se lleva a cabo también el proceso de proliferacién, diferen-
ciacion y maduracion de los leucocitos a partir de células
troncales hematopoyéticas (CTH) (Davine y Larson, 1994).
La hematopoyesis esta finamente regulada a través de genes
que determinan la expresion de receptores en la membra-
na celular cuya funcién es activar vias de sefalizacién que
participan en la regulacion de la proliferacion, maduracion,
adhesion, migracion, y muerte celular, asi como de factores
de transcripcion que regulan el desarrollo y la funcion de las
CTH y definen el linaje celular (Dominguez-Pantoja vy cols.,
2015). Como todo proceso biolégico, la hematopoyesis es
susceptible de dano tanto por la exposicion a factores exter-
nos como la radiacion ionizante, infecciones por ciertos virus,
tratamientos de quimioterapia, contaminantes ambientales
como el benceno, y plaguicidas entre otros; y por factores
internos como alteraciones genéticas que pueden llegar a
desarrollar enfermedades como la leucemia (Zapata-Tarrés,
y cols., 2021).

Leucemia es un termino general para nombrar el cancer
de las células de la sangre, causada por la rapida produc-
cién de leucocitos anormales. Existen diferentes tipos de
leucemias segun el tipo de célula afectada; la leucemia
linfocitica se refiere a la transformacion maligna de las
CTH que dara origen a los linfocitos B o T leucémicos.
La leucemia mieloide se refiere a la transformacion ma-
ligna de las CTH que dara origen al linaje mieloide que
incluye monocitas, mastocitos, basdéfilos, neutréfilos, v
eosinofilos. Las leucemias pueden ser agudas o cronicas.
Las leucemias agudas son tumores malignos de células
hematopoyéticas inmaduras, que se multiplican rapida-
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mente y que si no se tratan a tiempo pueden provocar la
muerte en semanas, mientras que las leucemias cronicas
san células parcialmente maduras y de crecimiento lento
(Nemkov, y cols., 2018).

La leucemia linfoblastica aguda de precursores de células B
(LLA-B) es el cancer mds comun en ninos y adolescentes.
LLA-B es un tipo de cancer generado por la transformacion
maligna y proliferacién no controlada de los precursores de
células B, llamados linfoblastos. Se caracteriza por una dife-
renciacion anormal y sobrevida prolongada de estas células
dentro de la médula 6sea (> del 20% de blastos en la médula
6sea), desplazando a las células normales vy alterando su he-
matopoyesis (Devine y Larson, y cols., 1994; Judrez-Avendafio
y cols., 2021). Los sintomas caracteristicos de la LLA-B son
anemia, cansancio, hemorragias, hematomas espontaneos,
infecciones v fiebre, resultado de la disminucion en la pro-
duccién y movilizacién de eritrocitos, plaguetas vy linfocitos
B normales. Cabe mencionar que los linfoblastos malignos
pueden salir de la médula 6sea a circulacién sanguinea e infil-
trar diversos érganos incluyendo el sistema nervioso central,
ganglios linfaticos, higado, bazo, testiculos y la piel, provo-
cando hepatomegalia, esplenomegalia, adenomegalia, dolor
de cabeza, estado mental alterado, alteracion visual y auditiva
(Deviney Larson, y cols., 1994). Es importante mencionar que
esta infiltracién de dérganos es un mal prondstico de sobre-
vida (Fen, y cols., 2019), y es esencial identificar pacientes
con alto riesgo de desarrollar estas complicaciones de mal
pronostico para poder adaptar su tratamiento y mejorar sus
chances de sobrevivir la enfermedad.

Dada la gran relevancia de la LLA-B para la salud publica, el
Conahcyt ha establecido programas como el Proyecto Nacio-
nal de Investigacion e Incidencia (Pronaii) de Leucemias In-
fantiles, que tiene como objetivo identificar las razones por
las altas incidencias, mejorar el tratamiento, y reducir las
muertes prematuras en ninos con leucemia en regiones vul-
nerables del pais.
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TRATAMIENTOS DE LA LLA-B

Para disefiar un plan de tratamiento para un paciente recién
diagnosticado con LLA-B, es crucial realizar una clasificacion
inicial basada en el riesgo de recaida, que define el pronds-
tico del paciente. Esta clasificacién se realiza considerando
varios factores, como la edad, el recuento total de leucoci-
tos en sangre periférica, la afectacion del sistema nervioso
central (SNC) o los testiculos al momento del diagnéstico,
la presencia de mutaciones especificas (cambios en la infor-
macion contenida en el material genético), y la respuesta al
tratamiento inicial. Los pacientes se clasifican en tres grupos
de riesgo: estandar, alto y muy alto. El grupo de riesgo deter-
mina la intensidad del tratamiento, siendo los grupos de ma-
yor riesgo los que reciben tratamientos mas agresivos (Malard
G Mohty, 2020).

La quimioterapia de induccion tiene como objetivo erradicar
la enfermedad vy restaurar la hematopoyesis normal, con el
fin de lograr una remision completa, que se define como un
porcentaje <5% de linfoblastos en médula ésea, identificados
por microscopia, sin linfoblastos circulantes en sangre perifé-
rica ni enfermedad extramedular y una enfermedad medible
residual (EMR) negativa. La EMR se define por un porcentaje
de <0.01% de linfoblastos en médula dsea identificados por
una técnica conocida como citometria de flujo. Este trata-
miento se basa en una combinacion de medicamentos que
generalmente incluye un glucocorticoide, vincristing, L-as-
paraginasa y una antraciclina. Los glucocorticoides inducen
apoptosis (muerte celular) en los linfoblastos disminuyendo
la carga de la enfermedad. La vincristina inhibe la formacion
de microtubulos, lo que impide la mitosis (division celular), la
L-asparaginasa degrada la asparagina, un aminoacido esen-
cial para la supervivencia de los linfoblastos y las antracicli-
nas inhiben la replicacién del ADN (duplicacion del material
genético), que induce la apoptosis de los linfoblastos. Una
vez alcanzada la remisién completa, el segundo paso del re-
gimen de tratamiento es la consolidacién, también llamada
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fase de intensificacion, que tiene como objetivo profundizar la
remision, que consiste en varios ciclos cortos y secuenciales
de quimioterapia administrados cada 2 semanas. Los medica-
mentos utilizados en esta fase suelen incluir citarabina, dosis
altas de metotrexato, vincristina, asparaginasa, mercaptopu-
rina, y glucocorticoides, durante un periodo de 12 semanas.
Posteriormente, como parte de la consolidacion, se lleva a
cabo una fase de intensificacion tardia, que incluye una com-
binacién similar de farmacos utilizados durante la induccion.
El trasplante de células hematopoyéticas (TCH) sigue siendo
el tratamiento de consolid ~ acidn de excelencia en pacien-
tes de alto riesgo si existe un donante compatible.

Finalmente, el tratamiento de mantenimiento consiste en la
administracion diaria de mercaptopurina y semanal de me-
totrexato, con o sin vincristina, y pulsos de glucocorticoides
cada uno a tres meses. Esta fase se prolonga durante 2 a 3
anos después de la induccién (Malard G Mohty, 2020; Truong
y cols., 2021).

En los paises desarrollados, aproximadamente el 90% de los
nifos con LLA-B logran la supervivencia a largo plazo con el
enfoque actual de tratamiento, y solo un pequefo porcenta-
je presenta una enfermedad que no responde al tratamiento
inicial (refractaria), o que recurre después de lograr una re-
mision completa (recaida). Sin embargo, en México, se ob-
serva una mayor frecuencia de recaidas (26.2%). Este grupo
es de especial interés debido a la considerable reduccion en
la supervivencia a largo plazo (Hungery cols., 2012), con una
tasa de mortalidad en México 1.8 veces superior a la media
mundial.

La recaida es una complicacion severa de la LLA
con mal prondstico

El prondstico de los pacientes pediatricos con LLA-B en recal-
da es desfavorable, ya que solo entre el 30% y el 50% de los
pacientes logra la supervivencia a largo plazo. La duracion de
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la primera remisién completa y el sitio de recaida son factores
determinantes. La recalda temprana, es decir, dentro de los
36 meses posteriores a la remisién completa, se asocia con
desenlaces menos favorables. Por otro lado, una recaida aisla-
da del SNC es mas favorable que la recaida combinada del SNC
y la médula ésea o la recaida aislada de la médula ésea. El TCH
en pacientes con un donante disponible es la primera opcion
de tratamiento para la recaida temprana de la LLA-B, logrando
una remision completa mas prolongada en comparacion con
la quimioterapia sola, aunque las tasas de supervivencia a 5
anos aun son inferiores al 50%, esto a consecuencia de los
efectos secundarios al trasplante como la enfermedad injer-
to contra huésped (EICH) y el persistente riesgo de recaida
donde dependiendo del riesgo, la supervivencia libre de en-
fermedad a los 5 afos puede variar entre 33% al 68%. La
eficacia de la terapia con células T con receptor de antigeno
quimérico (CAR-T) y otras terapias blanco con anticuerpos
monoclonales (terapia dirigida contra una proteina especifica
de superficie) sigue siendo incierta en términos de mantener
la remisién a largo plazo sin un TCH (Malard G Mohty, 2020;
Teachey G Hunger, 2013).

El prondstico de la LLA-B empeora considerablemente con
la segunda recaida en comparacién con la primera, y el tra-
tamiento se basa en la terapia previamente recibida. Si bien
el TCH es crucial para el tratamiento tras la primera recaida,
su acceso en México enfrenta desafios significativos. Entre
estos desafios se encuentran la falta de infraestructura ne-
cesaria para realizar el trasplante en regiones vulnerables y
la carencia de recursos adecuados para evaluar el riesgo de
recaida y la necesidad de trasplante. El tiempo transcurrido
entre el trasplante (si se ha realizado) y la recaida posterior
es un factor pronéstico fundamental, con mejores resultados
para aquellos que recaen después de un periodo prolongado y
se someten a un segundo trasplante en remision. Otra opcion
de tratamiento es la terapia con células CAR-T, pero alin no
ha sido aprobada a nivel nacional por la Comision Federal para
la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (Cofepris) y cuya dis-
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ponibilidad en México es limitada. Debido a estos factores, la
supervivencia a largo plazo en casos de recaidas multiples ha
sido histéricamente baja, y en muchos casos se ofrece terapia
paliativa para aliviar los sintomas (Sedig y cols., 2021).

Como se menciond anteriormente un porcentaje significativo
de los pacientes con LLA-B pediatrica recaeran, resultando en
un pronostico malo. Sin embargg, los avances recientes de las
investigaciones en el campo de las leucemias han permitido
el descubrimiento de biomarcadores que prometen mejorar
la precision en la estratificacion del riesgo de recaida vy, final-
mente, mejorar el resultado clinico general.

Importancia de biomarcadores para identificar pacientes
de mal pronéstico con riesgo de sufrir recaida

La identificacion de biomarcadores novedosos para pacientes
de mal prongstico y riesgo de recaida es esencial, especial-
mente en México, donde la infraestructura para analizar es-
tos marcadores es limitada en las instituciones publicas. Esto
implica una clasificacion inicial insuficiente, lo que afecta la
persaonalizacion del tratamiento y, consecuentemente, los re-
sultados clinicos. En este contexto, es crucial buscar nuevos
factores prondsticos especificos para la poblacion mexica-
na, pues existen diferencias en la prevalencia y el impacto
de ciertos biomarcadores genéticos y inmunofenotipicos en
comparacion con otras poblaciones. La recurrencia de la leu-
cemia y la mortalidad en México, que superan la media mun-
dial, subrayan la necesidad de desarrollar y aplicar tecnolo-
gfas de biologia molecular y citometria de flujo en estudios
nacionales. La implementacién de estos biomarcadores per-
mitirfa individualizar las terapias, anticipar riesgos especificos
de recafda y mejorar la supervivencia y calidad de vida en los
pacientes con LLA-B en el pals. Entre las anomalias mas sig-
nificativas encontramos las alteraciones numericas y estruc-
turales de los cromosomas. Los cromosomas son estructuras
que se encuentran dentro del nucleo de las células y que con-
tienen todo el material genético. De forma normal, cada cé-
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lula contiene 46 cromosomas. La hiperdiploidia, caracterizada
por la presencia de mas de 46 cromosomas, es la alteracion
mas frecuente en la poblacién pediatrica con LLA-B. La hi-
perdiploidia alta (>50 cromosomas) presente en un 30% de
LLA-B infantil se asocia con un mejor pronostico y mayores
tasas de curacion, aungue aun existe un riesgo significativo
de recaida. Por otro lado, la hiperdiploidia baja (46-50 cromo-
somas) presente en un 10-11% de LLA-B infantil se vincula
con peores desenlaces clinicos. La hipodiploidia caracterizada
por la pérdida de uno o mas cromosomas, presente en un 5%
de LLA-B infantil, tiene un pronadstico precario, especialmente
en pacientes con hipodiploidia casi haploide (24-29 cromoso-
mas) e hipodipodiplodia baja (30-39 cromosomas) (Alaggio vy
cols., 2022).

Otras alteraciones frecuentes son los genes de fusién, que
ocurre como resultado de la union anomala de dos segmen-
tos del material genético y pueden ser consecuencia de una
traslocacion cromosémica (unién anémala de dos segmentos
de los cromosomas). La fusién ETV6:RUNX1, resultado de la
translocacion de los cromosomas 12 v 21 esta presente en
25 a 30% de las LLA-B pediatricas, y es una de las alteracio-
nes geneticas mas frecuentes a nivel mundial. En México, su
prevalencia es baja en 10.5% (Mata Rocha y cols., 2022) y se
asocia con un prongstico excelente, incluso en presencia de
otras anomalias genéticas. La fusion BCR:ABL1 resultado de
la translocacién de los cromosomas 9y 22, también conocida
como LLA-B Philadelphia (Ph+), presente en el 3.3% de las
LLA-B infantiles en la poblacion mexicana (Mata Rocha 'y cols.,
2022), se asocia con un incremento en la via de sefalizacién
de tirosina-cinasas como MAPK, JAK y PI3K/AKT, resultando en
un incremento en la proliferacion y supervivencia celular. Sin
embargo, a pesar de los avances terapéuticos recientes (inhi-
bidores de tirosina-cinasas), la LLA-B (Ph+) sigue teniendo un
pronostico malo. Los genes de fusion TCF3:HLF y IgH::IL3 tie-
nen un pronostico particularmente malo. La fusion TCF3:HLF
resultado de la translocacion de los cromosomas 17 y 19, pre-
sente en el 1% de la LLA-B pediatrica, se asocia con una pa-
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tologfa conocida como coagulacion intravascular diseminada
(CID), v la fusion IgH:IL3, resultado de la translocacion de los
cromosomas 5y 14 presente en cerca del 2% de la LLA-B pe-
didtrica y se asocia con una produccion incrementada de IL3 y
eosinofilos (Alaggio y cols., 2022; Lejman y cols., 2022).

El gen KMTZ2A tiene mas de 90 versiones de fusion y esta
presente en el 80% de los bebés con LLA-B. Se asocian con
un pronostico pobre, especialmente en lactantes. La fusion
del gen CRLF2 se observa en el 5% de los casos de LLA-B
pediatrica especialmente en la LLA-B asociada al sindrome
de Down y se asocia con un mal prondstico. Finalmente, la
fusion del gen DUX4 se observa en el 4-7 % de los casos de
LLA-B pediatrica y se relaciona con un prondstico excelente.
La deteccion y descripcion de los biomarcadores genéticos,
requiere de aplicacion de tecnologias de biologia molecu-
lar como la secuenciacion de nueva generacion, secuencia-
cion del genoma completo, secuenciacion del transcriptoma
(RNA-seq) y analisis de delecién-duplicacién. (Alaggio y cols.,
2022; Lejmany cols., 2022).

Otro tipo de biomarcadores, conocidos como biomarcadores
inmunofenotipicos, provienen de la identificacién especifi-
ca de proteinas en la superficie o dentro de las células. Este
método de diagnostico, denominado inmunofenotipificacion,
se realiza mediante citometria de flujo. Estos biomarcadores
tienen un importante valor pronéstico, principalmente por su
capacidad para predecir ciertos tipos de mutaciones. Entre los
mas relevantes inmunofenotipos alterados se encuentran la
presencia de la proteina de membrana CD371 asociada con
la fusion del gen DUX4 (buen prondstico), v la expresién de
CD25 asociada con la LLA-B Ph+ (pronostico malo). La alta
expresion de CD45 en la superficie de las células LLA-B tiene
un pronostico malo en la LLA-B. Por otro lado, la expresion
de CD19 y CD22 es clave para el éxito de la terapia con anti-
cuerpos monoclonales como el blinatumomab dirigido contra
CD19, vy la terapia con CAR-T como el tisagenlecleucel dirigido
contra CD19 o contra CD22 (Ohkiy cols., 2020).
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Como se menciond anteriormente, en México, se observa una
mayor frecuencia de recaidas (26.2%) y una mayor tasa de
mortalidad (1.8 veces superior a la media mundial), por lo que
es fundamental desarrollar nuevos biomarcadores especificos
para la poblacion mexicana que permitan individualizar el tra-
tamiento y mejorar los resultados clinicos.

NUEVOS BIOMARCADORES IDENTIFICADOS EN
NUESTRO PRONAII

El prondstico de la LLA-B también depende del comporta-
miento y de la capacidad migratoria de los linfoblastos. La mi-
gracion es un proceso esencial para colonizar la médula 6sea
y diseminarse a otros érganos del cuerpo. Esta caracteristica
distintiva de la enfermedad depende de la habilidad de las
células leucémicas para generar fuerza de traccién a través
del citoesqueleto de actina.

La cortactina es una proteina que se une al citoesqueleto
de actina, participando en diversas funciones celulares que
implican la reordenacion del citoesqueleto (Schnoor vy cols,,
2018). El citoesqueleto de actina preserva la forma de la cé-
lula y realiza funciones como la adhesion y migracion celular
(Bandela y cols., 2022). Estad compuesto por filamentos de
actina que pueden formar redes ramificadas, generando asf
la fuerza necesaria para el movimiento celular. La cortactina
es esencial para la generacion y estabilizacion de estas redes
ramificadas de actina y, por ende, para la migracion celular
(Fregoso vy cols., 2023).

Debido a su importancia en la migracion celular, la cortactina ha
sido estudiada en muchas células, pero nunca en el contexto de
la LLA-B. Nuestro grupo de trabajo demostré que la cortactina
se expresa en niveles elevados en las células B de pacientes con
LLA-B en comparacion con individuos sanos. El analisis de los
datos clinicos destaco una asociacién entre los niveles elevados
de cortactinay la recaida en pacientes con LLA-B de alto riesgoy
resistentes a los medicamentos. Ademas, demaostramos que los
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niveles elevados de cortactina promueven una mayor migracion
de los linfoblastos. En ratones inmunodeficientes, se inyectaron
células leucémicas humanas con y sin expresion de cortactina.
Después de tres semanas, se analizaron los distintos érganos
de los ratones para determinar la presencia de células leucémi-
cas. Este método, conocido como xenotrasplante, mostro que
solo las células leucémicas que expresaban cortactina tenfan la
capacidad de infiltrar 6rganos (Veldzquez-Avila y cols., 2018).
Por lo anterior, hemos descubierto que la cortactina participa en
la progresion de la LLA-B y que sus altos niveles pueden estar
relacionados con un mal pronostico. El andlisis de los niveles de
cortactina en pacientes pediatricos con LLA-B podria permitir
una prediccién mas precisa del riesgo del paciente y la identifi-
cacion de las células responsables de la recaida y resistencia a
quimioterapia (Fig. 7.1). Con lo anterior proponemos a la cor-
tactina como un nuevo biomarcador para identificar a pacientes
con alto riesgo de recaida e infiltracién a érganos.

Es importante senalar que la cortactina esta regulada por va-
rios factores. Entre ellos, la eliminacion de grupos acetilo, que
facilita la unién de la cortactina a los filamentos de acting,
promoviendo asi la migracion celular. Este proceso, llamado
desacetilacion, es mediado por la actividad de diferentes en-
zimas como la histona-desacetilasa 6 (HDAC6) (Kanno y cols.,
2012). Datos preliminares de nuestro laboratorio demuestran
que los niveles de HDAC6 también estan aumentados en los
linfoblastos de la LLA-B (Fig. 7.1). A partir de este hallazgo,
decidimos inhibir la funcién de HDACG en una linea celular de
linfoblastos, denominada REH, y en linfoblastos de pacientes
en cultivo. Descubrimos que la inhibicion de HDACG alteraba
la capacidad de los linfoblastos para migrar en comparacion
con los linfoblastos con HDACE activa. Esto se confirmo usan-
do linfoblastos que carecian de HDAC6 en comparaciéon con
linfoblastos con niveles intactos de HDACK. Las células leucé-
micas deficientes en HDAC6 mostraron una capacidad reduci-
da para migrar, lo que sugiere que HDACG apoya la migracion
de los linfoblastos al desacetilar la cortactina, aumentando su
afinidad por el citoesqueleto de actina.
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Diagnéstico de LLA-B .
[Debut] Recaida
[Regreso de la enfermedad]

Remision
[Desaparicion de la enfermedad]

Nicho protector CXCL12

@ células precursoras normales @ Células precursoras de la leucemia @ subclon de leucemia con alta cortactina y HDAC6

@ subclon 2 de leucemia @ Cortactina HDAC6

Figura 7.1. Los niveles altos de cortactina y HDACB se asocian con la
recaida de LLA-B. En el momento de la presentacion de la leucemia, los
linfoblastos (rojo) se producen en grandes cantidades, mientras que la
produccion de células normales (purpura) se reduce. Tras la aplicacion
de un tratamiento como la quimioterapia, los linfoblastos se destruyen y
se produce una reconstitucion gradual de las células normales. Sin em-
bargo, los linfoblastos dotados de altos niveles de cortactina y HDACB
(negro) pueden migrar bajo la influencia de la quimiocina CXCL12 a
areas de la médula 6sea (nicho) donde estan altamente protegidos de
la destruccion por la quimioterapia. Por tanto, se vuelven resistentes a
la quimioterapia. Estas células comienzan a multiplicarse después de un
tiempo y pueden provocar la reaparicion de la enfermedad después de
una remision completa, lo que se conoce como recaida. La quimioterapia
puede provocar mas anomalias dentro de las células que conduzcan al
desarrollo de nuevas clonas de linfoblastos (verde). La curva muestra la
manifestacion de la enfermedad durante el inicio, la remisién (durante el
tratamiento exitoso) y de la recaida de la enfermedad.

Es importante destacar que también detectamos una corre-
lacion positiva entre el aumento de los niveles de HDAC6
y la recaida en pacientes con LLA-B, lo que situa a HDACG
como un posible nuevo biomarcador de recaida y con un
potencial objetivo terapéutico para prevenir la progresion
de la enfermedad.
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CONCLUSIONES

En México, la leucemia linfobldstica aguda (LLA) representa
un desafio significativo en el ambito de la salud, siendo una
de las formas mas comunes de cancer infantil. La disponibili-
dad limitada de recursos y la variabilidad en la atencién mé-
dica pueden influir en los resultados de los pacientes. Es fun-
damental abordar la LLA desde una perspectiva integral que
incluya diagndstico temprano, acceso a tratamientos adecua-
dos y seguimiento continuo. Los biomarcadores desempefan
un papel crucial en el pronéstico de la LLA en México. Estos
indicadores biolégicos permiten una evaluacién mas preci-
sa de la enfermedad y ayudan a identificar a los pacientes
con mayor riesgo de recaida o resistencia al tratamiento. La
identificacion y caracterizacion de biomarcadores especificos
pueden mejorar la estratificacion del riesgo y guiar decisio-
nes terapéuticas personalizadas, lo que resulta en mejores
resultados para los pacientes. Entre estos biomarcadores, la
cortactina y HDACG han surgido como potenciales marcadores
prondsticos en la LLA-B. Los niveles elevados de cortactina y
HDACG se han asociado con un aumento en las recafdas y una
mayor capacidad de migracion de células leucémicas. Su pa-
pel en la regulacion del citoesqueleto de actina y la migracion
celular los convierten en blancos prometedores para el desa-
rrollo de nuevas estrategias terapéuticas, que pueden llevar
a la identificacién de nuevas terapias dirigidas y mejorar os
resultados clinicos para los pacientes con LLA -B en México.
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LA QUIMIORRESISTENCIA EN LA LEUCEMIA
LINFOBLASTICA AGUDA: UN RETO TERAPEUTICO

Hoy en dia la quimioterapia combinada es la estrategia prin-
cipal para el tratamiento de la leucemia linfoblastica aguda
(LLA) (Inaba G Pui, 2021). Esta consiste en el uso de varios
farmacos, capaces de exterminar las células leucémicas o
frenar su crecimiento y division. Los mecanismos de accién
de los farmacos quimioterapéuticos convencionales incluyen
la inhibicién de la formacion del huso mitético (vincristina),
el blogueo de la sintesis del ADN (metotrexato, citarabina)
y proteinas (asparaginasa), el dafo al ADN (etopdsido, dau-
norrubicina, doxorrubicina) y la linfotoxicidad (esteroides). En
algunos casos, las células leucémicas se oponen a los efectos
citotdxicos de los quimioterapéuticos, es decir que son qui-
miorresistentes. Se considera que la guimiorresistencia es la
principal causa del fracaso en el tratamiento de la LLA. Hoy
en dia los protocolos quimioterapéuticas son mas eficientes
contra la LLA de linaje B (LLA-B) la cual representa la mayoria
de los casos de LLA (85%-30%), alcanzando tasas de curacion
de hasta 90% en ninos de paises desarrollados. Al contrario,
la LLA de linaje T (LLA-T), que representa solo el 10-15% de
todos los casos de LLA en nifos, tiene mal pronostico debido
a su alta quimiorresistencia y pocas alternativas terapéuticas
(Latoy cols., 2021).

En algunas ocasiones la LLA reaparece después del trata-
miento, esta situacion se conoce como recaida o recurrencia
(Hunger G Raetz, 2020). Se propone que las recaidas estan
causadas por la reactivacion de las pocas células mas resis-
tentes que escaparon al efecto de farmacos.

En los casos de quimiorresistencia y recaidas, la aplicacion de
un protocolo mas agresivo para eliminar las celulas leucémi-
cas puede causar efectos secundarios graves y contribuir a la
morbilidad.

Varios mecanismos pueden contribuir en el desarrollo de la
quimiorresistencia (Olivas-Aguirre y cols., 202 1b; Olivas-Agui-
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rre y cols., 2023; Pottosin y cols., 2023; Torres-Lépez y cols.,
2023). Algunos de ellos son la disminucién de la captacion
y el aumento de la excrecion de farmacos, las alteraciones
en el metabolismo celular o la reprogramacion metabolica de
las células cancerigenas que les permiten usar de una mane-
ra muy eficiente y flexible las diferentes fuentes de energia,
como la glucosa, los aminodcidos (glutamina), los lipidos o los
acidos grasos. Adicionalmente, en el caso del dano de macro-
moléculas y organelos celulares generado por los farmacos, la
célula cancerigena puede destruir y reciclar los componentes
dafados, usarlos para la sintesis de nuevas moléculas y sobre-
vivir. Importantemente, un tipo de cancer puede presentar si-
multaneamente varios mecanismos para escaparse del trata-
miento. Ademas, el microambiente de la célula tumoral puede
metabolizar los farmacos y proteger a las células cancerosas.

Por lo tanto, es importante entender los mecanismos de la
quimiorresistencia, especificos para la LLA, y aplicar este co-
nocimiento para superarla.

LA HISTORIA DETRAS DEL DESARROLLO DE UN
NUEVO MEDICAMENTO ANTILEUCEMICO

El camino de un compuesto desde el laboratorio al paciente
es un proceso que puede durar varios ahos, donde cada etapa
es indispensable para generar un farmaco funcional y seguro
(Olivas-Aguirre y cols., 2022).

La fase de descubrimiento es la primera etapa en este camino,
donde los estudios basicos tienen coma objetivo comprender
mejor un tipo de cancer en particular. El objetivo central es
entender las aberraciones en las células cancerosas, las cua-
les por un lado contribuyen a la malignidad y quimiorresis-
tencia, pero por otro pueden ser nuevas dianas terapéuticas
para los farmacos citotoxicos que impactan principalmente el

tumor sin mayor efecto a los tejidos sanos.

La fase preclinica esta enfocada en hacer las pruebas del nue-
vo farmaco en cultivos celulares “in vitro” y en modelos ani-
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males “in vivo". En esta etapa también se realiza la busqueda
de la férmula y la via de administracién mas eficaz, y se rea-
lizan los estudios de farmacocinética y toxicologia del farma-
co. Los farmacos con propiedades prometedoras se proponen
posteriormente para la fase clinica.

La fase clinica inicia solamente tras varios ahos de investiga-
cion basica y con el visto bueno de la agencia reguladora. En
esta fase se hacen las pruebas de como actla el compuesto
propuesto en las personas.

Para las primeras dos fases, se requiere un modelo in vitro ade-
cuado. Para nuestros estudios empleamos linfoblastos leucé-
micos derivados de sangre periférica 0 medula 6sea de un pa-
ciente con LLA. Normalmente, estas células se derivan de las
muestras que sobran después del diagnostico. Pueden ser las
células obtenidas recientemente (cultivos primarios) o, al con-
trario, muestras que se mantienen en el laboratorio por mucho
tiempo, v se llaman lineas celulares. Las células de muestras
primarias poseen la ventaja de derivarse directamente de un
paciente, lo que permite usarlas para la busqueda de terapias
individualizadas. Sin embargo, en su mayoria, estas muestras
son muy escasas y no sobreviven por tiempos largos en el la-
boratorio. Por esta razdn, los ensayos preclinicos en su mayorfa
se realizan usando varias lineas celulares, caracterizadas y cer-
tificadas, que se propagan con facilidad con el uso de protoco-
los estandarizados, lo que asegura la alta reproducibilidad de
los resultados. La mayoria de las lineas celulares leucémicas
han sido derivadas de pacientes en recaidas y representan los
casos quimiorresistentes (Valle-Reyes y cols., 2021).

El microambiente de los nichos leucémicos, en médula 6sea
y en sitios extramedulares como el tejido adiposo, puede
proteger a las células leucémicas contra la quimioterapia y
favorecer el desarrollo de células quimiorresistentes (Potto-
sin y cols., 2023). Por lo tanto, se propone realizar pruebas
preclinicas en cocultivos de células leucémicas con células
estromales de médula d¢sea o células adiposas, para aproxi-
marse a las condiciones de un nicho leucémico (Pottosin y
cols., 2023).
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RESISTENCIA A GLUCOCORTICOIDES:
UN DESAFIO CLINICO
Y UNA OPORTUNIDAD TERAPEUTICA

El cuerpo humano produce hormonas esteroideas denomina-
das glucocorticoides, que poseen la capacidad de suprimir la
viabilidad de los linfocitos sanos y leucémicos (Cain G Cid-
lowski, 2017). Basado en esto, se han generado glucocorti-
coides sintéticos con mayor potencia y permanencia como
la dexametasona (DEX), la prednisona y la prednisolona, los
cuales se emplean en multiples etapas del tratamiento de la
LLA con mucho éxito (Inabay cols., 2010). La respuesta a glu-
cocorticoides representa un factor pronostico (Pui G Evans,
2006; Pui G Evans, 2013). Sin embargo, algunos pacientes
exhiben limitada o nula sensibilidad a los glucacorticoides. Tal
resistencia esta asociada con un mayor riesgo de desarrollar
una recafda y un desenlace fatal. Por lo tanto, es fundamental
entender los mecanismos subyacentes a la resistencia a glu-
cocorticoides, a fin de mejorar la eficacia del tratamiento en
pacientes con leucemias de alto riesgo.

Analizamos criticamente la evidencia cientifica de los efectos
de los glucocorticoides en células leucémicas, tomando como
referencia un glucocorticoide sintético ampliamente usado, la
DEX (Qlivas-Aguirre y cols., 2021b), y observamos que los me-
canismos de resistencia a los glucocorticaides son multifacto-
riales y pueden variar entre pacientes. Para comprenderlos, es
fundamental considerar que estos farmacos ejercen su efecto
al unirse a receptores especificos en el interior de la célula.
Esta union activa la expresion de genes responsables de la
muerte celular. Sin embargo, algunas células leucémicas pue-
den presentar receptores de glucocorticoides disfuncionales,
incapaces de desencadenar esta respuesta. Otras células tie-
nen la capacidad de eliminar el farmaco del interior celular,
mientras que algunas simplemente limitan la transcripcion
de los genes necesarios para inducir l[a muerte celular. Estas
variaciones en la respuesta a los glucocorticoides destacan la
necesidad de investigar mas a fondo los mecanismas de resis-
tencia para desarrollar estrategias terapeuticas mas efectivas.
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Usando un analogo fluorescente de la DEX y técnicas avan-
zadas de microscopfa confocal y citometria de flujo, hemos
podido monitorear la dinamica de la DEX dentro de las células
leucémicas (Olivas-Aguirre y cols., 2023) y observamos que
las celulas de LLA resistentes a los glucocorticoides incorpo-
ran menores cantidades de la DEX y son capaces de expulsar
la DEX efectivamente. Habitualmente, los glucocorticoides
actlian a través del nlcleo. Efectivamente, hemos observa-
do la acumulacién de la DEX en el nucleo. Pero sorprenden-
temente observamos que alternativamente los principales
sitios de la acumulacion de la DEX en este caso fueron las
mitocondrias. Las mitocondrias son organelos bioenergéticos,
los cuales ademas de ser sitios metabalicos, controlan el me-
tabolismo celular, elementos del sistema de sefalizacién por
calcio y son ejecutores de la muerte celular.

En células de LLA, la administracién de la DEX inhibe el consu-
mo de la glucosa y la glutamina, fuentes esenciales de ener-
gfa para una celula cancerosa. Sin embargo, las células de LLA
se adaptan a esta condicién aumentando la oxidacién de los
acidos grasos por las mitocondrias, llevandolas a un estado
hiperfuncional que produce grandes cantidades de especies
reactivas de oxigeno.

El exceso de estas moléculas puede generar dafo y muer-
te celular. Para evitarlo, las células de LLA implementan un
proceso que se denomina mitofagia (mito: mitocondria y del
griego fagos: comer). Es decir, las células de LLA "digieren”
las mitocondrias alteradas. Dependiendo del contexto, la mi-
tofagia protege las células LLA resistentes a glucocorticoides
o contribuye en el proceso de muerte de las células sensi-
bles. Por otro lado, al bloquear el proceso de mitofagia se
promueve el efecto citotéxico de la DEX de igual manera en
las células LLA sensibles o resistentes. Otra estrategia para
superar la resistencia al DEX estd basada en nuestro hallazgo
de que las células resistentes tratadas con la DEX compensan
la deficiencia en metabolismo de glucosa y glutamina por un
aumento del metabolismo de los dcidos grasos. Asi, emplean-
do conjuntamente etomoxir, un farmaco que limita el trans-
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porte y el uso de acidos grasos, las células de LLA resistentes
se convierten en células sensibles a la DEX (Olivas-Aguirre y
cols., 2023). El papel importante que juegan las mitocondrias
en la quimiorresistencia de las células LLA se demuestra por
el efecto sinérgico de la DEX con agentes como el cannabidiol
(CBD) o la curcumina, los cuales inhiben la actividad bioe-
nergética de las mitocondrias (Olivas-Aguirre y cols., 20193,
2019b, 2021¢c, 2023).

En conjunto, nuestros datos comprueban que el tratamiento
con glucocorticoides no debe ser desestimado en pacientes
que exhiban resistencia, ya que las adaptaciones que generan
las células leucémicas pueden ser explotadas clinicamente
empleando conjuntamente farmacos dirigidos contra la mi-
tocondria (Olivas-Aguirre y cols., 2021c), al metabolismo lipi-
dico y a la mitofagia (Olivas-Aguirre y cols., 2023). Estos ha-
llazgos representan un hito en la generacion de alternativas
terapéuticas para el paciente leucémico de alto riesgo.

LA ERA DE LOS CANNABINOIDES: AVANCES Y
DESAFIOS EN LA TERAPIA ANTILEUCEMICA

El interés global en el CBD se debe a sus propiedades tera-
péuticas y la ausencia de efectos psicoactivos, es decir no
altera el animo, la percepcién o la conciencia del individuo.
No obstante, los mecanismos celulares de accién del CBD
han sido desconocidos por mucho tiempo. Nuestro estudio ha
contribuido al entendimiento de los efectos anticancerigenos
del CBD sobre leucemias B, T'y mieloides, asi como cancer de
mama y cancer cervicouterino (Olivas-Aguirre y cols., 2019a).
Importantemente, las células de LLA-T que representan las
LLA mas quimiorresistentes, demostraron una mayor suscep-
tibilidad al CBD en comparacién con otros tipos de cancer.
Hemos encontrado que el CBD causa la muerte de los linfo-
blastos leucémicos, alterando la morfologia y la funcionalidad
de las mitocondrias tras las primeras horas de administracion.
Cabe mencionar, que las células de LLA poseen pocas mito-
condrias y dependen criticamente de la funcién mitocondrial,
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lo cual hace a las células de LLA particularmente vulnerables
a los agentes dirigidos a las mitocondrias. Observamos que
las mitocondrias son las dianas principales para el CBD en las
células LLA-T, pero jqué hace el CBD en la mitocondria? Lo-
gramos precisar el mecanismo de accion del CBD. A través de
experimentos predictivos y evidencia publicada de otros in-
vestigadores identificamos a VDAC (voltage-dependent anion
channel, por sus siglas en inglés) como el blanco molecular
directo para el CBD. La proteina VDAC ocupa una paosicién uni-
ca, siendo la responsable del trafico de iones y de metaboli-
tos entre el interior de la mitocondria y el citosol. Observa-
mos que la union del CBD induce a un estado semicerrado
del canal VDAC, el cual es altamente selectivo para Ca’* pero
es impermeable para los metabolitos aniénicos como ATP. La
combinacién de estos factores favorece la entrada del Ca** a
la mitocondria que resulta en su sobrecarga e induccion de
una valvula de escape, un enorme poro en las dos membranas
mitocondriales que colapsa la funcion mitocondrial y permite
la salida de los “mensajeros de la muerte”, como el citocromo
c. Asi el CBD provaoca la muerte de las células LLA.

A nivel mundial, nuestra investigacion revela por primera vez
el mecanismo celular para el efecto antileucémico del CBD,
destacando a la mitocondria leucémica como un posible blan-
co terapéutico. Con base en esto, hemos explorado la factibili-
dad de la inclusién del CBD en los protocolos quimioterapéuti-
cos para el paciente leucémico (Olivas-Aguirre y cols., 2022).
Considerando que ademas de su actividad antileucémica, el
CBD también exhibe sinergia con multiples quimioterapéuti-
cos convencionales, posee efectos analgésicos, es Util contra
infecciones oportunistas y favorece el apetito del paciente
bajo quimioterapia.

Finalmente, el camino del CBD a la clinica estad actualmen-
te acortado, considerando que el uso pediatrico y seguridad
de CBD ha sido aprobado por la FDA en algunas otras enfer-
medades neurolégicas, como las convulsiones asociadas con
el sindrome de Lennox-Gastaut, el sindrome de Dravet o el
complejo de esclerosis tuberosa en pacientes de 1 afo de




Nuevas estrategias terapéuticas para leucemias agudas quimiorresistentes

edad o mas.. Concluimos en que los esfuerzos actuales debe-
ran enfocarse en mejorar los sistemas de administracion del
CBD a fin de mejorar su biodisponibilidad y eficacia contra los
distintos tipos de cancer.

TAMOXIFENO: UN FARMACO DE
REPOSICIONAMIENTO PARA LA LLA

El reposicionamiento farmacolégico estda enfocado en la
busqueda de nuevas aplicaciones de medicamentos que ya
han sido aprobados para el tratamiento de otras enferme-
dades. Esta estrategia tiene varias ventajas, debido a que ya
existe la informacion sobre la farmacocinética, la biodispo-
nibilidad, la formulacién y la seguridad para el farmaco can-
didato para el reposicionamiento, lo cual recorta su camino
hacia el paciente.

Nosotros estudiamos las propiedades antileucémicas del ta-
moxifeno (TAM), el cual ha sido usado tradicionalmente como
coadyuvante en el tratamiento de la quimioterapia en pacien-
tes con cadncer de mama, los cuales expresan receptores nu-
cleares de estrogeno (RE-at). En el tejido mamario, el estra-
diol (un tipo de estrégeno) se une a los RE-a. y favorece el
crecimiento del tejido. En tumores de mama, el TAM bloquea
la unién del estradiol a su receptor, evitando que el tumor siga
creciendo.

Sin embargo, se ha reportado que este farmaco afecta tam-
bién a diferentes tipos de glébulos blancos, incluidos linfaci-
tos y nos interesamos en buscar si los linfoblastos leucémicos
expresaban receptores de estrégeno nucleares RE-aL y RE-3,
o el receptor de estrogenos de membrana, acoplado a la pro-
teina G (GPER) el cual es poco estudiado. En nuestro labora-
torio, descubrimos que los linfocitos T (CD4*) derivados de
donadores no leucémicos, expresan los 3 tipos de receptores
de estrégeno, mientras que los linfoblastos derivados de la
LLA-T (lineas celulares) solamente expresan a GPER, pero en
menor nivel gue los linfocitos sanos.
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Empleando una de las lineas celulares mas utilizadas para el
estudio de las leucemias resistentes, las células Jurkat, las
cuales no responden al tratamiento con el DEX, encontramos
que el TAM es capaz de disminuir su viabilidad y la prolifera-
cion celular, deteniendo su ciclo celular, cambiando la expre-
sion de genes relacionados con muerte celular y la autofagia.
En ese sentido, encontramos que el TAM es un buen inductor
de autofagia y que, al tratar a las células con TAM, las Jur-
kat inicialmente resistentes a DEX se vuelven sensibles (To-
rres-Lopez y cols., 2019).

El monitoreo del cambio de potencial de la membrana mito-
condrial y de la dindmica de Ca’* en células leucémicas, asi
también los ensayos in silico evidenciaron que el TAM, similar
al inmunosupresor ciclosporina A, es capaz de interactuar con
una proteina mitocondrial llamada ciclofilina D e impide la
formacion del poro de permeabilidad. Este poro se forma de-
bido a la sobrecarga de Ca**, inducida, por ejemplo, por el CBD.
El uso secuencial del TAM con el CBD provoca la sobrecarga
sostenida del Ca** mitocondrial. La combinacién del TAM con
el CBD demuestra el sinergismo en su efecto antileucémico
(Olivas-Aguirre y cols., 2021a).

Actualmente, estudiamos la modulacion de la autofagia como
posible estrategia para combatir la resistencia a glucocorticoides.
Nuestro estudio preliminar, demuestra que el agonista selectivo
del GPER (G-1) es capaz de causar citotoxicidad en las células de
LLA. Sin embargo, G-1 actua de forma independiente del receptor,
alterando la dindmica de los microttbulos que conforman el cito-
esqueleto de las células (Torres-Lépez y cols., 2022).

FARMACOS DIRIGIDOS A LA
PLASTICIDAD METABOLICA TUMORAL:
UNA OPORTUNIDAD PARA MEJORAR
EL PROTOCOLO DE LA LLA DE ALTO RIESGO

La capacidad de las células cancerosas para combinar y cam-
biar diferentes vias metabdlicas se denomina “plasticidad
metabdlica”. Nuestros estudios evidencian que la plasticidad
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metabolica contribuye a la quimiorresistencia en la LLA, un
desafio que tenemos que combatir.

La mitocondria ejerce funciones bioenergéticas y es el re-
gulador central del proceso de reprogramacion y plastici-
dad metabdlica. Ademas, las mitocondrias son elementos
basicos para el anabolismo tumoral, controlan la homeos-
tasis redox y del Ca”, participan en la regulacion trans-
cripcional y gobiernan la muerte celular. Los farmacos que
inhiben la funcién mitocondrial (mitocans) comprometen
la plasticidad metabolica y disminuyen la quimiorresis-
tencia. En modelos de LLA, el CBD demostrd sinergia con
farmacos convencionales como la DEX y la doxarrubicina
(Olivas-Aguirre y cols., 2022; Olivas-Aguirre y cols., 2023).
Como ya se menciono en el capitulo correspondiente, la in-
hibicion del transporte de acidos grasos a mitocondria con
etomoxir sensibilizé a la DEX las células de LLA-T resisten-
tes, mientras que en las células de LLA-T sensibles a la DEX,
el etomoxir y la DEX demostraron sinergia (Olivas-Aguirre vy
cols., 2023).

La autofagia es también una estrategia importante para la
quimiorresistencia en la LLA (Torres-Lopez G Dobrovinskaya,
2023). La autofagia no solamente elimina las macromoléculas
y los organelos dafnados, sino que por su reciclaje sirve como
fuente de energfa para la produccion de ATP y para los proce-
sos biosintéticos, contribuyendo a la plasticidad metabdlica.
Nuestros datos evidencian que existe un nivel “optimo” de au-
tofagia, para resistir la citotoxicidad de los farmacos. Tanto la
inhibicién como la estimulacién farmacoldgica de la autofagia
pueden ayudar a superar la quimiorresistencia (Torres-Lopez
y cols., 2019; Olivas-Aguirre y cols., 2023).

En conclusion, el papel de la reprogramacion metabdlica y
la autofagia/mitofagia, que son los mecanismos importantes
de quimiorresistencia en la LLA, deben considerarse en un
contexto mas amplio, incluyendo mas fenotipos de leucemia,
para revelar los mecanismos subyacentes en detalle y evaluar
su capacidad traslacional.
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INTRODUCCION

A lo largo de la evolucion de las especies, en la lucha por
sobrevivir, los organismos desarrollaron mecanismos de de-
fensa que poco a poco llevaron a complejos sistemas inmunes
capaces de reconocer lo propio de lo ajeno. Es asf como hace
aproximadamente 416 millones de afos, con el surgimiento
de los primeros organismos vertebrados mandibulados (gna-
téstomos) surgieron también los linajes celulares precursores
de los linfocitos Ty B, bases del exitoso sistema inmune adap-
tativo. Hasta ahora se sabe que todos los organismas verte-
brados mandibulados mas evolucionados, entre ellos nuestra
especie, el Homo sapiens sapiens, cuentan con los elementos
esenciales del sistema inmune adaptativo: inmunoglobulinas
(Ig), receptor de células T (TCR), y genes del complejo mayor
de histocompatibilidad (MHC) (Hirano, y cols., 2011).

En la inmunidad adaptativa participan células inmunitarias
especializadas como las células T que tienen un rol esencial
en el proceso de la inmunidad antitumoral. Su activacion re-
quiere multiples senales, que incluyen: el reconocimiento por
parte del Receptor de Células T (TCR) de un péptido antigé-
nico del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) en la
superficie de una Célula Presentadora de Antigeno (APC); fac-
tores co-estimulatorios y la sefalizacion por citocinas.

La terapia celular adoptiva (TCA) es un tipo de inmunoterapia
basada en la infusién de linfocitos T tras ser expandidos/mul-
tiplicados y/o modificados in vitro potenciando asi el sistema
inmune del individuo. La TCA se ha utilizado para mediar la
respuesta del rechazo a aloinjertos y al tratamiento de tu-
mores. Los primeros ensayos clinicos exitosos en los cuales
se utilizo este tipo de inmunoterapia fueron en 1980, en pa-
cientes con melanoma metastasico utilizando linfocitos auto-
logos que infiltran el tumor (TIL por sus siglas en inglés “tu-
mour-infiltrating lymphocytes”) y en pacientes con leucemia
con recalida tratados con infusiones de linfocitos alogénicos.
Las técnicas de transferencia de genes fueron desarrolladas
en 1990, con el fin de redireccionar la especificidad de los
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linfocitos T a través de receptores quimeéricos, los cuales es-
tan disefados para tener una respuesta inmune en contra de
antigenos tumorales (June y cols., 2018). En el caso de las
neoplasias hematologicas, la ventaja observada en pacientes
a los cuales se les administraban infusiones de linfocitos T
alogénicos era el efecto de este injerto-contra-leucemia (GVL
graft-versus-leukaemia). Sin embargo, a su vez se observaba
como contraparte la presencia de enfermedad injerto contra
huésped, ante lo cual era necesario identificar y separar ague-
llos linfocitos T beneficiosos de aquéllos perjudiciales. Uno
de los objetivos de finales del siglo XX, fue la busqueda para
seleccionar y amplificar de manera natural estos linfacitos T.
Para esto, el advenimiento de la replicacion utilizando vecto-
res virales dio lugar a nuevas posibilidades en el campo de la
terapia celular con el potencial de madificar genéticamente
linfocitos T (Sadelain, y cols., 2017).

La TCA incluye la inmunoterapia de células T con receptor
de antigeno quimérico (terapia de células T con CAR). Este
tipo de inmunoterapia es usada para combatir enfermedades
como el cancer, ya que presenta numerosas ventajas sobre
células que expresen un TCR nativo como:

1. Las celulas CAR-T pueden reconocer antigenos tumora-
les de manera independiente del antigeno leucacitario
humano (HLA), lo que permite su uso en el tratamiento
de una amplia gama de pacientes, independientemente
del tipo de HLA. Ademas, las células CAR-T pueden supe-
rar la capacidad del tumor de evadir los mecanismos de
deteccién inmunologica mediante la desregulacion de
las moléculas HLA en la superficie celular.

2. Los CAR-T pueden reconocer no sélo antigenos protei-
cos, sino también antigenos tales como los carbohidra-
tos y glicolipidos, lo que permite a la célula CAR-T res-
ponder a un mayor rango de objetivos comparado con
los TCR nativos.

3. La habilidad de generar una gran cantidad de células T
especificas antitumorales en un periodo de tiempo relati-
vamente corto hace viable su uso en el escenario clinico.
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Los CAR-T han evolucionado para ser cada vez mas efectivos y
seguros, dando lugar a distintas generaciones de CAR-T, siendo
las de primera generacion las que estaban disefiadas para con-
tener un solo dominio de senalizacién (derivado de la cadena
CD3f). Dicha cadena provee una sefal primaria que resulta en
la activacion de células T, lisis de la célula objetivo, secrecion
de citocinas y funcién antitumoral in vivo. Sin embargo, el
efecto antitumoral de la primera generacion CAR-T fue limi-
tado: las células T con solo una sefal resultaron en anergia,
pobre secrecién de citocinas, pobre proliferacion vy, eventual-
mente, apoptosis. Para cambiar esto, la segunda generacion de
CAR-T fue desarrollada para incorporar un dominio co-estimu-
lador (sefal 2), el cual era capaz de generar tanto la sefal 1
como la sefnal 2 al encontrar el antigeno tumoral objetivo. Los
primeras ensayos clinicos que usaron células CAR-T de prime-
ra generacién no demostraron beneficio clinico significativo,
mientras que la segunda generacién mostré una proliferacion
mas potente y persistente. En un estudio con 6 pacientes con
linfoma de células B se demostré por primera vez la superiori-
dad de las células CAR-T de segunda generacion contra las de
primera generacion (Savoldo) (Zhu, y cols., 2016). Actualmen-
te se desarrollan en CAR-T de 32, 42 y hasta 52 generacion con
diferentes caracteristicas, buscando incrementar su eficacia y
disminuyendo los mecanismos de escape inmunoldgico.

INDICACIONES PARA CELULAS CAR-T

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es el cancer mas fre-
cuente en la infancia y adolescencia. Representa hasta 25%
de los canceres pediatricos y el 72% de los casos de leucemia
en esta poblacién, con una incidencia anual de 3-4 casos por
cada 100 mil personas menores de 15 anos de edad. Actual-
mente, con supervivencias por arriba del 90% en palfses de
alto ingreso, del 15% al 20% presentan recaida durante el
curso de la enfermedad. De ellos, Unicamente del 60% al 80%
logran una segunda respuesta completa con protocolos de
quimioterapia intensa. Este resultado varfa en funcién de la
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temporalidad en la que se presente esta recaida (temprana o
tardia), el sitio de recaida (médula 0sea aislada, extramedular
aislada o mixta) y el uso del trasplante de células progenito-
ras hematopoyéticas como parte del tratamiento de conso-
lidacion. En aquellos pacientes con recafda y sin factores de
riesgo para recaida, con la quimioterapia convencional segui-
da del trasplante se puede alcanzar hasta 80% de cura, mas
en aguellos pacientes con recaida posterior al trasplante sola-
mente se ha observado un 15% de supervivencia y, Unicamen-
te 30% de aquellos pacientes son considerados candidatos
para un segundo trasplante (Krogery cols., 2022).

En pediatria, mejorar estos porcentajes de supervivencia es
de vital importancia, por lo que, se contempla el uso de linfo-
citos T con CAR bajo las siguientes indicaciones:

- LLA refractaria a tratamiento.

- Recaida de LLA refractaria a tratamiento.

- Segunda recaida de LLA.

- Recalida posterior al trasplante alogénico de células pro-
genitoras hematopoyeéticas.

+ LLA de muy alto riesgo que deben de manejarse con
trasplante alogénico pero que no son candidatos a éste.

Actualmente se evalua el disefio de ensayos clinicos para su
uso como terapias de primera linea de tratamiento.

LLA-B en recaida o refractaria (R/R)

LLA-B R/R se refiere a leucemia linfoblastica aguda de células
B en recalda o refractaria. Esto implica que la enfermedad ha
regresado después del tratamiento (recaida) o que no ha res-
pondido al tratamiento inicial (refractaria). Las guias de Reino
Unido sobre LLA-B en Recaida 2021, versién 1.1 define la re-
calda de la siguiente manera (0'Connor vy cols., 2021).

Recaida en médula 6sea: deteccion de >1% de blastos
en la médula ésea mediante dos técnicas independien-
tes: citometria de flujo, métodos moleculares y/o marca-
dores genéticos especificos de leucemia.
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Recaida a sistema nervioso central: deteccién de >5
globulos blancos/microlitro en liquido cefalorraquideo o
estudios de imagen (resonancia magnética o tomografia)
sugestivos de leucemia confirmados histolégicamente.
Recaida testicular: aumento de volumen testicular con
células leucémicas confirmadas por biopsia analizada
por citometria de flujo y/o deteccién de marcadores ge-
néticos especificos de leucemia.

Recaida extramedular: la deteccién de células leucé-
micas mediante citometria de flujo / inmunohistoquimi-
ca y/o deteccion de marcadores genéticos especificos
de leucemia en cualquier otro sitio.

Recaida combinada: recaida extramedular, como se de-
finié anteriormente, con deteccion de >1% de blastos en
la medula 6sea.

REGIMEN DE INMUNO DEPLECION

La cuenta leucocitaria total previa a la infusién de acuerdo
con muchas gufas es de 500 células/pL o una cuenta de
CD3* de 150 células/uL previo al inicio de la aféresis, sien-
do el minimo recomendado de 100 células/uL (Hay y cols.,
2019).

Es poco lo que se ha publicado en cuanto a regimenes de qui-
mioterapia para lograr una ¢ptima linfodeplecion previa a la
infusion de células CAR-T. En el 87% de los pacientes tratados
dentro del protocolo ELIANA, donde utilizaron la quimiotera-
pia como tratamiento puente previo, los farmacos utilizados
fueron a libre eleccién de cada centro de estudio. Lo que se
ha logrado concluir es que la exposicién a >2 ciclos de qui-
mioterapia mieloablativa da lugar a un mayor riesgo de infec-
ciones de grado >3. (Frey, n.d.)

El uso de fludarabina como parte del régimen de acondicio-
namiento, en dosis que van en un rango desde 11 hasta 70
mg (con una media de 41 mg), logrando un area bajo la curva
(AUC) de 13.8 mgh/L, se ha asociado con una reduccién en
la recaida de la enfermedad y con un impacto positivo en la
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supervivencia global de los pacientes. Sin embargo, el me-
canismo por el cual se logra esto aun no se ha determinado
(Fabrizio y cols., 2022).

La eleccion del régimen de quimioterapia para conseguir la
linfodeplecion en estos pacientes es variable y depende del
criterio del investigador. Actualmente no hay un régimen es-
tablecido sin embargo debe ser suficientemente efectiva para
lograr la mielosupresion deseada en un solo ciclo, evitando
toxicidades que retrasen la infusion de CAR-T.

RESULTADOS EN LEUCEMIA'Y
LINFOMAS EN PEDIATRIA

Dentro del panorama terapéutico actual, la terapia con células
CAR-T, representa la vanguardia mas avanzada para la recaida
y enfermedad refractaria en leucemia linfoblastica aguda de
células B (LLA-B) y linfoma No Hodgkin de células B (B-NHL).
Como toda terapia novedosa de vanguardia, actualmente se
presenta una transicion de la etapa no-clinica a la clinicay la
informacién en este apasionante campo esta aun forjandose
en multiples protocolos de investigacion a nivel mundial. Es-
capa del proposito de este capitulo abarcar todos los estudios
clinicos que se estan realizando en el mundo actualmente,
sin embargo, se mencionan los resultados clinicos obtenidos
en estudios emblematicos y recientes en poblacion adulta;
analizando aqui datos como el porcentaje de pacientes gue
alcanzaron la remisién completa (CR), supervivencia (0S), su-
pervivencia libre de evento (EFS), principales complicaciones,
dificultades y tendencias futuras.

Resultados de terapia celular CAR-T en
leucemia linfoblastica aguda de células B (LLA-B)

La LLA-B es una enfermedad hematoldgica comun con un po-
bre prondstico para la mayoria de los pacientes. Actualmente,
el trasplante de médula 6sea es el mejor tratamiento.
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Las terapias iniciales de células CAR-T contra CD19 obtuvieron
resultados insatisfactorios en el tratamiento de la LLA-B refrac-
taria o en recaida (R/R), pues mds de la mitad de los pacientes
presentd recaida posterior a su administracion. Sin embargo, la
terapia de células CAR-T combinada con el trasplante alogénico
de células progenitoras pudo incrementar la supervivencia.

En el ensayo clinico de fase Il ELIANA (NCT02435849), realizado
entre 2015y 2019, se tratd a 79 pacientes pediatricos y adultos
jévenes can leucemia linfoblastica aguda de células B en recaida
o refractaria (LLA-B R/R) utilizando, terapia celular CAR-T an-
ti-CD19 (Tisagenlecleucel). La tasa de respuesta general (ORR)
alcanzé el 82%, aunque no se desglosaron los porcentajes es-
pecificos de remision completa (CR) y remisién completa con
recuperacion hematoldgica incompleta. La supervivencia libre
de recaida (RFS) fue del 58% a los 24 meses y del 52% a los 36
meses. En promedio, la supervivencia libre de eventos (EFS) fue
de 24 meses para todos los pacientes que recibieron la terapia,
con una EFS a los 36 meses del 44%. Se reportaron 24 recaidas
en total, de las cuales seis (25%) ocurrieron mas de 12 meses
después de la infusién. La supervivencia global (0S) atin no se
ha determinado, pero la estimacion mas reciente a los 36 me-
ses es del 63%. Entre los pacientes que respondieron, el tiempo
promedio para la recuperacion de células B fue del 35.3%, y la
probabilidad de aplasia persistente de células B a los 12 y 24
meses post-infusion fue del 71% y 59%, respectivamente. Los
efectos adversos principales incluyeron infecciones (20.4%) y
trastornos cutdneos (6.1%). (Laetschy cols., 2023).

En otro estudio multicéntrico pediatrico fase Il que incluyd
75 pacientes con LLA-B R/R entre 2015 y 2017, se infundio
terapia celular CAR-T anti-CD19 (tisagenlecleucel). La media
de edad fue de 11 afos (2 a 23 afos), media de tratamientos
previos: 3, (rango 1 a 8), 46 pacientes (61%) recibieron tras-
plante alogénico de células progenitoras hematopoyéticas.
72 de 75 pacientes recibieron quimioterapia para linfodeple-
cion (96%). La dosis media ajustada a peso fue de 3.1x10°kg
(rango 0.2x10° a 5.4x10° células por kg). De los 75 pacientes
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que recibieron infusion de tisagenlecleucel, se reportd una
tasa de remision general del 81% [45 pacientes (60%) al-
canzaron una CRy 16 (21%) alcanzaron CR con recuperacion
hematoldgica incompleta]. Todos los pacientes que tuvieron
una buena respuesta general, con o sin recuperacion hema-
toldgica, tuvieron una enfermedad minima residual (EMR) ne-
gativa; 95% de los pacientes tenfan su EMR negativa para el
dia 28. La tasa de EFS fue del 73% a 6 meses y del 50% a 12
meses. La tasa de 0S fue del 90% a los 6 meses y del 76%
a los 12 meses posteriores a la infusion. Todos los pacientes
que respondieron al tratamiento presentaron aplasia de célu-
las B. EL CRS ocurrié en 58 de 75 pacientes (77%); 35 de 75
pacientes (47%) fueron admitidos a Terapia Intensiva para el
manejo de CRS. 30 de 75 pacientes (40%) presentaron alguin
evento neurologico. 31 de 75 pacientes (41%) presentaron
trombaocitopenia grado 3 6 4; 53% neutropenia grado 3 o0 4;
y, 45% presentd infecciones. 19 pacientes fallecieron (1 por
hemorragia cerebral en el contexto de coagulopatia y CRS, 18
pacientes fallecieron por progresién de la LLA-B) (Maude, y
cols., 2018).

En otro estudio que incluyd 30 pacientes adultos con LLA-B
que recibieron terapia inmunoldgica con células CAR-T an-
ti-CD19, la media de supervivencia fue de 7.5 meses y 13 pa-
cientes (43%) alcanzaron una respuesta completa. Se hace
notar que 7 de 12 pacientes (58.3%) tratados con terapia ce-
lular CAR-T que no alcanzaron una respuesta completa, reci-
bieron posteriormente Blinatumumab/inotuzumab y alcanza-
ron una respuesta completa. Por lo tanto, se requieren nuevas
estrategias terapéeuticas para poder reducir el riesgo asociado
al tratamiento y mejorar el pronéstico (Cheny cols., 2022).

Se ha observado que los pacientes con LLA-B son propensos
a presentar recaidas después de recibir inmunoterapia contra
CD19. Por ello, en la blusqueda de nuevas estrategias se ha
considerado el marcador celular de pobre pronéstico en LLA-B:
CD72. La incorporacion de nano cuerpos sintéticos especificos
contra CD72 en los CAR-T ha demostrado una robusta actividad
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contra células B malignas, lo que ofrece nuevas opciones para
el tratamiento. Ademas, si bien la terapia de células CAR-T
monoespecifica contra CD19 esta limitada en ciertas condi-
ciones; dichas limitaciones pueden ser superadas por las cé-
lulas CAR-T bi-especificas contra CD19 y CD22. En un estudio
de 6 pacientes con R/R LLA-B que recibieron terapia celular
CAR-T bi-especificas, todos alcanzaron CR con EMR negativa.
Los pacientes con LLA-B que recibieron trasplante alogénico
de células hematopoyeticas, sélo aquellos que alcanzaron una
segunda remision sin EMR alcanzaron una supervivencia a lar-
g0 plazo satisfactaria. Todos los pacientes con LLA-B alcanza-
ron una rapida erradicacion tumoral y respuesta completa con
EMR (-) después del tratamiento con terapia celular CAR-T.

Se ha observado que uno de los principales efectos adversos
del uso de la terapia celular CAR-T es la elevacién de citocinas,
que esta directamente relacionada a la carga tumoral durante
la infusion de células CAR-T. Ciertos pacientes pueden llegar a
requerir esteroides para aminorar la toxicidad mediada por cito-
cinas. Un estudio indicé que, entre 30 pacientes con LLA-B R/R,
27 (90%) alcanzo CR, el EFS a 6 meses fue de 67% y la OS fue
de 78%. Sin embargo, 27% de los pacientes presenté sindrome
de liberacion de citocinas severo, que fue aliviado tras la admi-
nistracion de anticuerpos anti-IL-6. Esto puede deberse a la alta
carga tumoral previa a la infusion de terapia celular CAR-T (Chen
y cols., 2022). Los pacientes con LLA-B son propensos a desa-
rrollar el Sindrome de Liberacion de Citocinas (CRS) después de
la terapia con CAR-T. Los esteroides o inhibidores de IL-6 pueden
tratar el CRS de manera efectiva. La proteina C-reactiva sérica
es un indicador confiable para evaluar la severidad del CRS. La
recaida de pacientes con LLA tras un tratamiento con terapia
celular CAR-T monoespecifica puede estar relacionada al escape
del antigeno tumoral. La terapia celular CAR-T bie-specifica con-
tra CD19 y (D22 (CTA101) basada en tecnologfa CRISPR/Cas9
tiene ventajas como nueva terapia; 5 de 6 pacientes con LLA-B
R/R aceptados para infusion de CTAT01 alcanzaron CR o CR con
recuperacion hematologica incompleta y EMR negativa, una CR
de 83.3% (Cheny cols., 2022).
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Resultados de terapia celular CAR-T en
leucemia linfoblastica aguda de células T (LLA-T)

A pesar de los alentadores resultados del tratamiento con te-
rapia celular CAR-T en LLA-B, el tratamiento de LLA-T persiste
con desafios significativos. La LLA-T es una malignidad he-
matoldgica causada por una transformacion maligna y expan-
sion clonal de precursores de linaje T en la médula dsea y en
el timo. Esta ocurre principalmente en nifios y adolescentes
y, tiene una mayor tasa de recurrencia, menor tasa de remi-
sién y una mas baja tasa de supervivencia a largo plazo que la
LLA-B. EL CD7 es un objetivo terapéutico prometedor debido a
su amplia expresion en casi todas las malignidades de células
T. Estudios han indicado que la terapia celular CAR-T anti-CD7
tiene un importante rol en el tratamiento de la LLA-T. 20 par-
ticipantes recibieron terapia celular CAR-T anti-CD7 y 90% (18
pacientes) alcanzaron CR. La mayoria de los pacientes expe-
rimentd reacciones adversas como el sindrome de liberacion
de citocinas (CRS), la mayoria de las reacciones fue reversible
y solo un paciente murié de neumonia fungica relacionada a
hemorragia pulmonar. Otro estudio confirmd que de 14 pa-
cientes con LLA-T R/R y 6 pacientes con Linfoma Linfobl3sti-
co tratados con terapia celular CAR-T anti-CD7, 19 pacientes
alcanzaron CR con EMR negativa para el dia 28; mientras que
otro estudio report6é que un paciente con LLA-T recibio6 tera-
pia celular CAR-T anti CD7 a razén de 5X10°%/kg vy la sangre y
médula 6sea del paciente alcanzaron remision. Otro paciente
con LLA-T recibi6 terapia celular CAR-T autéloga anti-CD7 y
alcanzo remision en el dia 17, aunque experimentd sintoma-
tologfa de citopenias del dia 14 al 21, este paciente acepto
HSCT después de alcanzar la CR, lo que sugiere que la tera-
pia celular CAR-T anti-CD7 puede ser una estrategia seguray
efectiva para el tratamiento con LLA-T (Cheny cols., 2022).

Un importante tema en el uso de células CAR-T anti-CD7 es el
“fratricidio”, término que se refiere a la eliminacion de células
CAR-T terapéuticas por parte de otras células CAR-T debido a
que también expresan CD7. El fendmeno de fratricidio impli-
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ca una reduccion en la actividad antitumoral y en la super-
vivencia de las células CAR-T v, por lo tanto, tienen un éxito
terapéutico limitado. Actualmente, se investiga como evitar el
fenémeno de fratricidio, y algunas de las lineas de investiga-
cion son: las técnicas basadas en nano cuerpos; la seleccion
de células CAR-T naturalmente resistentes al fratricidio; vy, el
uso de anticuerpos o blogueadores de expresion proteica por
edicién genética usando el sistema CRISPR/Cas9 para intentar
reducir la expresion de CD7 en las células CAR-T (Karsten vy
cols., 2023).

Asi, en un estudio usando un fragmento de nano cuerpo an-
ti-CD7 acoplado con un reticulo endopldsmico/dominio de re-
tencion Golgi, se demostrd que las células transducidas con
CD7-CAR fueron capaces de prevenir el fratricidio y lograr ex-
pansion. Estas células demostraron potencial antitumoral en
malignidades CD7-positivas en un modelo xenografico deriva-
do de paciente (Chen vy cols., 2022).

Png y cols., conjugaron el bloqueador de expresién proteica
(PEBL) con el fragmento CD7. Este PEBL-anti-CD7 elimina la
expresion de CD7 en células T, lo que efectivamente inhibe el
fratricidio mediado por células CAR-T sin dafar la prolifera-
cion de células T o la habilidad de secrecion de interferén-gy
factor de necrosis tumoral. Las células PEBLS-CAR-T son cito-
toxicas para las células leucémicas CD7* in vitro y en modelos
xenograficos derivados del paciente. Xie et al han demostrado
como células CAR-T-CD7 basadas en CRISPR y células CAR-T
con edicion del locus del receptor constante Alpha (TRAC),
pueden proliferar eficientemente y matar células LLA-T in vi-
tro ex vivo.

Resultados de terapia celular CAR-T
en linfoma no Hodgkin (NHL).

El linfoma No Hodgkin (NHL) es una enfermedad heterogé-
neay la mayoria de los NHLs son de tipo B (70%-85%). A pe-
sar de los avances en regimenes de quimioterapia y nuevos
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tratamientos, esta enfermedad aun es incurable. La terapia
celular con células CAR-T anti-CD19 axicabtagene ciloleucel
(Axi-Cel) tiene un efecto significativo en pacientes con lin-
foma refractario de células B grandes. Después del fallo de
la terapia convencional, 111 pacientes recibieron terapia con
Axi-Cel, y se observé que: la tasa de respuesta fue del 82%,
la tasa de CR fue del 54%; 42% de los pacientes tuvieron
una remision sostenida y la 0S de todos los pacientes fue
del 52% a 18 meses de seguimiento. Los efectos adversos
mas frecuentes fueron neutropenia (78%), anemia (43%) vy
trombocitopenia (38%). Los pacientes que recibieron terapia
celular CAR-T con Axi-Cel tuvieron un alto nivel de respuesta
duradera (Cheny cols., 2022).

Un estudio a largo plazo indico que 60% de los pacientes
con linfoma de células B tratados con terapia celular CAR-T
anti CD19 (CTLO19) estaban aun en remisién después de 5
anos y los efectos clinicos del CTLO19 no se vieron afec-
tados, aunque diferentes pacientes aceptaron diferentes
regimenes de linfodeplecidn. Por otra parte, CD28 y 4-1BB
pueden activar diferentes vias de sefalizacion y combi-
narlas para solucionar las limitaciones de usar Unicamen-
te coestimulacién. Un total de 16 pacientes con linfoma
refractario/Recaida aceptod la infusion de terapia celular
CAR-T 2G (monoespecifica anti-CD28) y 3G CAR-T (an-
ti-CD28 y 4-1BB). De estos, 3 pacientes alcanzaron CRy 3
pacientes PR. CRS ocurrié en 6 pacientes, pero los sinto-
mas fueron leves y no requirieron terapia anti-IL-6. Lo que
indica que CD28 combinado con 4-1BB puede producir un
efecto terapéutico satisfactorio en pacientes con linfoma.
Una célula CAR-T que sea capaz de reconocer el receptor
CXCR5 con alta afinidad puede unirse a células de B-NHL,
pues el CXCR5 es altamente expresado en la superficie de
las células de los linfomas. La aplicacién de células CAR-T
anti-CXCR5 en modelos de linfomas en ratones demostro
que éstas son capaces de matar las células B malignas. Esta
es una nuevay promisoria estrategia para el tratamiento de
B-NHL (Cheny cols., 2022).
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La terapia celular CAR-T en B-NHL puede causar varias reac-
ciones adversas y el pronostico de los pacientes no es tan
satisfactorio como en ALL; la menor tasa de respuesta puede
estar relacionada a la barrera fisica del tumor y su microam-
biente inhibitorio. Ademas, varios pacientes recayeron des-
pués del tratamiento, lo que puede estar relacionado con la
limitada persistencia de las células CAR-T y a escape de anti-
geno CD19 (Cheny cols., 2022; Karsten, y cols., 2023).

Estudios sugieren que cerca de la mitad de los pacientes con lin-
foma difuso de células B grandes (DLBCL) en recaida o refractarios
experimentaron efectos adversos severos tras la terapia celular
CAR-T. Axi-Cel y tisagenlecleucel son nuevas terapias celulares
CAR-T que combinan células CAR-T con una proteina de fusién en-
tre interferén y un anticuerpo monoclonal anti-CD20, junto con un
inhibidor o sensibilizador que tiene efectos regulatorios de apop-
tosis. La tasa de remision en estos pacientes puede alcanzar el
839%, v la tasa de remision completa (CR) estd entre el 40% vy el
58%. Ademas, los efectos adversos de las células CAR-T se vieron
significativamente reducidos (Cheny cols., 2022).

Aungue el efecto de las células CAR-T en NHL es impresionan-
te, la terapia con un solo objetivo aun tiene sus limitaciones.
La causa mas comun es el escape inmune del tumor debido
a la pérdida antigenica, por lo que las células CAR-T de multi-
ples objetivas podrian alcanzar un mejor efecto terapéutico.

RECAIDA A SISTEMA NERVIOSO CENTRAL (SNC)

Actualmente, se ha observado que entre el 80% y el 100% de
los pacientes tienen una respuesta completa, y del 30% al 50%
mantienen una supervivencia global a 5 anos. Entre los tipos de
recaida de la LLA, el 20% al 40% se presentan de manera aislada
o combinada en el SNC. La recaida en el SNC ha sido uno de los
criterios de exclusion en los ensayos clinicos de células CAR-T di-
rigidas a CD19 debido a la neurotoxicidad severa que esto podria
involucrar. Sin embargo, se ha observado que estas células pue-
den penetrar en el SNC y tener una toxicidad aceptable; aunque
los estudios al respecto son muy limitados (Rives, 2021).
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Uno de estos estudios, publicado en The Lancet Hematology
(2021), analizé cinco protocolos llevados a cabo en el Children’s
Hospital of Philadelphia para valorar la “actividad” y seguridad
del uso de las células CAR-T en pacientes con SNC positivo, com-
parando los resultados con aquellos pacientes que Unicamente
presentaban enfermedad en la médula dsea e identificando po-
sibles factores que pudiesen afectar el resultado global. En este
analisis se incluyeron 195 pacientes de 1 a 29 afhos de edad con
LLA refractaria o con recaida y CD19+. Los resultados mostraron
que 66 pacientes (34%) tenfan SNC positivo, y se les clasifico
en dos subgrupos: LLA con afeccién combinada (médula 6sea y
SNC) y SNC aislado (22%). Se observé que la proporcion de pa-
cientes con respuesta completa era similar a la de los pacientes
con recaida aislada en la médula ésea (64/66: 97% vs. 121/129:
949%), sin diferencias significativas en la supervivencia libre de
eventos (60% vs. 60%, p=0.5) o en la supervivencia global (83%
vs. 71%, p=0.39). Hasta ahora, los factores asociados con un
mayor riesgo de neurotoxicidad severa son la carga tumoral/
leucémica y las enfermedades neurolégicas preexistentes. Sin
embargo, su incidencia es un factor independiente del estatus
del SNC previo al inicio de la infusion (Leahy, y cols., 2021).

FACTORES PRONGSTICOS DE RECAIDA

Un alto porcentaje de los pacientes presenta pérdida del fun-
cionamiento de las células CAR-T en meses posteriores a su
infusion, siendo la recuperacién de la aplasia un marcador
sugestivo de ello (>0.01% blastos en médula y/o sangre pe-
riférica). Una de las limitaciones de la recaida posterior a la
infusion es la existencia de otro perfil de pacientes en quie-
nes, a pesar de la persistencia de las células CAR- T en el
organismo, puede haber un escape a la deteccion de CD19,
siendo producto de mutaciones/variantes en CD19 que no son
reconocibles (Hay y cols., 2019; Kréger y cols., 2022). EL 73%
de los pacientes presentan recafda en los primeros 6 meses
posterior al uso de la terapia celular, 68% con blastos CD19+
vs 27% con blastos CD19-, teniendo esta ultima asociacion
directa al uso de fludarabina (Hay, y cols., 2019).

203



ATENDER Y ENTENDER LA LEUCEMIA INFANTIL: armonizacidn, innovacién e integracién

En un analisis combinado de los protocolos ELIANA y ENSIGN,
en el cual se utilizé la EMR en sangre periférica y/o médula
0sea posterior a la infusion con Tisagenlecleucel en pacientes
con leucemia linfoblastica aguda como predictor de recaida,
se comparo la sensibilidad de la EMR mediante citometria de
flujo vs secuenciacién de siguiente generacién (blastos 10-4
vs =10-6), siendo la secuenciacion en médula 6sea el mar-
cador mas sensible y temprano para la deteccion de aquéllos
pacientes con riesgo de recaida. Su interpretacion esta supe-
ditada al hecho de que la terapia celular da lugar a remisiones
profundas, por lo que cualquier grado de enfermedad detec-
table es un indicador de falta de respuesta al tratamiento, lo
cual ayuda a distinguir qué grupo de pacientes se benefician
Unicamente de la terapia celular, de aquéllos que ameritan
consolidacion ya sea con TCPH u otros regimenes de quimio-
terapia. Se tomaron en cuenta tres puntos de corte, 28 dias
posterior a la infusién (EFSy 0S 4.6 y 16 meses para aquellos
con EMR positiva a este punto de corte). Un grupo de pacien-
tes tuvo una respuesta tardia (EMR positiva), 3 meses y 6
meses, siendo el primer ano de tratamiento crucial para dicha
determinacion, observando que aquellos pacientes con pérdi-
da de la aplasia de linfocitos B o EMR detectable en los prime-
ros 6 meses posterior a la infusién tienen los peores desen-
laces. La EMR (sensibilidad =10-4) obtenida de médula 6sea
analizada mediante secuenciacion de siguiente generacion, la
aplasia de linfocitos B y la incidencia del sindrome de libera-
cién de citocinas (CRS) se asocian a una incidencia acumulada
para recaida (Pulsipher y cols., 2022). De acuerdo con ensa-
yos clinicos llevados a cabo, tanto en pacientes pediatricos
como adultos, la quimioterapia altamente aplasiante seguida
de la infusion de celulas CAR-T autdlogas da lugar a respuesta
completa en tasas que van del 63 al 93%. En un estudio fase
1/2 llevado a cabo en un Centro de Investigacién del Céncer
en la ciudad de Seattle, Washington, se tomaron en cuenta
53 pacientes de >18 anos, con una mediana de seguimiento
de 30.9 meses. 14 pacientes (26%) recibieron quimioterapia
sistémica como terapia puente previo a la leucoaféresis. Nue-
vamente en este estudio se observa el importante papel que
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tiene la eleccion del método a través del cual se realiza el
seguimiento de los pacientes, siendo la EMR mediante se-
cuenciacion negativa un importante marcador. Tres semanas
posteriores a la infusion se observo una mejor supervivencia
libre de evento y una supervivencia global (Hay, y cols., 2019).

Asimismo, la carga tumoral previa a la infusion de linfocitos au-
télogos tiene un impacto significativo en el éxito del tratamien-
to con células CAR-T. Un claro ejemplo son los pacientes con
LLA con aspirado de médula 6sea previo a la infusion en M2-M3
quienes tienen peores resultados en términos de supervivencia
libre de eventos (2.4 meses) y supervivencia global (8 meses)
(EFS p=0.0001 y 0S p=0.01) (Jacoby y cols., 2022). Lo que su-
giere que un manejo Mas intensivo podria ser necesario para
aquellos con una carga tumoral alta para mejorar las tasas de
respuesta y los resultados clinicos después de la terapia CAR-T.

Otro de los factores que se ha asociado a la respuesta persis-
tente es la adicion del fragmento 4-1BB como dominio co-es-
timulante, el cual lleva a una memoria central, comparando el
resultado con CD28 (con el cual se han demostrado recaidas de
hasta 50% en pacientes que previamente lograron EMR negati-
va). Se observé que aquellos que utilizaban 4-1BB la recaida se
presentaba Unicamente en un 30%, lo cual ha llevado a optar
por este dominio al momento del disefo de receptor quime-
rico, siendo éste el Unico aprobado para su uso en pacientes
pediatricos (Jacoby y cols., 2022). Este panorama contrasta con
estudios preclinicos en adultos con brexucabtagene autoleucel,
en quienes el receptor quimeérico basado en CD28 parece reducir
la incidencia de recaidas de tipo CD19-; sin embargo, una de las
limitantes en este estudio es que la duracion de la respuesta se
puede ver afectada por la expansién y persistencia en el modelo
in vivo (Jacoby, y cols., 2022; Krogery cols., 2022).

El antecedente de tratamientos complejos como TCPH, te-
rapia blanca, etc., no tiene impacto en la respuesta al trata-
miento con células CAR-T; es decir, no es significativo ni en la
EFS ni 0S. Sin embargo, la consolidacion con TCPH sigue sien-
do base importante del tratamiento en estos pacientes para
prevenir la recaida (Jacoby y cols., 2022). Se ha intentado el
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uso del score CAR-HAMATQTOX (HT) como factor predictivo
de toxicidad y supervivencia en pacientes en tratamiento con
idecabtagene vicleucel y ciltacabtagene autoleucel, donde se
estudié como modelo prondstico en pacientes con mieloma
multiple con recaida o enfermedad refractaria. Sin embargo,
una de las limitaciones de este estudio es que el objetivo
de las CAR-T cells para tratamiento del mieloma multiple es
BCMA (antigeno de maduracion de linfocitos B) expresado en
linfocitos B maduros y minimamente en células derivadas de
la médula 6sea, a diferencia de las células CAR-T contra CD19,
lo cual representa menor toxicidad (Pulsipher y cols., 2022).

OTRAS RECOMENDACIONES

Evitar todos los medicamentos que evitan la proliferacién y/o
persistencia de linfocitos T, tales como: quimioterapia linfoto-
xica, esteroides, inhibidores de tirosina cinasa, uso de ciertos
anticuerpos (alemtuzumab y ATG), a menos que sean parte
del manejo de toxicidad severa secundaria al uso de células
CAR-T (Buechnery cols., 2022).
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INTRODUCCION

Coloquialmente, la leucemia
es conocida como el cancer
de la sangre, v, al igual que
otros tumores, se caracteriza
por una proliferacién descon-
trolada de células que alteran
el funcionamiento normal de
nuestro organismo. En este
caso, estas células desregula-
das en su crecimiento son los
leucocitos del tipo mieloide
(leucemia mieloide LM) o lin-
foide (Leucemia linfoblastica LL), que a su vez pueden ser
de linfocitos B o T (Fig. 10.1). La leucemia infantil es un
problema de salud mundial. Las tasas mas altas de leuce-
mia en Estados Unidos se encuentran en ninos hispanaos,
40 % de la incidencia total de las leucemias en nifios entre
1y 14 anos (Steliarova-Foucher y cols., 2017). Un aspecto
importante a considerar es que en paises de altos ingresos
mas del 80% de los casos de cancer infantil son curados,
mientras que en paises de ingresos bajos y medios menos
del 30% se curan, y presentan alta frecuencia de recafdas y
mortalidad temprana (Feng y cols., 2021).

Figura 10.2.

Las leucemias agudas ocurren cuando los linfocitos proliferan
de manera tan descontrolada que interfieren con la produc-
cion de los diversos tipos celulares en la médula dsea (MQ),
causando otras enfermedades como anemia. Las células can-
cerasas, que en el caso de la Leucemia se conocen como
blastos, también tienen la capacidad de invadir y acumularse
en otros sitios vitales de nuestro arganismo como el bazo, el
higado o los nddulos linféticos, afectando su funcion (Jimé-
nez-Hernandez y cols., 2015).

La gran variedad de células sanguineas que se producen
en la MO surge a partir de la célula troncal hematopoyética
(CTH), que pueden diferenciarse principalmente en dos lina-
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jes: el mieloide y el linfoide. La LL se genera cuando ocurre
un blogueo en la diferenciacion de las células linfoides, debi-
do principalmente a alteraciones en genes relacionados con
la progresion del ciclo celular y la diferenciacion. Ademas, la
proliferacién de los diversos progenitores linfoides de células
B da origen a la gran diversidad de subtipos de LL de acuerdo
al estadio de diferenciacion del que se derivaron (Fig. 10.2).
(Mullighan, 2012).
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Figura 10.1. Representacién de la Patogénesis de la LLA. Las alteracio-
nes genéticas asociadas al desarrollo de LLA se han identificado desde
las etapas iniciales en el proceso de diferenciacién, principalmente los
arreglos cromosdmicos como ETVE:RUNX1, MLL, TCF3::PBX1. También
se ha evidenciado la contribucién de mutaciones iniciales en genes de au-
torrenovacion celular y el desarrollo linfoide tales como: IKZF1, CEBPE,
ARIDSB, CDKN2A y PAX. Se cree que la generacion de otras mutaciones
secundarias, también participa en la interrupcion del desarrollo linfoide,
tratdndose asi, de un proceso cooperativo en la transformacién maligna.
Otras alteraciones genéticas importantes para la progresién de la leu-
cemia ocurren en genes relacionados con el ciclo celulan, principalmente
las ciclinas dependientes de cinasas CDKN2A /2B, genes supresores de
tumores como TP53, RB1 y proteinas reguladoras de la cromatina como
CREBBP (Mullighan, 2012) .
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Desde un punto de vista médico, hay un gran avance en la
identificacion de este padecimiento. Por ejemplo, la identifi-
cacion de las proteinas de membrana asociadas al linaje hema-
tolégico (inmunofenotipo), es fundamental para el diagndsti-
co y clasificacién de la Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA).
Estas proteinas se han usado como marcadores celulares y se
asocian a la patogenicidad de la enfermedad. Los linfoblastos
B son positivos para marcadores de células B, incluidos CD19,
CD79a citoplasmatico y CD22, CD24, PAX5 y TdT citoplasma-
ticos y de superficie; y muestran expresion variable de CD10,
CD20y CD34 (Judrez-Avendano vy cols., 2021).

Por otra parte, la citometria de flujo (FCM) es una herra-
mienta muy util para identificar el inmunofenotipo celular,
a través de pardmetros como el tamafno vy la forma celu-
lar. Ademas, con la adicién de anticuerpos fluorescentes
que reconocen marcadores especificos, se puede dar una
mejor estratificacion de la LLA, y con ello un diagndstico
mas preciso para los pacientes. La FCM ha contribuido sig-
nificativamente en la deteccion de la enfermedad residual
medible (ERM), es decir, la presencia de blastos leucémicos
después del tratamiento inicial con quimioterapia conoci-
do como induccion a la remision (Juarez-Avendano vy cols,,
2021). Debido a las implicaciones positivas de esta tec-
nologia, la Sociedad Internacional de Citometria Clinica ha
desarrollado métodos analiticos para mejorar la deteccion
de subpoblaciones leucémicas en diferentes etapas de la
enfermedad.

Por otro lado, las alteraciones genéticas se han relacionado
ampliamente con la patogénesis de la leucemia. Durante la
replicacion del ADN la generacion de mutaciones en esta mo-
lécula, asi como cambios en su secuencia genética, pueden
modificar la estructura final de la proteina. Si bien muchas
de estas mutaciones son silenciosas, es decir, no tienen con-
secuencias negativas en procesos biolégicos, otras pueden
tener repercusiones funcionales relevantes para los procesos
fisiologicos celulares.
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Con el desarrollo de la microscopia en la década de los afos
80, los estudios citogenéticos revelaron que las principales
alteraciones genéticas encontradas en leucemia son a nivel
cromosomal y se conocen como aberraciones cromosgmicas.
El conteo y andlisis estructural de los cromosomas, conocido
comao cariotipo, en los blastos leucémicos mostraron princi-
palmente alteraciones en el nimero de cromosomas (ploi-
dfas), asi como cambios estructurales: translocaciones, dele-
ciones o inversiones (Fig. 10.3). Estos hallazgos tuvieron un
gran impacto en el diagnéstico de la enfermedad y el pronds-
tico de los pacientes permitiendo la adecuacion de terapias
en funcion del riesgo. La hiperdiploidia con numero mayor de
50 cromosomas representa el 25-30% de los casos de LLA y
se relaciona con mejor prondstico, mientras que translocacio-
nes como la t(9;22) y la t(4;11) se asocian a peor prondstico
(Martin Ramos y cols., 2001).

Los reordenamientos cromosdmicos provocan la desregula-
cion de oncogenes o la expresion de genes de fusion quimeé-
ricos, como el cromosoma Filadelfia BCR:ABL1 (translocacion
t(9;22)(g34;q11), que resulta en la activacion constitutiva de
una tirosina cinasa que promueve la proliferacion celular. La
presencia de éstos rearreglos cromosoémicos ha sido asociada
al prondstico de la enfermedad y se han observado diferencias
significativas en las frecuencias entre poblaciones de diferente
ancestria. Para la poblacion hispana, la translocacion t(12;21)
(p13;922), mejor conocida como ETV6::RUNX1, es una de las
mas comunes en la LLA pedidtrica. Esta translocacion se rela-
ciona con un buen prondstico para los pacientes portadores y
es poco frecuente respecto a poblaciones caucasicas, esto se-
gun estudios realizados en poblacion latina en donde se com-
pard la frecuencia en latinos en California (13%) con blancos
no hispanos (30%) (Woo vy cols., 2014). En nuestro pafs, esta
translocacidén varfa entre un 7 y un 13% en nifios mexicanos, y
también se han reportado diferencias en BCR-ABL (13.5%), y
en el gen quimérico E2A-PBX1 (11.5%), que tiene una mayor
frecuencia en LLA en adultos (Jiménez-Morales vy cols., 2008;
Bekker-Méndez y cols., 2014; Mata-Rocha y cals., 2022).
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Ademas de las alteraciones genéticas, en el proceso de transfor-
macion leucémica (leucemogénesis), nuestro sistema inmunolo-
gico juega un papel fundamental. Algunas hipétesis plantean que
la estimulacion cronica del sistema inmunolégico, como la pre-
sencia de alergias o infecciones en as primeras etapas de vida, po-
dria ser un factor de riesgo provocando mutaciones pro-oncoge-
nicas aleatorias que favorecen la transformacion celular maligna.
Mientras que otras hipdtesis plantean que los estimulos al sistema
inmunolodgico deberian mejorar su capacidad para detectar y eli-
minar células neoplasicas (Schiz y Erdmann 2016).

LLA EN MEXICO

En América Latina el tipo de leucemia infantil con mayor
incidencia es la leucemia linfoblastica aguda (LLA), particu-
larmente la de células B (Calderon-Hernandez y cols., 2023;
Flores-Lujano y cols., 2022). Estudios gendmicos recientes en
poblacién hispana han evidenciado la presencia de alteracio-
nes genéticas desfavorables con mayor frecuencia respecto
a poblaciones caucasicas, africanas o asidticas. Para el caso
de niflos mexicanos con LLA subtipo Pre B, el 35% presen-
ta un fenotipo conocido como Ph-like, haciendo referencia al
cromosoma Filadelfia (Harvey y cols., 2010). Esta clasifica-
cién se caracteriza por ser la de peor prondstico y presentar
altos indices de ERM. La presencia de blastos resistentes al
tratamiento quimioterapéutico provoca que mas del 80% de
los pacientes presenten recafdas y una baja tasa de sobrevida
global de la enfermedad (Martinez-Anaya y cols., 2022).

Los pacientes Ph-like presentan alteraciones genéticas en
genes relacionados con el proceso leucemogénico como [os
receptores de citocinas (CRLF2) vy las vias de proliferacién y
diferenciacion celular RAS vy Jak2-Stat5. Sin embargo, a pesar
de la gran diversidad de alteraciones en dichas vias de se-
falizacion celular, los pacientes podrian beneficiarse de tra-
tamientos especificos tales como los inhibidores de cinasas,
enzimas que transfieren grupos fosfato generando respuestas
positivas en la sefalizacién celular (Roberts y cols., 2018).
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Otro marcador genético que se ha encontrado en al menos
20% de nifios mexicanos, comparado con menos del 10%
de nifos de otro origen ancestral y que esta asociado a un
prondstico desfavorable en pacientes con LLA-B, es la dele-
cion en el gen IKZF1, relacionado con el desarrollo linfoide.
Esta alteracién se conoce como IKZF1plus cuando se acom-
pana de deleciones en otros genes de riesgo como PAXS,
CDKN2A/2B, o PAR; ademas estas aberraciones genéticas se
han asociado con otras variables de alto riesgo como la edad,
mayor cuenta de leucocitos y mayor porcentaje de blastos al
diagnostico, asi como con el desarrollo de la ERM (Garcia-So-
lorio y cols., 2024).

Debido a sus altas tasas de mortalidad, la LLA se ha conver-
tido en prioridad para la investigacion cientifica en México
y varios esfuerzos estdn en desarrollo (Jiménez-Morales y
cols., 2017). Por ejemplo, el Consejo Nacional de Huma-
nidades, Ciencias y Tecnologia (Conahcyt) esté llevando a
cabo proyectos transdisciplinarios que atienden a pacientes
de las regiones mas vulnerables del pais: particularmente
Tlaxcala, Puebla y Oaxaca. Especificamente, el Proyecto Na-
cional de Investigacion e Incidencia (Pronaii) de leucemia
infantil, cuyos avances conforman varios capitulos de este
libro. De forma relevante, este proyecto incluye un consor-
cio de varias instituciones nacionales enfocadas a la salud
y la investigacién médica (tales como el Instituto Nacional
de Medicina Gendémica (INMEGEN) y el Centro de Investi-
gacién Biomédica de Oriente (Cibior-IMSS) en Puebla, por
citar algunos, cuyo objetivo es contribuir significativamente
a la mejora del diagnostico, prondstico de alta precision,
tratamiento, asi como descubrimiento de nuevos blancos
terapéuticos, y con ellos dar una nueva orientacién en
las politicas publicas en salud. Este consorcio integra una
alianza con infraestructura de primer nivel que pretende in-
cidir en la deteccion temprana de casos, seguimiento eficaz
y facilitacion de tratamientos adecuados para la leucemia
infantil en México.
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Etiologia de la LLA infantil

Desde los inicios de su estudio, el desarrollo de Leucemia
infantil se ha relacionado con la exposicién a radiacion ioni-
zante y sustancias carcindgenas como el benceno vy el for-
maldehido (Checkoway vy cols., 2012). Por ejemplo, el uso
masivo de pesticidas en el sudeste asidtico coincide con las
altas tasas y la mayor frecuencia de leucemia. Ademas, re-
cientes estudios epidemioldgicas indican que la exposicion
a campos electromagnéticos de baja frecuencia aumenta el
riesgo de leucemia infantil, como se observé en un estudio
realizado en la Ciudad de México donde se encontré que en
las zonas de alta incidencia de LLA-B, los nifos se encontra-
ban expuestos a mas de 0.3 uT y que una exposicion a mas de
0.4 uT podria asociarse con el desarrollo de leucemia, como
también se ha reportado en China (NUfez-Enriquez, v cols.,
2020; Shi vy cols,, 2022). Ademas, en nuestro pafs, se han
postulado asociaciones relevantes entre exposicién a pes-
ticidas (Perez-Saldivar y cols., 2008) y particulas suspendi-
das menores a 2.5 um (PM2.5) (Calderon-Hernandez y cols,,
2023) y el desarrollo de leucemia infantil.

En este contexto, el origen de la LLA es multifactorial y com-
plejo, por lo que su estudio es un tema por explorar gue re-
quiere de un nuevo paradigma en la investigacion capaz de
incluir estas variables a mayor escala de precision. Para lograr
un andlisis integral que contribuya a una mejor comprension
de la enfermedad se requieren al menos dos objetivos. Pri-
mero, la construccién de sistemas computacionales de bases
de datos capaces de integrar informacién de forma masiva y
sistematica de informacion heterogénea asaciados a los pa-
cientes. Segundo, el desarrollo de métodos de inteligencia
artificial (IA) para el posterior andlisis de datos y la blsqueda
de patrones asociados al origen y desarrollo de la leucemia
infantil. En las siguientes secciones presentaremos una des-
cripcion sobre algunos avances del estudio de la leucemia in-
fantil en México alrededor de estos ultimos objetivos.
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INTEGRACION DE BASES DE DATOS

El termino base de datos alude
a una coleccion de informacién
organizada y estructurada, de
tal forma que es facil analizarla
y tratarla. Asi, el disefo, desa-
rrollo, gestion, actualizacion, y
analisis de las bases de datos
son fundamentales para el es-
tudio de enfermedades com-
plejas, tales como la leucemia
infantil. La organizacion siste-
matica de datos de naturaleza
diversa (epidemioldgicos, socioecondmicos, demogréficos,
antropomeétricas, clinicos, bioquimicos, genéticas y medioam-
bientales) es extremadamente valiosa para la toma de de-
cisiones en la clinica mediante la identificacién de patrones
asociados a la progresion de la enfermedad, la efectividad de
los tratamientos v la identificacién de factores de riesgo (Fig.
10.4). Para lograr esta tarea, disefar sistemas digitales de
informacion colaborativos entre personal de la salud, facilita
el intercambio de informacién y el desarrollo de tratamientos
estratificados o personalizados. El seguimiento de pacientes
con estas herramientas tecnologicas facilita la consulta de
informacion a lo largo del tiempo, y permite un seguimiento
trazable de la enfermedad.

Figura 10.4.

Tipos de bases de datos segun su estructura

En el contexto de la ciencia de datos, existen dos arquitectu-
ras que definen como se estructuran, organizan y gestionan
los datos. El concepto de Modelo de Datos implica el proceso
de seleccionar una de estos esquemas, esto en funcion de la
extension y naturaleza del tipo de datos que deseamos or-
ganizar, (Cuadro 10.1). A continuacién describimos un poco
mas cada arquitectura.
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Cuadro 10.1. Comparativa de las bases de datos relacionales y No
relacionales [Cattell, R, 2011)

RELACIONAL NO RELACIONAL

* Elvolumen de los datos no crece * Elcrecimiento de los datos es rapi-
exponencialmente, lo hace poco a damente y en momentos puntuales.
poco. * Lanecesidad de procesamiento no

e El procesamiento de los datos lo se puede prever, y es altamente
realiza un sdlo equipo de cdmputo. demandante.

* Cuando no tenemos intervalos inten- | * Se tienen intervalos intensos de uso
sos de uso del sistema por parte de de la base de datos y en multiples
los usuarios locaciones.

Bases de datos relacionales

Son las mas utilizadas y la forma de organizar la informa-
cion es mediante tablas, columnas vy filas utilizando un es-
quema estructurado para definir relaciones entre tablas
(Elmasri, R., & Navathe, S. B., 2016). Esta arquitectura per-
mite realizar consultas complejas a través de un lengua-
je estructurado de consulta SQL por sus siglas en inglés
Structured Query Language es un lenguaje estandar para
definir, manipular y consultar con este tipo de bases de da-
tos (International Organization for Standardization, 2023).
Este lenguaje especializado en bases de datos esta en gran
actividad en la comunidad cientifica, y su mas reciente ac-
tualizacién hasta la publicacion de este libro es la norma
ISO/IEC 9075-1:2023. El uso de bases de datos relacionales
es adecuado para ambientes donde la relacion entre los
datos y la integridad de la informacién son prioridad. Los
expanentes de manejadores de bases de datos mas repre-
sentativos son:

- MySQL vy Oracle de la Corporacién Oracle.

- MariaDB de derivado de MySQL con licencia GPL (General
Public License).

- PostgreSQL de caodigo abierto, publicado bajo la licencia
PostereSQL.
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Bases de datos no relacionales (nosql)

Esta arquitectura organizacional de bases de datos per-
mite trabajar con datos no estructurados o semi estructu-
rados (Strauch, C., 2011), no siguen un esquema tabular
y estan orientadas al manejo de grandes volumenes de
informacion como pueden ser documentos, agrupaciones
clave-valor, columnas y redes representadas por grafos
(Sadalage, P. )., G Fowler, M., 2013). El uso de este tipo de
bases de datos se realiza en ambientes que requieren alta
escalabilidad y para grandes volumenes de datos y su im-
plementacion requiere mas elementos de configuracion.
A continuacién, se mencionan algunos representantes de
manejadores de bases de datos segln el tipo de dato que
soportan:

- MongoDB (documentos) desarrollado por Mongo DB Inc.

- Redis (clave-valor) patrocinado por Redis Labs.

- Apache Cassandra (columnas) soportada por la Apache
Software Foundation.

- Neo4j (grafos) desarrollada por Neo4j, Inc. y licenciada
tanto bajo Affero General Public License (AGPL v3) como
bajo licencia comercial.

Recoleccién de datos

La recoleccién de datos resulta de acciones conjuntas con
tecnologias de la informacién que contribuyan a la identifi-
cacién, monitoreo y tratamiento de las LLA (Pui C.H. & Evans
W,E, 2006). Desde México un esfuerzo importante se encuen-
tra en desarrollo a través del Proyecto Nacional de Investi-
gacion e Incidencia de Leucemia Infantil (Pronaii) impulsado
por Conahcyt. Este programa integra un nuevo sistema de
investigacion especializada, la cual reune a 20 instituciones
nacionales de investigacion y 9 instituciones internacionales,
10 hospitales de concentracién, 2 laboratorios clinicos y 3
sociedades académicas para la prevencion y el tratamiento
de la Leucemia Infantil. Un avance de estas acciones con-
juntas se puede revisar en el sitio web https://leucemia.in-
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megen.gob.mx (Instituto Nacional de Medicina Gendmica), el
cual fue desarrollado en el Instituto Nacional de Medicina
Gendmica en conjunto con el Laboratorio de Oncoinmunolo-
gia y Citomica del Cancer Infantil del Instituto Mexicano del
Seguro Social.

Las buenas practicas en la recoleccion de datos implican
implementar controles de calidad durante el proceso de co-
lecta, mantener una buena documentacion y gestion de los
metadatos (Kuhn, K. A, G Giuse, D. A. (2001)), en algunos
casos se utilizan herramientas para sistematizar la colecta.
Es de vital importancia el cumplimiento de las normativa
como la Norma Oficial Mexicana NOM-004-SSA3-2012 del
Expediente Clinico y la NOM-024-SSA3-2012 (Secretaria de
Salud, 2012) sistemas de informacién de registro electrani-
co para la salud, que establece los criterios cientificos, éti-
cos, tecnologicos y administrativos obligatorios en la ela-
boracion, integracion, uso, manejo, archivo, conservacion,
propiedad, titularidad y confidencialidad del expediente
clinico, asi como regular los Sistemas de Informacion de
Registro Electrénico para la Salud.

Modelado de bases de datos

Independientemente del manejador de bases de datos que
se elija, o si el proyecto es para una institucién de caracter
publica o el sector privado, la etapa de modelado de datos es
de vital importancia ya que en este proceso se decide y di-
sena la estructura y el marco necesario para su implementa-
cion. Especificamente, este proceso implica la recoleccion de
los datos, organizar los datos tomando en cuenta las relacio-
nes entre estos, el modelado légico (Teorey, T. J., Lightstone,
S., & Nadeau, T, 2011) vy la implementacién en un sistema
informatico.

Los objetivos del modelado es proveer eficiencia, consis-
tencia, integridad a los datos y las consultas que se ten-
gan que hacer sobre dicha informacién, asi como facilitar
el desempeno y escalabilidad. Durante este proceso, se
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recomienda incluir a la mayoria del personal involucrado
en el proyecto (tanto en la captura de los datos como en
los objetivos del proyecto) con la finalidad de reducir erro-
res (Rob, P, G Coronel, C., 2019), redundancias, o falta de
informacion que se pueda traducir en una mala toma de
decisiones.

Sistema de gestion de bases de datos

Los Sistemas de Gestién de Bases de Datos, por sus siglas
en inglés DataBase Management System (DBMS), son sof-
tware que permite implementar las bases de datos defini-
das en la etapa de diseno. Mediante un lenguaje estructu-
rado por el manejador se puede definir, crear, mantenery
controlar las bases de datos en ambientes controlados que
procuran la confidencialidad, integridad y accesibilidad.
Segln una encuesta de Stack Overflow (2023), realizada
a 90,000 desarrolladores de base de datos, los diez DBMS
mas utilizados son PostgreSQL (45.5%), MySQL (41.9%),
SQLite (30.9%), MongoDB (25.5%), Microsoft SQL Server
(25.5%), Redis (20.4%), MariaDB (17.6%), Elasticsearch
(13.3%), Oracle (9.8%) y Dynamodb (8.8%). A la fecha, se
recomienda el uso del DBMS PostgreSQL ya que ademas
de que se integra con facilidad a herramientas de anali-
sis de datos y aprendizaje automatico como R y Pythan,
también tiene una ventaja al apegarse al lenguaje estan-
dar SQL y mantener una documentacion detallada con
un enfoque comunitario. En el caso de instituciones de
gobierno, la Coordinacion de Estrategia Digital Nacional
(Gobierno de México, 2022), dependencia encargada de la
politica digital en México, también recomienda el uso de
Marfa DB y LMDB.

Tendencias en servicios de gestion de datos

La constante evolucion de las tecnologias, las nuevas
necesidades, y el crecimiento desmedido de informacién
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traen consigo nuevos retos y desafios en organizacion,
manejo, busqueda, y actualizacion de las bases de datos.
Si bien PostgreSQL es uno de los DBMS relacionales mas
utilizado al dia de la publicacion de este libro, existe una
tendencia a utilizar bases de datos como servicio de pago
en la nube de algunos proveedores como Amazon, Google
y Microsoft (Hellerstein, J. M., Stonebraker, M., G Hamil-
ton, J., 2007). A pesar de que el uso de estos servicios en
la nube tiene algunas ventajas, una cuestion de evalua-
cion estriba en la privacidad de la informacion. Particu-
larmente, estas opciones implican compartir el riesgo de
fuga de informacion al aumentar una capa de seguridad
y requerir capacitacion extra para su implementacién por
lo que habra que evaluar con detenimiento esta opcién
(Zissis, D., & Lekkas, D., 2012). Otra necesidad que estd
marcando tendencia en el area de ciencia de datos es el
almacenamiento y analisis de grandes volumenes de da-
tos lo que se conoce como Big Data y Analitica de Datos.
En este caso, para almacenar, recuperar y analizar datos
masivos se han implementado tecnologias con capacidad
de procesamiento distribuido, a gran escala y en tiem-
po real. Ejemplo de estas tecnologias son Apache Hadoop
(White, T., 2015), Apache Spark y Apache Kafka.

Conclusiones al respecto de la recoleccion
e integracion de bases de datos

Las nuevas tecnologias de la informacion aplicadas a bases
de datos aportan nuevas oportunidades para el cuidado de
la salud, pero también nuevos retos intelectuales en campos
interdisciplinarios. Sin duda el Proyecto Nacional de Investi-
gacion e Incidencia de Leucemia Infantil contribuira al control
integrador de una de las enfermedades sistémicas mas graves
que enfrenta México en la actualidad. La recoleccién de datos
y su integracion en una base de datos es un proceso critico
para el uso de los mismos lo cual debe hacerse con un enfo-
que a la seguridad y la calidad de la informacidn. (Fig.10.5).
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INTELIGENCIA ARTIFICIAL

El aprendizaje de maquina (ML
por sus siglas en inglés, Ma-
chine Learning), es una rama
de la inteligencia artificial (Al)
enfocada a desarrollar algorit-
mos que emulan los mecanis-
mos del aprendizaje humano.
Estos algoritmos son cruciales
y Utiles en la toma de decisio-
nes en situaciones que requie-
ren el procesamiento de gran-
des volumenes de datos. En el
contexto del tratamiento y estudio de la leucemia, la Al se
ha utilizado para aprender de datos como variables clinicas,
historiales médicos e imagenes de microscopia, mejorando el
diagnéstico y la personalizacion de tratamientos. (Fig. 10.6).

Figura 10.4.

Diversidad de los datos en
la investigacion de la leucemia

Es esencial entender los tipos de datos con los que pueden
trabajar estos algoritmos, especialmente en el contexto de
la leucemia. En este contexto, podemos distinguir tres cate-
gorias principales: datos tabulares, de texto e imagenes. En-
tre los datos tabulares, tenemos los clinicos y de laboratorio,
como conteos sanguineos y resultados de pruebas clinicas y
genéticas, que ayudan a predecir la progresion de la enferme-
dad y la respuesta al tratamiento. Ademas, el seguimiento de
estos datos a lo largo del tiempo puede revelar patrones y co-
rrelaciones significativas. Por otra parte, las tecnologias geno-
micas de alto rendimiento (émicas) permiten estudiar datos
bioldgicos a nivel molecular, como la genémica y la proteo-
mica, para entender las alteraciones que caracterizan la leu-
cemia, facilitando diagndsticos mas precisos y tratamientos
personalizados. Los datos de texto, tanto estructurados como
no estructurados, requieren de procesamiento del lenguaje

225




ATENDER Y ENTENDER LA LEUCEMIA INFANTIL: armonizacidn, innovacién e integracién

natural (PLN) para extraer informacion relevante de registros
meédicos, informes de patologia y publicaciones de investiga-
cion, lo que es vital para mantenerse al dia con los avances
en el tratamiento de la leucemia (Wang y cols., 2023). Final-
mente, las imagenes medicas, como resonancias magnéticas
y microscopias de células sanguineas, se analizan mediante
técnicas de vision por computadora y aprendizaje profundo
para identificar patrones relacionados con subtipos especifi-
cos de leucemia (Khany cols., 2021). Identificar la naturaleza
de estos datos es relevante para la seleccién del algoritmo de
aprendizaje a utilizar y las posibles predicciones que de estos
podemos esperar.

Fundamentos del aprendizaje automatico:
entrenamiento, validacién y
la busqueda de generalizacidon

Cuando hablamos de que una maquina aprende, nos refe-
rimos a cémo los algaritmos informaticos mejoran automa-
ticamente su capacidad de predecir, clasificar nuevos datos,
es decir, ganan experiencia. Este proceso se llama entrena-
miento. Durante esta etapa, el algoritmo hace predicciones
basadas en los datos que tiene. Si comete un error, ajusta sus
parametras para mejorar la proxima vez. Si no comete errores,
sigue refinando su técnica para mantener su precisién incluso
cuando recibe nuevos tipos de datos o situaciones que no
habfa encontrado antes (Alpaydin, 2010).

Ahora, la intencion de estos métodos es que puedan gene-
ralizar el conocimiento (es decir aprender), esto con el fin
de tener un buen desempefo al utilizar datos externos a los
datos utilizados en el entrenamiento. Esto se logra mediante
la implementacién de una division de los datos en dos sub-
conjuntos: un conjunto de entrenamiento y un conjunto de
validacién (usualmente el 70%-80% vy el 20%-30% respec-
tivamente). El conjunto de entrenamiento se usa para cali-
brar los pardmetros del modelo, mientras que el conjunto de
validacién se emplea para evaluar el desempefio del modelo
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en datos que no ha visto antes. Este proceso es crucial para
evitar el sobreajuste y asegurar que el modelo sea realmente
efectivo en situaciones reales.

El sobreajuste ocurre cuando un modelo de aprendizaje auto-
matico se ajusta demasiado bien a los datos de entrenamien-
to, aprendiendo detalles y ruidos especificos de este conjunto
hasta el punto de que afecta negativamente su capacidad
para funcionar bien con nuevos datos. Es decir, el modelo se
vuelve excelente para predecir o clasificar solo los datos con
los que fue entrenado, pero no generaliza bien a datos nuevos
o externos (Goodfellow y cols., 2016). Evitar el sobreajuste
es fundamental para desarrollar modelos robustos y confia-
bles. Al final, las consecuencias de un sobreajuste en estu-
dios de leucemia podrian ser especialmente problematicas.
Si el modelo se entrena Unicamente con datos especificos vy
no generaliza correctamente, al enfrentarse a nuevos datos
de pacientes con leucemia, los resultados podrian ser poco
confiables en cuanto a la prediccion del fenotipo de la enfer-
medad. Esto significa que las predicciones del modelo podrian
ser incarrectas o inconsistentes, lo que tendria implicaciones
serias en la planificacion y la efectividad del tratamiento.

Aplicaciones del aprendizaje de maquina
supervisado en el manejo de la leucemia:
clasificacion y regresion.

Generalmente, en el aprendizaje de maquina (ML por sus
siglas en inglés, Machine Learning) se distinguen dos tipos
principales de esquemas: supervisado y no supervisado. En el
aprendizaje supervisado, los datos de entrenamiento incluyen
una etiqueta que se desea predecir, la cual puede ser un va-
lor categgdrico o continuo. En el contexto de la leucemia, se
ha empleado el aprendizaje supervisado para dos funciones
principales: la clasificacién y la regresion (Murphy, 2012). Por
ejemplo, la clasificacién se utiliza para identificar categorias,
como determinar si un paciente tiene un riesgo alto o bajo de
desarrollar cancer, clasificandolos en grupos segun su histo-
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rial médico. Por otro lado, la regresién se emplea para prever
valores numeéricos especificos. Por ejemplo, en pacientes con
leucemia, un modelo de regresion podria estimar la cantidad
de meses que un paciente probablemente permanecerd en
remision después del tratamiento. Potencialmente, estas es-
trategias facilitan que los médicos ofrezcan diagnosticos mas
precisos y personalicen los tratamientos, mejorando significa-
tivamente la gestion de la salud del paciente.

Hay diferentes tipos de métodos de ML que pueden realizar
tareas de regresion o clasificacion. Por ejemplo, los arboles de
decision y las redes neuronales permiten clasificar a los pa-
cientes y descubrir patrones complejos en los datos, mejoran-
do la precision de los diagnésticos. Las maquinas de sopor-
te vectorial (SYM) y la regresién logistica son efectivas para
predecir la probabilidad de eventos clinicos, como la recafda,
ayudando a personalizar los tratamientos. Modelos de Ensam-
ble, como Random Forests y Gradient Boosting, aumentan la
precision y robustez en el analisis de datos complejos. Ade-
mas, técnicas avanzadas de aprendizaje profundo (Deep Lear-
ning) y procesamiento de lenguaje natural (NLP), incluidos
los modelos como ChatGPT, revolucionan el analisis de tex-
tos clinicos. ChatGPT, basado en la arquitectura de Transfor-
mers, es capaz de entender y generar lenguaje humano con
alta precision, facilitando la extraccion de informacién médica
relevante de textos extensos y mejorando la comunicacion
entre médicos vy pacientes (Chen y cols., 2023). Esto podria
en un futuro, optimizar la comprensién de la leucemia, usan-
do la literatura cientifica ya publicada y permitir tratamientos
mas personalizados y efectivos, mejorando asi la gestion de la
enfermedad v la calidad de vida de los pacientes.

Explorando los métodos no-supervisados
en la investigacion de la leucemia:
agrupamiento y reduccion de dimensionalidad.

Un método no supervisado implica trabajar con datos que no
estan etiquetados, es decir, no se tiene informacion previa so-
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bre la categoria correcta de cada ejemplo en el conjunto de
datos. Este tipo de aprendizaje se enfoca en identificar patro-
nes y estructuras intrinsecas en los datos sin una guia expli-
cita sobre el resultado esperado (Wu et al. 2021) . En este
contexto, destacan los métodos de agrupamiento (Clustering),
los cuales permiten identificar grupos naturales dentro de los
datos en cuestion. Por ejemplo, la agrupacién de pacientes con
caracteristicas similares en su historial médico o patrones de
progresion de la enfermedad. Notablemente, esta estrategia
puede revelar subtipos de leucemia previamente desconoci-
dos y facilitar el disefio de tratamientos personalizados.

Por otro lado, la reducciéon de dimensionalidad simplifica los
datos manteniendo la informacion esencial, beneficiando la
visualizacion y comprensién de las relaciones entre biomar-
cadores en pacientes con leucemia (Gachon y cols., 2024).
La alta dimensionalidad puede afectar la eficiencia de los
métodos de clasificacion y agrupacion debido a la maldicion
de la dimensionalidad, un fenémeno que hace que los datos
se dispersen en un espacio de mayor valumen a medida que
aumenta el numero de dimensiones, lo que dificulta la dife-
renciacion entre puntos. Técnicas como el analisis de com-
ponentes principales (PCA), Uniform Manifold Approximation
and Projection (UMAP), y los autoencoders ayudan a mitigar
estos problemas al reducir la dimensionalidad y preservar las
caracteristicas mas informativas, mejorando la interpretabili-
dad vy eficacia de los modelos en la gestion de enfermedades
complejas como la leucemia.

Finalmente, la gestion efectiva de la calidad de los datos cli-
nicos y datos generados por tecnologias de alto rendimiento
(6micos), que son conocidos por ser ruidosos y complejos, se
ha logrado mediante la aplicacion de métodos supervisados
y no supervisados de aprendizaje automatico. Estas técnicas
han demostrado ser herramientas valiosas para extraer ten-
dencias importantes de estos datos. Por ejemplo, la imputa-
cion de datos ayuda a estimar valores faltantes, mientras que
la reduccion de ruido utiliza algoritmos de filtrado y suavizado
para mejorar la calidad de los datos al eliminar el ruido. Sin
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estos enfoques, abordar la complejidad vy el ruido inherentes
a estos conjuntos de datos seria considerablemente mas de-
safiante, lo que dificultara la extraccion de conocimiento cru-
cial para la investigacion y el tratamiento médico efectivo. Sin
embargo, su aplicacion en el estudio de la leucemia promete
ser una estrategia importante en el diagnostico y prondstico
de los pacientes (Elsayed vy cols., 2023).

Aplicaciones de IA en el manejo de LLA

La incorporacion de IA en el diagndstico y tratamiento de LLA
ha transformado de manera significativa la precision y velocidad
en la gestion de esta enfermedad. Estudios recientes evidencian
que el uso de aprendizaje profundo y algoritmos de IA permite
identificar células leucémicas con gran precision en imagenes
de sangre y médula 6sea, asi como sus indices hematologicos,
lo que acelera el diagndstico y aumenta la especificidad en la
deteccién de subtipos especificos de LLA. Esto resulta funda-
mental para la toma de decisiones terapéuticas personalizadas
y efectivas (Cheng y cols., 2024; Shafique G Tehsin., 2018). Las
tecnologfas de IA también resultan especialmente valiosas en
sistemas de salud con recursos limitados, pues reducen la de-
pendencia de especialistas y optimizan el uso de los recursos
mejorando la calidad del servicio en entornos hospitalarios con
alta demanda. Ademas, la IA permite la creacién de modelos
predictivos que estiman el tiempo de supervivencia y evallan
la respuesta al tratamiento en pacientes pediatricos con LLA.
Al personalizar las opciones terapéuticas en funcion de factores
individuales como la genética, el ambiente y el estilo de vida, es-
tos sistemas no solo optimizan los resultados clinicos, sino que
también mejoran la calidad de vida de los pacientes al reducir
los efectos secundarios a largo plazo (Jayashanka G- Wijesinghe,
2018; Haque y cols., 2024). Conjuntamente, la IA pudiera tener
un papel en el monitoreo continuo y predictivo en la evolucién
de los pacientes con LLA, siendo capaz de identificar patrones de
recalda y facilitar intervenciones tempranas. Estas capacidades
de prediccion ayudan a mantener un seguimiento menos invasi-
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vo y personalizado, mejorando la adherencia al tratamiento y re-
duciendo las complicaciones a largo plazo (Mehrbakhsh y cols.,
2024; Chulidn y cols., 2020). En paises como México, donde el
acceso a atencion médica especializada puede ser limitado, es-
tos sistemas pudieran ofrecer la posibilidad de brindar un cuida-
do integral incluso fuera del entorno hospitalario, aumentando
la efectividad y alcance de los sistemas de salud. A la fecha,
el Pronaii de leucemia linfoblastica aguda infantil ha generado
un avance significativo en la generacion de datos asociados a
este padecimiento. Durante el periodo de actividad del Pronaii
se ha construido una base de datos con algunos pacientes y sus
variables generadas obtenidas con el Centro de Investigacion
Biomédica de Oriente (CIBIO) asociado al Instituto Mexicano del
Seguro Social (IMSS). Para un futuro préximo, queda con propé-
sito desarrollar los siguientes aobjetivos: 1. La integracion global
de los datos generados por las otras instituciones asociadas al
Pronaii, 2. La construccion de un modelo de Al para identificar
y predecir las estrategias de tratamiento, y 3. La aplicacion de
estos modelos para el beneficio de la poblacion con LLA. Sin
duda, las herramientas de IA basadas en grandes volumenes de
datos brindaran a los médicos una visién completa y profunda
de la enfermedad, posibilitando una medicina de precisiéon que
se adapta a las necesidades especificas de cada paciente y se
alinea con los avances en el campo de la oncologia pediatrica.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

El avance vertiginoso de las tecnologfas gendmicas, en con-
junto con las nuevas tecnologfas de la informacion ha impac-
tado en el desarrollo de la medicina personalizada o bien la
medicina de precisién en el tratamiento de enfermedades
complejas. La LLA infantil no es la excepcién. El desarrollo
combinado de datos epidemioldgicos, genéticos, clinicos y
aquellos asociados a las tecnologias émicas (tales como mi-
crobioma, proteoma, metaboloma y RNAseq de célula Unica)
abren una ventana de oportunidad para optimizar los trata-
mientos en beneficio de la infancia, principalmente en paises
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en vias de desarrollo. Sin embargo, esto conlleva un reto ma-
yor, la integracion de sistemas computacionales capaces de
recolectar los datos, almacenarlos ordenadamente, y el de-
sarrollo de técnicas de inteligencia artificial para su posterior
analisis. Varios retos se vislumbran al inicio de la medicina,
entre ellos destacan la infraestructura computacional para el
almacenamiento, recuperacion y analisis de los datos clini-
cos, epidemiolégicos y genomicos de los pacientes. Ademas
de la conformacién de expedientes clinicos electronicos del
paciente, el desarrollo de algoritmos de Inteligencia Artificial
para el analisis sistematico es otro de los retos actuales. Sin
lugar a duda, para concretar el beneficio se requiere de la co-
laboracién interinstitucional de varias dependencias de salud
y el compromiso de las autoridades en salud para implemen-
tar acciones concretas en beneficio de la poblacion infantil.
Estas implementaciones, en estados avanzados en algunos
otros paises, son un reto de gran calado en el desarrollo de la
medicina personalizada en nuestra América Latina.
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