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RESUMEN

TITULO: RELACION ENTRE LA INMUNOTIPIFICACION Y LA CLASIFICACION DE RIESGO DE
LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA EN NINOS ESTUDIO DE VALIDACION DE PRUEBAS
DIAGNOSTICAS®.

AUTOR: SARMIENTO WILCHES PATRIK ELIANA™

PALABRAS CLAVES: Leucemia Linfoide Aguda, inmunofenotipo, factores pronésticos

DESCRIPCION

Antecedentes: Se han planteado que las coexpresiones mieloides y de célula B madura son
factores de riesgo en la respuesta al tratamiento de la leucemia linfode aguda (LLA) infantil.

Objetivo: Determinar la asociaciéon entre coexpresiones mieloides y de célula B madura con la
clasificacién de riesgo de LLA infantil.

Metodologia: Cohorte abierta de 63 pacientes con LLA. Los desenlaces evaluados fueron
remision, sobrevida e incidencia de eventos adversos luego de remisién. Las covariables
evaluadas fueron socioedemograficas y clinicas, incluyendo inmunofenotipos. Se hizo control de
confusién por medio de regresiones binomial o de Cox, asi como analisis de sobrevida de Kaplan-
Meier.

Resultados: Se logré remisién en 57 pacientes (89.1%%, IC95% 78.8-95.5); tres de los que no se
logr6 remision fue por fallecimiento durante la misma. La incidencia de recaida medular entre los
pacientes con remision fue de 8.8% (IC95% 2.9-19.3%). La mortalidad global fue de 12.7% (IC95%
5.6-23.5%). La probabilidad de sobrevida a 3.5 afios es de 80.4% (IC95% 61.0-90.8%). El Unico
factor predictor de recaida es tener un mayor recuento de leucocitos al momento del diagnéstico
(RR por cada 10,000 leucocitos/mm?® 1.067; IC95% 1.004-1.134). Solo la cantidad de leucocitos al
momento del diagnostico se asocia con la recaida medular (RR por cada 10,000 leucocitos/mm?
1.042, IC95% 1.018 a 1.066). El Unico factor pronéstico de la mortalidad es la recaida medular (HR
9.69, 1IC95% 1.34-70.39).

Conclusiones: No se encontrd relacién entre coexpresiones mieloides ni de célula B madura
Ucualquiera de los otros indicadores clasicos de alto riesgo en LLA infantil con la probabilidad de
recaida ni con la sobrevida. A pesar de no tenerse el tiempo minimo de 5 afios para el seguimiento,
la sobrevida general y los demas desenlaces son similares a los informes de otras partes del
mundo con mas y mejores recursos de diagnéstico y tratamiento.

* Trabajo de Grado
“* Universidad Industrial de Santander. Facultad de Salud, Escuela de Medicina. Departamento de Pediatria. Director:
RUEDA ARENAS, Ernesto. Epidemioologo. DIAZ MARTINEZ, Luis Alfonso.
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SUMMARY

TITLE: VALIDATION OF DIAGNOSTIC TESTS: FEVER, CRP, ESR, WBC AND LEUKOCYTES
IN BLOOD FOR THE DIAGNOSIS OF ACUTE PYELONEPHRITIS *.

AUTHOR: QUIROGA REY ADRIANA**

KEY WORDS: acute Iymphoid leukemia, immunophenotype, prognostic factors
DESCRIPTION

Background: We have suggested that the coexpression of myeloid and B maturecells are risk
factors in the response to treatment of acute lymphoid leukemia (ALL) in children.

Objective: To determine the association between coexpression of myeloid and mature B cells to the
riskclassification of childhood ALL.

Methodology: Open cohort of 63 patients with ALL. Evaluated outcomes were remission, survival
and incidence of adverse events after remission. The covariates evaluated were
sociodemographics and clinics, including immunophenotypes. Control of confounding variables was
made by binomial or Cox’s regression and survival analysis of Kaplan-Meier.

Results: We achieved remission in 57 patients (89.1%%, 95% Cl 78.8-95.5), three of whichwas not
achievedremission, for death during the same. The incidence of marrow relapse among patients in
remission was 8.8% (95% CI 2.9-19.3%). Overall mortality was 12.7% (95% CI 5.6-23.5%). The
probability of survival at 3.5 years is 80.4% (95% CI 61.0-90.8%). The only factor predictive of
relapse is having a higher WBC count at diagnosis (RR 1,067 per 10,000/mm3, 95% CI 1004-
1134). Only the number of leukocytes at diagnosis is associated with marrow relapse (RR 1,042 per
10,000/mm3, 95% from 1018 to 1066). The only predictor of mortality wasbone marrow relapse
(HR 9.69, 95% CI 1.34-70.39).

Conclusions: No relationship was found between myeloid cell or mature B cell’'s coexpressionor
any other classic indicators of high risk childhood ALL with the likelihood of relapse or with survival.
Despite failing to take the minimum of 5 years follow=up, overall survival and other outcomes are
similar to reportsfrom around the world with more and better resources for diagnosis and treatment.

* Degree Work
* Universidad Industrial de Santander. Faculty of Health, School of Medicine. Department of Pediatrics. Director: RUEDA
AENAS, Ernesto. Epidemiological Adviser. DIAZ MARTINEZ, Luis Alfonso.
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INTRODUCCION

La incidencia de cancer infantil es de 9-14 casos nuevos por cada 100,000 nifios
menores de 15 anos, por afo [1]. De ellos, 3-4 casos nuevos corresponden a LLA,
lo cual en la casuistica internacional corresponde aproximadamente al 30% del
diagnoéstico de cancer infantil, siendo la forma mas frecuente de céncer en nifos

menores de 16 anos [1].

En un trabajo realizado en el Instituto Nacional de Cancerologia en el afio 2002, la
LLA correspondi6 al 84.5% de los casos nuevos de leucemias y al 27.7% del total
de canceres en los nifos [2]; y de las muertes por leucemia el 58% fue por LLA,

siendo el 27.0% del total de causas de defuncién [3].

En nuestro pais las tasas anuales de incidencia en nifias y niios son de 56 y 60
casos nuevos por 1°000,000, respectivamente, por lo cual se encuentra en el
grupo de mayor incidencia junto a los paises desarrollados, aunque, contrario a
éstos, también es parte del grupo de mayor mortalidad, como lo indican las cifras
anteriores [4].

Segun datos del Registro poblacional de cancer del area metropolitana de
Bucaramanga (RPC-AMB), entre 2000 y 2004, las neoplasias hematolinfoides
tienen una incidencia similar a la reportada para Colombia en GLOBOCAN 2002 y
se encuentran en un nivel ligeramente mas bajo respecto a otros registros de
Latinoamérica, como en Ecuador, Uruguay o Argentina, quienes reportan las
mayores tasas de América Latina [5].
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Entre los afos 2000-2004 el RPC-AMB capt6 620 casos de neoplasias
hematolinfoides en el area metropolitana de Bucaramanga, que representan un
8.9% de los tumores malignos infiltrantes (6,935 casos), estando las leucemias en
el primer lugar (310 pacientes: 49.2% de neoplasias hematolinfoides), con un pico
de presentacién a los 5-9 anos y otro entre 60-75 afos, encontrando la mayoria de
los casos en varones y en menores de 20 afnos, lo que se correlaciona con los

registros a nivel mundial [5].

Hace 50 anos era infrecuente que cualquier nifo con LLA viviera mas de unos
pocos meses después del diagndstico de ésta entidad. En la actualidad mas del
70% a 80% de los niflos que reciben tratamientos modernos apropiados
sobreviven a la enfermedad [6,7]. Esta importante mejora del pronéstico y
supervivencia a largo plazo en las Ultimas tres décadas es el resultado del
desarrollo y uso de regimenes combinados de farmacos antileucémicos eficaces,
del empleo de tratamiento preventivo de recaida a SNC, pero sobre todo,
resultado del diagnéstico oportuno por medio de la clasificacion MIC basada en
morfologia, inmunotipificacion, citogenética y biologia molecular que permite la
identificacidn de subgrupos clinica y biolégicamente definidos [8]. Igualmente se
debe a la evolucién de estrategias terapéuticas adaptadas a los diferentes grupos
de riesgo y subtipos de la enfermedad, con tratamientos eficaces probados por los
grupos internacionales como el BFM (Berlin Frankfurt Munster), que en sus
resultados consecutivos a través de un periodo de seguimiento mayor a 25 afnos
ha demostrado que la LLA es una enfermedad potencialmente curable no sélo en
Alemania, sino en varios paises a nivel mundial y que los logros obtenidos con la
aplicacion de la quimioterapia intensiva estan basados en el uso de mudltiples
agentes sin resistencia cruzada y en la aplicacion de reinducciones vy
reintensificaciones con el menor volumen tumoral, es decir, cuando el nifio ha

logrado remision completa clinica y hematol6gica [9].
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1. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es la relacién existente entre las co-expresiones mieloides y de células B
maduras en Leucemia Linfoide Aguda en nifios y la clasificacién de riesgo de la
enfermedad?
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2. JUSTIFICACION

El nimero de casos de pacientes en Colombia con diagnéstico de LLA podria ser
alrededor de 450 casos nuevos por ano (extrapolando esta cifra de acuerdo a la

poblacion infantil menor de 16 anos [1].

En nuestro pais, se han utilizado diferentes protocolos basados principalmente en
la experiencia internacional del BFM y del St. Jude’s Research Hospital con
resultados menos satisfactorios a los publicados en la literatura, posiblemente
debido a factores socioculturales, econémicos y relacionados con el sistema de
salud. Por esta razén, la ACHOP cree que es de gran beneficio para los nifios
colombianos disponer de un protocolo Unico nacional basado en la experiencia del
BFM para el manejo de LLA en el pais [1], lo cual, entre otras, tendria la gran
ventaja de que un paciente trasladado de una Institucién a otra (algo muy comun
entre nosotros), pueda continuar con igual manejo, sin una interrupcion muy

importante en su tratamiento).

Desde agosto de 2005, la Asociacion Colombiana de Hemato-Oncologia
Pediatrica, reunida en la zona cafetera, ha venido trabajando cuidadosamente en
el desarrollo de un uUnico Protocolo Nacional. En el siguiente encuentro de los
miembros de ACHOP, realizado en Bogota del 26-28 de Febrero de 2006, con el
apoyo de la Pontificia Universidad Javeriana y asesores del grupo BFM y del Saint
Jude’s Hospital, se defini6 el protocolo mas acorde para el diagnéstico y
tratamiento de los nifos con LLA en Colombia, con el nombre
BFM-ACHOP 2006 [1].

Una vez se empezaron a realizar estudios de citometria en M.O en forma rutinaria

en los pacientes con LLA, se tuvo la impresién subjetiva de que aquellos que en el
diagnéstico inicial tenian alguna co-expresién mieloide o de células B maduras,
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tenian aparentemente un comportamiento como de alto riesgo. Por ésta razon,
nacié el interés de estudiar el comportamiento y evolucién de la enfermedad para
cada uno de éstos grupos fenotipicos, lo cual nos permitiria determinar de forma
clara la proporcién de fenotipos que muestran mayor frecuencia de recaidas y por
ende también, la de mayor frecuencia de fracaso terapéutico y muerte de los
pacientes con LLA, basandonos en los parametros de prediccion de riesgo
estandar y alto riesgo del IC- BFM 2002 y BFM-ACHOP 2006, para encontrar la
relacion aislada y directa entre tener uno u otro fenotipo y estos desenlaces. Lo
anterior tiene gran aplicabilidad en el diagndstico y manejo de los pacientes,
debido a que facilita el enfoque de los tratamientos, encaminados no solo a
cumplir los protocolos estandarizados, sino también a prevenir y tratar de retrasar
en lo posible la ocurrencia de los diferentes eventos negativos antes mencionados
teniendo como objetivo final lograr una mejor calidad de vida con mejoria también

de la sobrevida total y sobrevida libre de eventos.

El BFM Intercontinental 2002 define criterios para asignar el riesgo de mal
pronéstico, clasificandolos en criterios de riesgo estandar y criterios de alto riesgo,
los cuales se mencionaran en el Marco Tedrico y seran tenidos en cuenta para la

clasificacion de los pacientes de éste estudio [9].

En la Unidad de Hemato-oncologia Pediatrica del Hospital Universitario de
Santander desde febrero de 1993 a diciembre de 2010, se ha diagnosticado un
total de 1,107 pacientes de los cuales 419 (37.9%) corresponde a leucemias
(Tabla 1). De estos, el 78.5% corresponde a LLA, 18.6% corresponde a LMA,
1.9% a LMC y 0.7% a leucemia bifenotipica (Tabla 2); proporciones similares a las
observadas en la mayoria de centros oncolégicos del mundo.
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Tabla 1. Distribucion de la Patologia Oncolégica en la Unidad de Hemato-
Oncologia Pediatrica HURGV-HUS, desde Febrero 1 de 1993 a
Diciembre 31 de 2010 (n = 1.107 casos)

Entidad No de Porcentaje
casos

1 Leucemia 419 37,9
2 T.SNC 164 14,8
3 Linfomas 141 12,9
4 E. Hodgkin 74 5,8
5 T. Germinal 46 4,2
6 H.C.L. 41 3,7
7 T. Wilms 45 4.1

8 T. Oseo Maligno 33 3,1

9 R.M.S. 32 2.9
10 Neuroblastoma 31 2,8
13 Otros 81 7,3

Tomado de Registro de datos Unidad de Hemato-Oncologia Hospital Universitario
de Santander. Dr. Ernesto Rueda Arenas- Hemato-Oncdélogo tratante.

Tabla 2. Clasificacion citomorfoldogica de las Leucemias en la Unidad de
Hemato-Oncologia Pediatrica HURGV-HUS, Febrero 1993- Diciembre/2010

(n =419)
No. Pacientes %
LLA 330 78,5
LMA 78 18,6
LMC 8 1,9
Bifenotipica 3 0,7

Tomado de Registro de datos Unidad de Hemato-Oncologia Hospital Universitario
de Santander. Dr. Ernesto Rueda Arenas- Hemato-Oncdélogo tratante.

18



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

» Determinar la magnitud y direccion de la asociacion entre los
inmunofenotipos y sus co-expresiones en la evolucién clinica de los nifos
con Leucemia Linfoide Aguda, diagnosticados en dos centros de referencia

de la ciudad de Bucaramanga.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Describir las caracteristicas sociodemograficas de los pacientes con

Leucemia Linfoide Aguda entre 1 a 16 afnos.

> Establecer la prevalencia de indicadores de mal pronédstico para la
evolucion de LLA.

» Caracterizar el perfil inmunofenotipico obtenido por citometria de flujo en
médula 6sea en nifos de 1 a 16 afnos con Leucemia Linfoide Aguda.

» Determinar la proporcién de niflos con Leucemia Linfoide Aguda, tratados
con el protocolo BFM-ACHOP 2006, que presentan:

- Mala respuesta al 8° dia de tratamiento con prednisolona
- Mala respuesta medular al 15° dia de tratamiento
- No remision completa al final del tratamiento de induccién

- Recaidas medular y/6 extramedular en cualquier fase del tratamiento.
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» Establecer la asociacidn entre las coexpresiones inmunofenotipicas de LLA

y el riesgo de:

- Mala respuesta al 8° dia de tratamiento con prednisolona
- Mala respuesta medular al 15° dia de tratamiento
- No remision completa al final del tratamiento de induccién

- Recaida medular y/6 extramedular en cualquier fase del tratamiento.
> Establecer la relacién entre la coexpresidon de marcadores mieloides y de
células B maduras con los indicadores previamente definidos, como

factores de riesgo para recaida 6 muerte en Leucemia Linfoide Aguda.

» Calcular las sobrevidas global y libre de enfermedad para los pacientes

diagnosticados con Leucemia Linfoide Aguda incluidos en el estudio.

20



4. MARCO TEORICO

La leucemia linfoide aguda (LLA) es la forma mas comun de cancer en nifos,
correspondiendo aproximadamente al 30-34% de las enfermedades malignas
infantiles [10-12]. La (LLA) es cinco veces mas comun que la leucemia mieloide
aguda. Cada ano en Estados Unidos (USA) se diagnostican 2,500 a 3,500 nuevos
casos [10,11].

La proporcion de sobrevida para leucemia ha mejorado enormemente desde la
década de los 80, siendo de aproximadamente 78%-80% en los ultimos afios
[7,13]. Esta mejoria se debe en gran parte al tratamiento de un gran nimero de
ninos con los protocolos recientemente estandarizados. Aproximadamente el 75-
80% de los nifios diagnosticados en la actualidad, participan en los ensayos
diagnésticos con el objetivo de mejorar los resultados clinicos y minimizar la
toxicidad aguda y los efectos adversos de los tratamientos hasta ahora
instaurados para LLA. [14].

En un estudio de los paises nérdicos, se establecié una tasa de incidencia de
alrededor de 4 casos por 100,000 personas / afio durante el periodo desde 1982 a
2001 [15], similar a lo referido en USA de 3-4/100,000 en pacientes de 0-14 afos
[10].

El pico de incidencia es de los 2 a los 5 afios de edad y mas frecuente entre los
ninos que entre las nifas [14,16,17]. En USA, la LLA se presenta dos veces mas
entre poblacién infantil de raza blanca que en nifios de raza negra [6,16].

Los factores de riesgo para LLA incluyen factores genéticos y sindromes de

inmunodeficiencia (por ej: Sd. Down, Neurofibromatosis tipo 1, Sindrome de
Bloom, Anemia de Fanconi y Ataxia-Telangiectasia) [14]. De la misma forma se ha
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notado un incremento del riesgo en niflos con gran peso al nacer. Por el contrario,
los estudios acerca de la relacion con estrato socioeconémico, grado de
urbanizacién, densidad poblacional y factores ambientales como exposiciones y
respuesta inmune anormal a infecciones comunes han mostrado resultados

inconsistentes [11].

Los cambios morfolégicos de las leucemias no son iguales a las demas
neoplasias, por lo que el diagndstico definitivo en ellas tiene en cuenta los
cambios en la distribucién 6 madurez de la poblacién celular. Hace 30 anos el
FAB (French- American-British Cooperative Working Group) definio las
caracteristicas morfologicas de las leucemias y de acuerdo a esto dividié la LLA
en 3 subtipos [18].

La citometria de flujo se convirti6 en una herramienta indispensable en el area
inmunohistoquimica. Actualmente existen aproximadamente 300 clases CD y de
anticuerpos monoclonales con tinciones especiales con técnicas de fluorescencia,
que detectan antigenos e inmunoglobulinas citoplasmaticas o de superficie
asociadas a los diferentes linajes hematopoyéticos [19]. Ver anexo 1

Tabla 3. Clasificacion Inmunoldgica de la Leucemia Linfoide Aguda [20]

Marcadores de la linea B Marcadores linea
T
Tdt CD19 CD10 Cp Sig CD7 CD3 CD2 Frecuencia
GRUPO
LINEA B
CélulaspreB + + - - - - - - 5-10%
muy precoces
CélulasB + + + - - - - - 50-60%
precoces
Células preB + + + + - - - - 20%
LINEAT + - - - - + +* + 15%

Tdt:desoxitransferasa terminal, Cu: cadena pesada de la Ig M citoplasmatica, Slg:
inmunoglobulina de superficie.
*: La tincion de CD3 puede realizarse en el citoplasma o en la membrana.
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Segun la nueva Clasificacion de Tumores Linfoides de la Organizaciéon Mundial de
la Salud, estos se estratifican en 5 grandes categorias:[21].

- Neoplasias de células precursoras B/ preB (Neoplasias de células B inmaduras).

- Neoplasias de células B periféricas (Neoplasia de células B maduras): Agudas 6
Cronicas.

- Neoplasia de células precursoras T (Neoplasia de células T inmaduras).

- Neoplasia de células T periféricas y Células Natural Killers (Neoplasia de células
T maduras y células Natural Killers): Agudas 6 Crdnicas

- Linfoma Hodgkin (Neoplasia de células de Reed Stemberg y variantes).

Es importante aclarar que en LLA en niflos hay gran diferencia en cuanto a
pronéstico entre la clasificacibn de precursores B y células B maduras,
comportandose con una mejor evolucion la primera, mientras que en los nifios a
diferencia de los adultos la LLA de precursores T y la de células T maduras, no
difiere en cuanto a pronostico se refiere, siendo ambas de peor prondstico
comparadas con la LLA de precursores B [10].

La citometria de flujo permite el estudio de 10,000- 30,000 células individuales en
un corto periodo de tiempo. Detecta asi, con mayor sensibilidad que los métodos
tradicionales, pequenas cantidades de células leucémicas, con mayor utilidad no
solo en el diagnéstico inicial sino también en el diagnéstico de enfermedad
residual 6 recurrente [19]. Ver anexos 2y 3

Por otra parte las anormalidades citogenéticas que se presentan en las leucemias
tienen importancia biolégica y pronostica. Son multiples las probabilidades de
alteracién citogenética y algunas conllevan buen prondstico mientras otras lo

empeoran [22].
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Los sintomas més frecuentes en LLA son inespecificos (fiebre, hemorragias,
osteomialgias, linfadenopatias). Se ha concluido entonces que ante la presencia
subita e inexplicable de alguno de estos sintomas o signos no deben ignorarse las
enfermedades linfoproliferativas malignas como posibles causas [14].

En la mayoria de nifios y adolescentes con LLA los protocolos de tratamiento se
dividen en 4 elementos principales: induccion, intensificacién o consolidacion,
continuacién 6 mantenimiento y profilaxis del SNC. Con la excepcion del 1-2% de
los pacientes con LLA de estirpe B, la duracién del tratamiento en los nifos y
adolescentes con LLA varia entre 24 y 36 meses [14].

La duracién recomendada de tratamiento de los pacientes con LLA de riesgo
estandar, puede ser mas corta que la de los casos de alto riesgo. Ademas las
ninas con LLA pueden precisar menor duracion del tratamiento. Los pacientes con
LLA de linfocitos B son tratados durante un periodo mas corto, por lo general 6-8

meses, con regimenes mas intensivos [23].

TRATAMIENTO DE INDUCCION

La fase inicial de cada régimen esta dirigida a inducir la remisién. Esta se
caracteriza por la resolucion de los hallazgos anormales relacionados con la
enfermedad en la exploracion fisica y examenes de laboratorio, en el momento del
diagnéstico. Los valores en sangre periférica deben retornar a la normalidad vy el
examen de médula 6sea con microscopio Optico debe ser normocelular, con
menos de un 5% de linfoblastos. No obstante existe una leucemia llamada
subclinica que solo se detecta por examenes de laboratorio especificos [12,24].

En la mayoria de ensayos clinicos los regimenes incluyen vincristina y
glucocorticoides, con adicién de 1 6 2 farmacos mas L-asparaginasa 6 una
antraciclina. Es habitual el empleo de 3 farmacos en LLA de riesgo estandar y 4
farmacos en LLA de alto riesgo. La respuesta a las 4 semanas, con estos
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regimenes, es aproximadamente, de un 95%. La mortalidad en ésta etapa es de
aproximadamente el 3%. Los fracasos en nifios y adolescentes debido a una

enfermedad resistente son escasos [12,24].

La tasa de respuesta al tratamiento de induccién es en si misma un indicador
pronéstico, por lo que los hallazgos en sangre periférica y médula 6sea se evalian
al final de esta etapa. Los pacientes con tasas de respuesta lenta a la induccion,
tienen tasas de curacién mas bajas, por lo cual se hace necesario modificar los

planes de tratamiento [12].

TRATAMIENTO TRAS REMISION
Busca reducir aun mas las células malignas y evitar recidivas. Consta de 2 fases:

consolidacion 6 intensificacion y mantenimiento 6 continuacion [14,24].

Algunos farmacos usados durante la induccién se emplean alternamente con las
combinaciones en ésta fase. Otra modalidad recibe el nombre de intensificacion
retardada y consiste en administrar 1 6 2 ciclos de tratamiento agresivo con varios
farmacos 4-6 meses después de la induccién, que alternado con medicamentos
menos toxicos de forma repetida ha mostrado mejorar los resultados en pacientes
de alto riesgo, comparando riesgo—beneficio con el aumento de la morbilidad
concomitante [7].

El tratamiento de intensificacién suele completarse en 6-12 meses luego de la
induccién. A partir de entonces el tratamiento de mantenimiento dura 18-24 meses
e incluye 6-mercaptopurina via oral y metotrexato via oral o intramuscular
semanal. Algunos esquemas alternan con vincristina y corticoide 6 farmacos mas

téxicos segun el riesgo [25].
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PROFILAXIS DE SNC

Aunque menos del 5% de los pacientes presenta afectacion leucémica del SNC en
el momento del diagndstico, debe establecerse un tratamiento en ese momento
para evitar la instauracion del compromiso de SNC en la mayoria de pacientes
[12,26].

Las recidivas a SNC indican que el paciente tiene un riesgo elevado de recidiva en
médula 6sea y por ende de fracaso del tratamiento [12,26].

Se emplean punciones lumbares con un tratamiento intratecal Gnico con
metotrexato reduciendo la incidencia de leucemia del SNC a menos del 10% del
total en pacientes de alto riesgo y a menos del 5% en los pacientes con riesgo
estandar. Otros regimenes combinan metotrexato y citarabina 6 corticoide [7].

La profilaxis inicia durante la fase de inducciéon y se mantiene a lo largo de todo el
programa de tratamiento, disminuyendo habitualmente en frecuencia con el tiempo
[1,26].

Los pacientes con leucemia manifiesta del SNC en el momento del diagnostico
(SNC3) o con riesgo particular de leucemia del SNC son candidatos para recibir
radioterapia del SNC junto con tratamientos intratecales y sistémicos mas intensos

[1].

EVOLUCION

La supervivencia global sin complicaciones en nifios con LLA supera el 70%. Los
pacientes con indicadores de riesgo estandar en el momento del diagnédstico
constituyen mas de dos tercios de toda la poblacién con LLA y se han senalado
tasas de supervivencia sin complicaciones a los cuatro afos del 80-85%. El tercio
restante de pacientes con LLA, aquellos con indicadores pronosticos de alto
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riesgo, tienen tasa de supervivencia sin complicaciones a los cuatro arios del 60-
65% [14].

Se ha senalado que los pacientes con LLA con criterios de riesgo como edad y
recuento leucocitario dentro de parametros estandar normal al establecer el
diagnéstico y pacientes con trisomias combinadas de cromosomas 4 y 10

presentan una supervivencia sin complicaciones del 95% [25].

RECAIDA

Se define recaida como el regreso de los signos, sintomas, hallazgos paraclinicos
e imaginolégicos luego de un periodo de ausencia de estos [1]. En el 25- 30% de
los pacientes con LLA y recidiva, la localizacién del fracaso es la médula 6sea. La
duracién de la primera remisiéon es un indicador prondstico de la consecucion y
duraciéon de una segunda remision. Es decir cuanto mas prolongada sea la

primera, mas probabilidades de que la segunda sea mantenida [1].

Ademas pacientes que sufren recidiva en el primer tratamiento tienen peor
prondstico que quienes la tuvieron luego de 3 meses después de finalizar éste. En
pacientes con recidivas luego del tratamiento, el mejor prondstico se relaciona
directamente con el tiempo trascurrido entre el final de este y el inicio de la
recidiva. El tipo de tratamiento inicial y su intensidad también influyen en la
respuesta tras la recidiva. En el caso de pacientes con poliquimioterapia intensiva
sin éxito tendran menos probabilidades de conseguir 6 mantener una segunda

remision [1].

Alrededor del 70-75% de pacientes con recidivas que afectan médula ésea,
consiguen una segunda remision por medio de terapia de induccion casi idéntica a
la inicial, alternado farmacos previos con unos nuevos mas intensos [27] pero a
pesar de regimenes agresivos de rescate s6lo un 20% de los pacientes que

presentan recidivas mientras reciben tratamiento tienen una segunda remision
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prolongada (méas de 24 meses). El 40% de los que sufren recidivas, luego de tres
meses después de finalizar el tratamiento inicial pueden tener una segunda

remision prolongada [12].

Debido a que es mas factible el fracaso del tratamiento de rescate de sélo
quimioterapia, el trasplante de medula ésea se plantea como una opcidn
terapéutica para intensificar el tratamiento. La proporcién global de supervivencia
sin enfermedad en pacientes con una segunda remisién con trasplante de médula

6sea (T.M.O) alogénico varia entre 40% y 60% [7].

Recaida Medular: es definida en paciente con médula 6sea al aspirado posterior
a remision, en estadio M2: (5-25% de blastos) 6 M3: (>25 % de blastos) [1].

Recaida a SNC: Tener en LCR estudio citoquimico con > 5 células blancas
mononucleares y citolégico con blastos y/o sintomas y signos neurologicos de
HTE, focalizacion, compresion de pares craneales 6 TAC cerebral con masa que
sugiera compromiso de tipo infiltrativo SNC[1].

La recidiva en el SNC se produce en el 5- 10 % de los pacientes. El tratamiento
actual de ésta comprende varios meses de tratamiento intratecal, tratamiento
parenteral intensivo seguido de radioterapia craneovertebral mas tratamiento
sistémico adicional por 1 6 2 afnos. Las respuestas prolongadas totales varian
desde el 25- 70% y dependen del tratamiento previo, en particular si el régimen

preventivo incluy6 radiacion de SNC [1].

Recaida testicular: Aumento de volumen y consistencia testicular mas biopsia
testicular que confirme infiltracién por blastos [1].

Recidiva testicular aparece aproximadamente, en menos del 10% de los
pacientes. Por lo general se manifiesta como aumento indoloro y duro del
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volumen testicular, mas de dos veces el volumen para la edad. El diagnostico
debe acomparnarse de confirmacidén con células blasticas en Biopsia de testiculo

[1].

Los testiculos son la localizacion mas frecuente de recidiva tras interrumpir el
tratamiento. Ante sospecha debe realizarse biopsia testicular en cuia bilateral, por
la alta incidencia de afectaciéon contralateral. Al igual que la recidiva a SNC, la
recaida testicular también anuncia pronta recidiva medular, por lo que se
recomienda intensificar el tratamiento sistémico mas radioterapia local en los dos
testiculos. En algunos centros practican orquidectomia mas radiacion completa de
escroto y conducto inguinal del lado afectado. Alrededor del 50- 70 % de los

pacientes con recidiva testicular aislada responde a la terapia de rescate agresiva

[1].

Las recidivas extramedulares en el SNC 6 en los testiculos, aparecen como
acontecimientos aislados 6 simultaneos a una recidiva medular. Igual que en ésta,
cuanto mas tarde presente la recidiva con respecto al tratamiento inicial mas

probabilidades tendra de responder al tratamiento de rescate [1].

Infiltracion aislada a otros sitios: Siempre debe confirmarse con Biopsia
Recaida combinada: Combinacién de 2 6 > sitios de los ya descritos.

DIAGNOSTICO

Los ensayos clinicos llevados a cabo bajo la direccion del National Cancer Institute
son fundamentales en la aparicion de los tratamientos de Leucemia Linfoide
Aguda [14].

El descubrimiento de los factores predisponentes de LLA, siguen las
recomendaciones del National Cancer Institute Risk Classification Workshop, las
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cuales sugieren la estandarizacion de factores citogenéticos, indice de ADN e
inmunofenotipo en el estudio de LLA [14].

Diagnoéstico Citogenético

Los estudios de caracterizacion citogenética investigan alteraciones en el numero
de cromosomas (ploidias), que se presentan en el 90% de los casos de LLA. De
ellos se ha concluido que los pacientes con hiperploidia (mas de 50 cromosomas
6 indice de DNA >1,16), vistas en el 25 % de las leucemias de linaje B, tienen
pronéstico favorable, sobre todo si se da con copias extras de cromosoma: 4, 10 6
17 ; asi como se ha encontrado una relacién entre la hipoploidia (menos de 45
cromosomas, vista en menos del 2% de los casos) y pseudodiploidia (alrededor
del 40% de los casos de LLA), con una peor evolucion de la LLA [14,22, 24].

Otros factores son las anomalias estructurales, entre las mas comunes, se
encuentran las traslocaciones (40% de los casos de LLA). Las mas conocidas son:
la 1(8;14) asociada a la estirpe B, la 1(9;22) en LLA con cromosoma Filadelfia
positivo, la t(1;19) en la LLA de precursores B y la traslocacién t(4;11); que
aparecen con mas frecuencia en nifilos con una elevada tasa de fracaso en la
induccion [22,24,25].

Por el contrario la t(12;21) con reordenacion del gen TEL/ AML1, respectivamente,
(se encuentra en al menos 16 al 18% de los casos de LLA de precursores B, es
mas quimiosensible), edad entre 2-10 anos, hiperdiploidia y recuento de leucocitos
< 50,000/ml se han asociado con mejor resultado prondstico en la evolucién
natural de la enfermedad de precursores B [14].

Diagnéstico inmunofenotipico

La inmunotipificacién, tema de interés en nuestro estudio, desempefa una
importante funcién en el diagnéstico de LLA. Esta fue descubierta en la década de
1980. Consiste en la identificacion y cuantificacion de antigenos celulares a través
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de anticuerpos monoclonales, asignados a grupos: CD ( cluster of differentiation)
marcados con fluorocromos y es una de las aplicaciones mas importantes de la
citometria de flujo. Actualmente se conocen mas de 247 CD, que reconocen
distintos antigenos humanos, segun la International Worshops of leukocyte
differentiation antigens[19].

Esta tecnologia ha ampliado al analisis de células como monocitos, macréfagos,
células mieloides y como en éste caso células tumorales, siendo una parte
fundamental del diagnéstico inicial y clasificacion de las leucemias agudas, asi
como es un método sensible para monitorear el seguimiento de los pacientes
después de la quimioterapia 6 trasplante de médula 6sea, porque permite la
deteccién de enfermedad residual minima y recaida [19].

Las células inmunes en general, pierden y ganan proteinas antigénicas a médida
que evolucionan en sus diferentes estadios en médula ésea. El empleo de
anticuerpos monoclonales especificos para los distintos estadios de linfocitos B y
T ha permitido su diferenciacion asi [20]:

> PreB temprana:
CD19:  100%
CD20/22: >95%
CD10: 95%

> PreB:
CD19: 100%
CD 20/22: 100%
CD10: 50%
clgu: 100%
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> PreB transicional
CD19: 100%
CD 20/22: 100%
CD10: 50%
clgu: 100%
slgu: 100%

> B:
CD19: 100%
CD 20/22: 100%
CD10: 50%
clgu: >95%
slgu: >95%
slgK 6 A: >95%

» T:(CD3y CD7:100%), CD1a, CD2, CD5 en diferentes %.

** clg: Inmunoglobulina citoplasmatica, ** slg: inmunoglobulina de superficie.

Partiendo de éstos marcadores aproximadamente el 85% de las LLA provienen
de precursores de linfocitos B, un 15% provienen de células T y un 1 -2% restante
presenta inmunoglobulinas de superficie y se clasifica como LLA de linfocitos B
maduros. Sin embargo, cabe hacer énfasis en que ninguno de los Acs
mencionado es absolutamente linaje-especifico, por lo cual la terminologia

preferida es linaje-asociado [10,26].
Los avances en inmunofenotipificacion han mostrado, ademas de su importancia

en el diagnéstico, la importancia prondstica y de seguimiento clinico, al encontrar

que pacientes con LLA, cuyas células expresan inmunofenotipo de linfocitos B6 T

32



maduros tienen peor prondstico que aquellos con LLA de precursores B y precisan
por lo tanto un tratamiento de mayor intensidad. [14].

CD10 es actualmente el Unico antigeno leucocitario con significancia pronéstica
independiente y con base en el cual se toman decisiones terapéuticas. Este
antigeno se usa para dividir las células precursores B en subgrupos con excelente

y buen pronéstico [26].

Aunque existe controversia al respecto en grandes estudios, la incidencia de
expresion de CD10 fue de 94% en pacientes con LLA de linaje By de 40% en LLA
de linaje T. Sin embargo la expresibn de CD10 estuvo asociada con
caracteristicas de presentacion favorables incluyendo edad mayor a 1 afo, bajo
conteo leucocitario 6 alto contenido de DNA. Lo anterior no tuvo significancia
pronéstica independiente [24].

El inmunofenotipo CD10+/CD19+/CD34+ de células progenitoras inmaduras ha
sido estudiado como un factor pronéstico independiente en LLA en nifios. Por
ejemplo en una larga cohorte de 2028 nifios con LLA CD10+/ CD19+/CD34+ se
asocid con caracteristicas favorables y una ligeramente mejor sobrevida libre de
enfermedad [20,22].

Se ha descrito también que una expresién intensa de CD45 > 75% y de CD 20>
25%, se correlaciona con pobre pronéstico en nifos mayores de 1
ano,encontrandose como factores independientes con respecto a los demas

factores prondsticos [21].

La falta de expresion de CD45 en cambio, es un factor prondstico favorable en
LLA-B en la nifiez. Esta caracteristica se ha asociado con una excelente respuesta
a la quimioterapia mudltiple, bajo conteo leucocitario, bajos niveles de LDH,
hiperploidia y alto indice de DNA [26].
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Con respecto a CD34 se ha identificado como factor pronéstico favorable tanto
para sobrevida libre de enfermedad como para sobrevida total en nifios con LLA,
observandose una asociacién significativa de CD34 con la ausencia de
compromiso extramedular, bajos niveles de LDH, bajo conteo de leucocitos y baja
actividad proliferativa [21].

Otro ejemplo, es la influencia negativa del fenotipo de linfocitos T en cuanto a
prondstico, la cual es menor si se asocia a un recuento leucocitario inicial elevado.
Se ha encontrado, que ésta influencia puede ser atenuada por tratamientos
intensos, demostrando que el comportamiento agresivo del fenotipo de linfocitos T
no fue evidente con estos protocolos de tratamiento. Es claro que aun no hay

criterios unificados, pero si un gran camino por recorrer en investigacion fenotipica

[1].

La expresion de determinados antigenos de forma mixta también interviene como
factor prondstico; concepto que se descubrié a partir de la relacion existente entre
la expresion en al menos el 20% de las células, de antigenos mieloides; la cual se
da en el 15- 25% de las LLA y se denomina: leucemia de linaje mixto, que se cree,
se comporta como factor desfavorable en la evolucion de la enfermedad: (corta
sobrevida, corta duracién de la remision y alta tasa de recaidas en todas las fases

de tratamiento); afirmacién que hoy es controvertida y ha pasado a un segundo
plano, al haberse demostrado que pacientes con fenotipos mixtos, tienen una
evolucién satisfactoria con los mismos protocolos de tratamiento empleados en
LLA monoclonal [14].

Diagnéstico Morfolégico

Las células de la LLA se pueden clasificar segun su aspecto al microscopio éptico
y se han relacionado también con los diferentes inmunofenotipos. El sistema mas
utilizado es el FAB, que divide los linfoblastos en categorias: L1: se caracteriza por
linfoblastos pequefos con escaso citoplasma y nucléolos poco prominentes, la
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cual aparece en el 85% de los casos de LLA infantil; L2: tiene linfoblastos mas
grandes, heterogéneos en tamafno, con nucléolos mas prominentes y citoplasma
abundante y L3: con linfoblastos grandes idénticos a las células de Linfoma de
Burkitt, poseen Inmunoglobulinas de superficie y otros marcadores de tipo B y se
da en el 1-2% de los casos de LLA [14,18].

Tradicionalmente la edad y el conteo de leucocitos al momento de presentacion,
se han considerado factores prondsticos importantes en Leucemia Linfoide Aguda
en ninos [14,26]. Sin embargo para el protocolo BFM —ACHOP 2006, no son
tenidos en cuenta en la clasificacion de riesgo [1].

Tabla 4. Factores clinicos y biolégicos predictores prondsticos de LLA en
ninos [26]

FACTOR FAVORABLE DESFAVORABLE
Edad al 1-9 anos <106 >9anos
diagnostico
Género Femenino Masculino
N2 Leucocitos Bajo (<50 6 25x 10°/L) Alto (> 50 6 >25 x 10°/L)
Genotipo - Hiperdiploidia (> 50 - Hipodiploidia (< 45

cromosomas) cromosomas)

-t (12;21) 6 fusionTEL/ AML1 -t (9;22) 6 fusion BCR/ ABL.
-t (4;11) 6 fusion MLL/ AF4

Inmunofenotipo  Comun, preB ProB, Linaje T

Pieters R, Carroll W. Biology and Treatment of Acute Lymphoblastic Leukemia.
Pediatric Clinics of North América 2008; 55: 1-20 [26].
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Para el desarrollo del Protocolo BFM-ACHOP 2006 se tuvo en cuenta para la
clasificacion de riesgo, los factores determinados en el estudio BFM
Intercontinental 2002 asi: [1]

CRITERIOS DE ALTO RIESGO: (Cualquiera de los siguientes):
1. Mala respuesta a prednisolona en el octavo dia de tratamiento:

Son los pacientes con blastos absolutos > 1000 en extendido de sangre periférica
en el octavo dia de tratamiento, cuando solo han recibido prednisolona.

2. Paciente con mala respuesta en Médula Osea en el dia 15 de tratamiento:
Son los pacientes con blastos >25% en aspirado de médula 6sea el dia 15 de
tratamiento, equivalente a estadio M3.

3. No logro de remision completa al final de la induccién (33dias):

Pacientes con blastos >5% en aspirado de médula ésea al final del tratamiento de
induccion.

4. Traslocacion (9:22) 6 (4: 11)

CRITERIOS DE RIESGO ESTANDAR (Debe cumplir todos los siguientes):
. Buena respuesta a la prednisolona al dia ocho

. Edad mayor de 1 afio y menor de 16 anos.
. Cualquier recuento leucocitario

. Médula Osea al dia 15: M1 6 M2.

. Médula Osea al dia 33: M1

. Inmunofenotipo preB 6 T.

N OO OO A WO =

. Todas las alteraciones citogenéticas, excepto Traslocacion (9: 22) 6 (4:11) que
por si solas confieren alto riesgo.

DIFICULTADES EN EVALUACION DEL ESTADO DE REMISION:

1. Si hay célula sospechosas entre 5 y 25%, puede tratarse de células blasticas 6

precursoras muy tempranas. En éste caso se repetira el aspirado de médula ésea
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(A.M.O) en 1 semana, sin quimioterapia previa. La nueva muestra se procesara
con citometria de flujo para diferenciar células malignas de precursores benignos.
2. Médula Osea con celularidad disminuida y sin blastos: Si el paciente tiene >
2000 leucocitos y > 50.000 plaguetas debe considerarse dilucién de la muestra
con sangre periférica y repetir A.M.O.

3. Médula aplasica, sin blastos: Se refleja con trombocitopenia, Leucopenia y
Reticulocitopenia en sangre periférica. Se diferira la quimioterapia 1 semana y se
repetira el A.M.O. La recuperacién de la hematopoyesis es una condicion para
considerar remision completa.

En pacientes con masa mediastinal 6 compromiso testicular: Se espera reduccion
al final de la induccién, confirmando con estudios imaginolégicos. En éste caso se
dara plazo hasta el dia 52. Si son positivas debera hacerse biopsia. Si persisten
blastos en ésta se considerara LLA de Alto Riesgo, debe iniciarse manejo como
tal. La Leucemia testicular puede requerir radioterapia con 18 Gys.

Presencia de células dudosas en LCR: Puede encontrarse un LCR con células
dificiles de identificar entre blastos y linfocitos reactivos. Es necesario estar
seguros que el LCR no esta contaminado con sangre periférica (muestra
atraumatica). La inmunotipificacion de las células puede contribuir a la

identificacion de las células dudosas (Un examen con Tdt puede ser suficiente).

EXCEPCIONES:

* AL final de la induccién pacientes con LLA con cromosoma Ph+(BCR/ABL) 6
pacientes con t(4: 11) (MLL/AF4) se clasificarian como de alto riesgo sin importar
la respuesta a la prednisolona.

*Pacientes con mielograma no evaluable en dia 15 por Aplasia seran clasificados
de acuerdo a otros criterios (no correspondientes a éste estudio).
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5. METODOLOGIA

5.1 DISENO DEL ESTUDIO

Estudio de cohorte retrolectiva en niflos con diagnéstico de LLA atendidos en los
servicios de Oncohematologia Pediatrica del Hospital Universitario de Santander
(HUS) y de la Clinica Materno Infantil San Luis (CMISL), entre Enero 1 de 2007 y
Junio 30 de 2010. Se tuvieron en cuenta pacientes de ambos sitios, en razén a
que son atendidos por el mismo equipo de profesionales, que manejan igual
esquema de tratamiento y atienden pacientes provenientes de similares area de

influencia del nororiente colombiano.

5.2 POBLACION

5.2.1 Poblacion de referencia. Pacientes mayores de 1 ano y menores de 16

anos de edad, con diagnéstico de LLA.

5.2.2 Poblacion blanco. Pacientes mayores de 1 afio y menores de 16 afios con
diagnéstico de Leucemia Linfoide Aguda y tratamiento para su enfermedad en el
HUS y en la CMISL.

5.2.3 Poblacion de estudio. Todos los pacientes mayores de 1 afo y menores de
16 anos de edad con diagnéstico por primera vez de LLA y tratamiento en el HUS

o CMISL.

5.2.4 Unidad de muestreo. Pacientes de 1 a 16 afos con diagndstico de LLA en
el HUS y CMISL.
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5.2.5 Marco muestral. Todos los pacientes mayores de 1 afio y menores de 16
anos de edad con diagnéstico de LLA en el HUS y CMISL, a los que se les realizé
estudio de inmunotipificacién, captados entre Enero 1 de 2007 y Junio 30 de 2010
que recibieron tratamiento segun protocolo BFM- ACHOP 2006.

5.2.6 Tamano. Se realizd por conveniencia dada la naturaleza exploratoria del
estudio, e incluy6 todos los nifios y nifias de 1-16 anos, con LLA inmunotipificada,
tratados en el HUS y CMISL, segun protocolo BFM ACHOP 2006, en el espacio de

tiempo antes descrito.

5.2.7 Criterios de inclusion
e Pacientes > de 1 afo y < de 16 afos de edad con diagnostico de LLA
entre Enero de 2007 a Junio 30 de 2010 en el HUS y CMISL.

e LLA inmunotipificada en el Departamento de Hematopatologia de la
Fundacién Santafé de Bogota 6 en Laboratorio Biomolecular (Bogota,
Colombia).

e Pacientes que aceptaron tratamiento completo propuesto por
Hematooncélogo tratante y no habian iniciado tratamiento en otras
instituciones.

e Pacientes en quienes LLA sea la primera y unica Neoplasia.

5.2.8 Criterios de exclusion. Pacientes con LLA, en quienes se haya

demostrado por prueba de citogenética, traslocacion 1(9;22) 6 t(4;11).
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5.3 VARIABLES EVALUADAS: Anexo 4

5.3.1 Variable principal. Como variable principal se tuvieron dichos pacientes
clasificados segun inmunotipificacibn como positivos o negativos para los
diferentes inmunofenotipos. Tomando como factor de exposicion el ser positivo
para cada uno de éstos: CD10, CD19, CD34, CD45, CD20, CD13, CD33, CD38,
HLA- DR, CD7 y CITIG IM.

Los estudios de inmunotipificacién fueron realizados en el Departamento de
Hemato-patologia de la Fundacion Santafé de Bogota y el laboratorio Biomolecular

(Bogota, Colombia).

5.3.2 Covariables. Como covariables se tomaron edad, género, raza, lugar de
procedencia, recuento de leucocitos en hemograma al diagnéstico y estado de

médula 6sea al diagnéstico.

5.3.3 Desenlaces

5.3.3.1 Pacientes con mala respuesta a la prednisolona al octavo dia de
tratamiento. Se define como mas de 1000 blastos absolutos en sangre periférica
dia ocho de induccion. En ese momento el paciente ha recibido 7 dias de
prednisolona y una dosis de quimioterapia intratecal. Se definié blastos absolutos
= porcentaje de blastos en sangre periférica por Leucocitos/ml en sangre

periférica.

5.3.3.2 Mala respuesta en médula dsea al dia 15 de tratamiento. Son los pacientes
con blastos > 25% en aspirado de médula 6sea (AMO); es equivalente a médula
Osea estadio 3 (M3) el dia 15 de tratamiento (dos semanas luego de inicio de
prednisolona, una dosis de vincristina, daunorrubicina y asparaginasa, y una dosis
de quimioterapia intratecal).
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5.3.3.3 No remisiéon completa al final de la induccion. Se consideraron positivos
para éste desenlace de "No remision™ a los pacientes con aspirado de médula
6sea que muestre médula 6sea M2 6 M3 (> 5% de blastos) al dia 33 de induccién.
En caso contrario se consideraran negativos para este resultado, pacientes con
AMO estadio M1 al dia 33 de induccién, que no tengan hallazgos de regeneracion
de hematopoyesis como hiperplasia eritroide a pesar de recuperacion

hematoldgica y que tengan una celularidad normal o ligeramente disminuida.

De la misma manera se debe tener un LCR negativo como requisito y confirmar
por imagenes la remisién de los sitios inicialmente comprometidos, para tomar

dicha variable como negativa.

5.3.3.4 Recaidas. Es el regreso de signos, sintomas, hallazgos paraclinicos e

imaginoldgicos luego de un periodo de ausencia de éstos.

Debido a que ésta variable cambia en el tiempo, se revisaran las historias clinicas
cada 3-4 meses y se valorara por medio de curva de sobrevida (Kaplan-Meyer),
tomando como tiempo cero, el tiempo en que remiten manifestaciones clinicas y
paraclinicas de la LLA una vez terminada la fase de induccién: es decir una vez se

comprueba remision completa por primera vez.
Para efecto de la comparacién de la proporcion de las diferentes recaidas, se
seguira su aparicién de forma individual: medular, en el sistema nervioso central

(SNCQ), testicular y combinada.

5.3.3.5 Muerte. Se registré la ocurrencia de dicho evento, s6lo si ocurrié por causa

directa 6 indirecta de la LLA y la fase del tratamiento en la sucedié el deceso.

Ante pérdida de algun paciente, a pesar del cuidadoso seguimiento, se analiz6 su

evolucién hasta el momento en que abandond tratamiento.
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5.4 PROCEDIMIENTO DE RECOLECCION DE DATOS

En este estudio de cohorte retrolectiva, se revisaron las historias clinicas fisicas
(archivos, documentos en departamento de estadistica y servicio de
hematoncologia pediatrica del HUS y CMISL) e historias clinicas electronicas
(Base de datos de los servicios de Hemato-Oncologia Pediatrica HUS y de la
CMISL) de los pacientes entre 1 a 16 anos, con diagnéstico inicial de leucemia
linfoide aguda, en el periodo comprendido entre Enero 1 de 2007 y Junio 30 de
2010, sin tratamientos previos (diagnostico de primera vez) y que fueron
clasificados inmunofenotipicamente en el servicio de Hemato-Patologia de la
Fundacién Santafé de Bogota, en el caso de los pacientes del HUS 6 en el
laboratorio Biomolecular ( Bogota, Colombia) grupo de la CMISL.

Criterios de exclusidn: pacientes a quienes en su seguimiento inmunofenotipico,
se les descartd definitivamente el diagnostico de LLA. Igualmente pacientes en
quienes el estudio de citogenética confirmé translocacion t(9;22) 6 t(4;11).

La recoleccién de datos, se hizo de forma retrospectiva, se captaron los
pacientes entre Enero 1 de 2007 y Junio 30 de 2010. Se revisaron sus historias
clinicas hasta el momento en que se tuvo registro de sus datos, ya sea por
abandono del tratamiento, fallecimiento 6 traslado. Se disefi6 un formato de
recoleccion de informacion (Anexo 5), el cual fue diligenciado por el investigador
y/6 colaboradores, previo consentimiento verbal de los padres (Anexo 6).

En casos de traslado, se intent6 realizar seguimiento del paciente, se contact6 al
nuevo médico Hemato-Oncologo tratante, en Santander 6 de forma mas compleja
en otro departamento y se solicitd la historia clinica que se realiz6 en la nueva
Institucion. Es necesario aclarar que en Bucaramanga existen otros sitios donde

se atienden y tratan pacientes con éste tipo de patologia.
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Dentro de la recoleccion retrospectiva de datos de los pacientes captados desde el
ano 2007, se revisaron las historias clinicas fisicas y del sistema de registro del
servicio de Hemato-Oncologia pediatrica y se realiz6 la entrevista y examen fisico
a los pacientes hospitalizados, que recibian tratamiento segun las fases del
protocolo BFM-ACHOP 2006 6 a los que estaban asistiendo a controles por
consulta externa; ésta cercania facilité la confirmacién y actualizacion de datos,

con familiares 6 acudientes.

Dentro de la seleccién de los pacientes de 1 a 16 afnos, con diagnéstico inicial de
LLA por primera vez en el HUS 6 CMISL, se tuvo en cuenta como factor de
exposicion, la presencia de coexpresiones inmunofenotipicas mielodes y/6 B
maduras, con el fin de hallar su influencia en el riesgo de desenlaces
desfavorables, para asi dilucidar si pudiera incluirse en futuras clasificaciones de
riesgo. Ademas se evalud las covariables ya descritas, las cuales fueron medidas

y registradas una vez fue ingresado el paciente al estudio.

En el transcurso del estudio, se siguié si ocurria 6 no y cuando ocurrian los
eventos desenlaces descritos, que se relacionaban con mala respuesta a
tratamiento de induccion al dia 8, 15 y al finalizar dicho tratamiento. Las cuales
son variables puntuales e independientes para la ocurrencia de la siguiente, en el

orden mencionado anteriormente.

La sobrevida libre de enfermedad, se evalué desde el momento en que el paciente
entrd en remision completa hasta la ocurrencia de recaida, si ésta se present6 6

hasta el ultimo control (Junio 30 de 2010), muerte é abandono si se presentaron.

La sobrevida global (SG), se evaludé desde el momento del diagndstico hasta el

ultimo control realizado 6 hasta la fecha de fallecimiento.
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5.5 PROCESAMIENTO DE DATOS

5.5.1 Pacientes con mala respuesta a la Prednisolona al octavo dia de
tratamiento: (mas de 1000 blastos absolutos en sangre periférica dia ocho de
induccion): Los pacientes con = 1000 blastos absolutos en el Hemograma al dia
ocho seran codificados con un (1), siendo positivos para ésta variable desenlace y

los pacientes con < 1000 blastos absolutos se codificaran con (0).

5.5.2. Mala respuesta en Médula Osea al dia 15 de tratamiento: Los pacientes
con esta variable positiva, seran codificados con (1), cuando tienen =25% blastos
en Médula ésea y si tienen M2 (>5a <25% blastos en A.M.O) 6 M1(<5 blastos en
A.M.O) al dia 15, su cbdigo sera (0).

5.5.3. Remision Incompleta al final de la inducciéon: Pacientes con Aspirado
de Médula Osea M1 al dia 33 de la induccién, se interpretara como negativo para
éste desenlace, siendo registrado como (0), mientras tener un estadio M2 6 M3 en
éste, se tomara como desenlace positivo para remisién incompleta al final de la

induccion y se codificard como (1).

5.5.4. Recaidas: Regreso de signos, sintomas, hallazgos paraclinicos e
imaginolégicos luego de un periodo de ausencia de éstos. Cualquiera de ellas,
aplica para positividad de ésta variable desenlace y sera codificada como (1) con
respecto a No Recaida (0). Para efecto de la comparacion de la proporcién de las
diferentes recaidas, se codificara: Recaida Medular: (0), Recaida a S.N.C: (1),
Recaida Testicular: (2) y Combinada:(3).
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6. ANALISIS ESTADISTICO

Este trabajo corresponde al analisis de una cohorte retrolectiva, es decir, que
los datos fueron recogidos de manera retrospectiva, pero el analisis se hizo
prospectivamente.

Inicialmente se compararon las covariables entre las dos instituciones
participantes para ver si las diferencias entre las dos poblaciones eran
sustanciales como para considerar que eran dos grupos que no podian
unirse para este estudio. Las variables cualitivativas y cuantitativas discretas
se agruparon en categorias logicas; en todo caso, se compararon por medio
de chi cuadrado, aceptando como significativas aquellas diferencias con p <
0.05 y se evalu6 la heterogeneidad existente por medio de la prueba de
Woolf.

Las medidas de resumen empleadas para las variables cualitativas y
cuantitativas discretas fueron proporciones y se expresd sus respectivos
intervalos de confianza del 95% (IC95%).

Para la evaluacién de variables cuantitativas continuas, las medidas de
resumen se tomaron segun si el comportamiento era Gaussiano 6 no; es
decir, se presentaron como mediana & media asociadas a rango

intercuartilico 6 desviacion estandar, respectivamente.

Posterior a lo anterior se establecié la incidencia de las respuestas a los dias:
8, 15 y 33 de la induccion, asi como la aparicibn de los subsecuentes
desenlaces (recaidas o muerte). Asi, frente a cada desenlace se tuvo éstos
dos grupos, uno con el evento adverso y otro sin éste, por lo que se
compararon esos dos grupos de cada desenlace.
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Para los desenlaces de la induccién se utilizé la incidencia acumulada,
comparando primero todas las covariables por chi cuadrado y luego por
medio de regresién binomial (que genera riesgos relativos [RR] e 1C95%),
teniendo en cuenta en éste modelo de manera forzosa las
variables: inmunotipificacién, edad y género, mientras que las demas se
incluyeron sélo si en el analisis bivariado precedente tuvieron p< 0.2; y se
mantuvieron en el modelo si y solo si habia asociacién especifica o
modificaban el estimado principal en mas del 10%, tal como lo recomienda
Greenland [28]. Finalmente, se evalud la bondad de ajuste del modelo segun
las recomendaciones de Hosmer y Lemeshow [29].

Con respecto a las variables desenlace: recaida (cualquiera de ellas) y
muerte, se expresaron en densidad de incidencia, se realiz6 analisis de
sobrevida de Kaplan Meier y el modelo multivariado de Cox. Este modelo de
Cox indica la razén de velocidad de aparicion de un desenlace dado entre
dos grupos, uno referente del otro. La correlacién incluy6é las variables:
respuesta al dia 8, a los 15 dias y al final de la induccién, a manera de
variables independientes, asi como las otras variables ya mencionadas, bajo
las mismas consideraciones de ingreso de la regresion logistica. Se utilizé la
prueba Log Rank para estimar la significancia de las curvas de sobrevida; la
bondad de ajuste del modelo de Cox se evalu6é segun las recomendaciones
de Tsiatis que figuran en el trabajo de Hernandez y cols [30]
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7. CONSIDERACIONES ETICAS

Este protocolo fue formulado de acuerdo con la reglamentacion ética vigente
(Declaracion de Helsinki, Resolucién 8430 de 1993); fue posible clasificarla
como investigacion sin riesgo dado que la investigacién implicé Unicamente
la revision de historias clinicas a partir de informacion que se consigné
regularmente en ella como parte del protocolo de manejo BFM-ACHOP 2006,
de los pacientes menores de 16 afos con diagnostico de LLA tratados en el
HUS.

La informacién recolectada en este proyecto fue de caracter confidencial,
protegiendo en todo momento la identidad de los participantes. Los
investigadores se comprometieron a guardar la privacidad y confidencialidad
de la informacion aportada. La historia clinica de cada paciente recibidé un
namero secuencial en la medida en que fue revisada y soélo el investigador
principal sabia qué numero correspondia a cada paciente. De la misma
manera, al momento de difundir los resultados del estudio sélo se

presentaron datos colectivos sin individualizar casos particulares.

Ante lo anterior, se solicitd la exencion de consentimiento informado escrito
como parte del proceso de aprobacién del proyecto que hizo el Comité de
Etica Institucional de la Facultad de Salud de la Universidad Industrial de
Santander. Se adjunta un modelo de la informacion que se le di6 a los padres
para la consecucién del consentimiento verbal. Anexo 6.
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8. RESULTADOS

8.1 POBLACION ESTUDIADA

Entre el 12 de enero de 2007 y junio 30 de 2010 se atendieron en las dos
instituciones 65 pacientes por LLA, de los cuales 63 pacientes cumplian los
criterios de inclusion (Figura 1).

De los 63 pacientes incluidos, 1 paciente murié al diagnéstico y 2 durante la
induccidén; 2 pacientes nunca presentaron remision, de los cuales 1 falleci6.
Posteriormente, 4 tuvieron recaida de médula 6sea y otro present6 recaida
de médula 6sea y del SNC. Del total de éstos 5 pacientes con recaida,
fallecieron 2. En total, 54 pacientes estuvieron libres de recaidas, de los
cuales 2 mas fallecieron. Como resumen, de los 63 pacientes incluidos en el
estudio, fallecieron 8 pacientes en diferentes etapas de proceso diagndstico y
tratamiento.

incluidos excluidos

L

Libre de recaidas | pocoidam.0 Traslado a otra Muerte al Cromosoma
=47 =4 institucién antes de Diagnéstico =1 Ph=1

RecaidaM.o [| finaldeinduccion=1 R v\ o te en Sl

+SNC=1 Falla de induccién=2 B induccién =2 diferente =1

Fallecidos=2 Fallecidos=2 Fallecido =1

Figura 1. Flujograma de pacientes
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En la tabla 5 se aprecia que entre los 46 pacientes captados en el HUS y los
17 de la CMISL hay diferencia en la procedencia del area metropolitana de
Bucaramanga y en el ano en que se hizo el diagnéstico, pero por lo demas
son de iguales caracteristicas. La prueba de Woolf indica que a pesar de las
diferencia en estos dos elementos no son dos poblaciones distintas las que

se atienden en los dos centros.

Tabla 5. Caracteristicas de los pacientes incluidos segun el centro

médico de atencion

Centro
Caracteristica HUS (n = 46) CMISL (n=17) p
Sexo masculino 24 (51.2%) 11 (64.7%) 0.374
Procedencia
Area Metrop B/manga 18 (39.1%) 13 (76.5%) 0.031
Otros Santander 20 (43.5%) 3(17.7%)
Fuera Santander 8 (17.4%) 1 (5.9%)
Edad (anos)
1-5 28 (60.9%) 15 (88.2%) 0.099
6-10 14 (30.4%) 1 (5.9%)
11-15 4 (8.7%) 1 (5.9%)
Edad (afos)* 5.1(34a7.8) 4.2 (3.2a54) 0.265
Ano de diagnéstico
2007 11 (23.9%) 3(17.7%) 0.003
2008 19 (41.3%) 1 (5.9%)
2009 10 (21.7%) 12 (70.6%)
2010 6 (13.0%) 1 (5.9%)
Leucit a Dx (1,000/mm°)*  13.1 (4.0a66.0) 8.5 (3.6 a23.0) 0.439
> 50,000 11 (23.9%) 3 (17.7%) 0.485
LLA, 12 (26.1%) 5 (29.4%) 0.792
Precursores B 39 (84.8%) 16 (94.1%) 0.323
Coexpresiones
CD13 18 (39.1%) 5 (29.4%) 0.477
CD20 25 (54.4%) 3(17.7%) 0.009
CD33 10 (21.7%) 1 (6.9%) 0.141
CD13 620 6 33 31 (67.4%) 6 (35.3%) 0.022

*Mediana y recorrido intercuartil
Dos pacientes tenian sindrome de Down y otro deleccién del cromosoma 13.
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8.2 EVALUACION DE DESENLACES EN LA FASE DE INDUCCION

1 paciente fallecié antes de iniciar la induccion, mientras que otros 2 murieron
durante el transcurso de esta, pudiéndose analizar la respuesta a la
induccién al dia 8% y 15 en 1 de ellos. En 5 de los 63 pacientes evaluables
no fue posible estimar la respuesta en extendido de sangre periférica (ESP)
al 8° dia; la evaluacién al dia 15 no pudo hacerse en 3 pacientes y en 4 no
se realiz6 aspirado de médula 6sea del dia 33, de los cuales 2 no tuvieron
evaluacién al dia 8% ni al dia 15 y son 2 de los 3 pacientes que se

comentaron inicialmente, que murieron en la induccion.

En la tabla 6 se puede apreciar que estas respuestas no fueron diferenciales

entre los dos centros de atencién.

Tabla 6. Frecuencia de desenlaces evaluados en induccién por centro

médico de atencion

Centro
Caracteristica HUS (n = 46) CMISL (n=17) p
Mala respuesta ESP 8° dia 14/41 (34.2%) 6 (35.3%) 0.933
Mala respuesta MO 152 dia 16/43 (37.2%) 4 (23.5%) 0.311
Mala respuesta MO 33° dia 1/43 (2.3%) 0/16 (0.0%) 0.538

8.2.1 Respuesta al 82 dia. En total 20 pacientes tuvieron mala respuesta en
el ESP a los 8 dias de la induccion (32.8%, IC 95% 21.3 a 46.0). En la tabla
7 se aprecian las diferencias en las caracteristicas de ingreso de los
pacientes entre aquellos que presentaron buena y mala respuesta en ESP al
8° dia de inicio de la induccién. En ella es evidente que los factores
asociados son el afno del diagnostico y el numero de leucocitos en sangre
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periférica al momento del diagndstico; sin embargo, al evaluar la falla en la
respuesta del ESP al 8% dia segun si los pacientes tenian 50,000 o mas

leucocitos/mm? no se hall6 asociacién significativa.

Ahora bien, al explorar la capacidad predictiva del nimero de leucocitos/mm?®
al momento del diagndstico con respecto a la falla en la respuesta del ESP al
dia 8, se realiz6 el area bajo la curva ROC (0.707, IC95% 0.559 a 0.856;
figura 2), siendo el mejor punto de corte el tener 30,000 o0 mas leucocitos por
mm? (Figura 2).

Usando este punto de corte, se encontré que 9 (23.1%) de los pacientes con
hasta 29,999 leucocitos/mm? tuvieron mala respuesta al 82 dia, frente a 11
(61.1%) de quienes tenian mas de esa cifra (p = 0.005; RR 2.65, 1C95% 1.34
a 5.23). Esta asociacion se mantiene al ajustar por el afio en que se hizo el
diagnéstico (RR 2.66, IC95% 1.34 a 5.24).

Figura 2. Curva ROC de los leucocitos al momento del diagnéstico para
predecir mala respuesta en el dia 8° de la induccién
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0.25
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51



Tabla 7. Caracteristicas asociadas a la mala respuesta del ESP al 82 dia
de induccién

Respuesta a prednisona Dia 8

Caracteristica Buena (n=38) Mala (n =20) p
Atendido en HUS 27 (711.1%) 14 (70.0%) 0.933
Sexo masculino 22 (57.9%) 9 (45.0%) 0.349
Procedencia
Area Metrop B/manga 20 (53.6%) 9 (45.0%) 0.421
Otros Santander 7 (18.4%) 2 (10.0%)
Fuera Santander 11 (29.0%) 9 (45.0%)
Edad (anos)
1-5 27 (711.1%) 14 (70.0%) 0.236
6-10 7 (18.4%) 6 (30.0%)
11-15 4 (10.5%) -(-)
Edad (afnos)* 46(35a6.8) 4.9(3.2a6.5) 0.794
Ano de diagnéstico
2007 11 (29.0%) 1 (5.0%) 0.014
2008 14 (36.8%) 4 (20.0%)
2009 11 (29.0%) 10 (50.0%)
2010 2 (5.3%) 5 (25.0%)
Leucit al diagn(1,000/mm®)* 5.7 (3.5a19.6) 32.2(9.6 a 80.0) 0.010
> 50,000 6 (16.2%) 7 (35.0%) 0.107
LLA, 9 (23.7%) 7 (35.0%) 0.359
Precursores B 34 (89.5%) 18 (90.0%) 0.950
Coexpresiones
CD13 13 (34.2%) 7 (35.0%) 0.952
CD20 19 (50.0%) 8 (40.0%) 0.468
CD33 5 (13.2%) 6 (30.0%) 0.120
CD13 6206 33 23 (60.5%) 11 (55.0%) 0.685

*Mediana y recorrido intercuartil

8.2.2 Respuesta al 152 dia. Un total de 20 pacientes tuvieron mala
respuesta en la MO a los 15 dias de la induccién (32.8%, 1C95% 21.3 a
46.0). En la tabla 8 se aprecian las diferencias en las caracteristicas de
ingreso de los pacientes entre aquellos que presentaron buena y mala
respuesta en la MO al 152 dia de inicio de la induccién; se incluyen ademas
de las evaluadas en la anterior seccion, la respuesta y cantidad de blastos en
ESP al dia 8° (tabla 8).
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Tabla 8. Caracteristicas asociadas a la mala respuesta en médula ésea

al 152 dia de induccion

Respuesta de la medula osea

Caracteristica Buena (n = 40) Mala (n = 20) p
Atendido en HUS 21 (67.5%) 16 (80.0%) 0.311
Sexo masculino 18 (45.0%) 14 (70.0%) 0.067
Procedencia

Area Metrop B/manga 19 (47.5%) 9 (45.0%) 0.649
Otros Santander 7 (17.5%) 2 (10.0%)

Fuera Santander 14 (35.0%) 9 (45.0%)

Edad (afos)

1-5 29 (72.5%) 13 (54.0%) 0.816
6-10 9 (22.5%) 6 (30.0%)

11-15 2 (5.0%) 1 (5.0%)

Edad (afos)* 4.6 (3.2a6.1) 5.2 (3.6 a8.6) 0.452
Ano de diagnéstico

2007 9 (22.5%) 3 (15.0%) 0.104
2008 12 (30.0%) 7 (35.0%)

2009 17 (42.5%) 5 (25.0%)

2010 2 (5.0%) 5 (25.0%)

Leucit al diagn 5.7 (3.5a19.6) 32.2 (9.6 a 80.0) 0.010
(1,000/mm®)* 8 (20.0%) 4/19 (21.1%) 0.925
= 50,000 9 (22.5%) 8/19 (42.1%) 0.120
> 30,000

LLA, 14 (35.0%) 2 (10.0%) 0.039
Precursores B 37 (92.5%) 18 (90.0%) 0.741
Coexpresiones

CD13 17 (42.5%) 6 (30.0%) 0.348
CD20 19 (47.5%) 9 (45.0%) 0.855
CD33 6 (15.0%) 5 (25.0%) 0.345
CD13 6206 33 26 (65.0%) 11 (55.0%) 0.453
Mal respuesta 8¢ dia 9/37 (24.3%) 11 (55.5%) 0.029
Blast SP8? dia (1,0000mm%*  0.36 (0.13a1.12) 2.38 (0.54 a4.42) 0.003
> 2,200 5/34 (14.7%) 11/19 (57.9%) 0.001

*Mediana y recorrido intercuartil

Los factores aparentemente asociados con mala respuesta al dia 15 son el

sexo masculino, el numero de leucocitos en sangre periférica al momento del
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diagndstico, el ser una LLA clasificada citomorfolégicamente como tipo 2, la
mala respuesta al dia 8 y tener = 2200 blastos en ESP al dia 8. Sin embargo,
el area bajo la curva ROC descarta la utilidad prondstica de los leucocitos al
momento del diagnédstico (0.623, 1C95% 0.473 a 0.773), mientras que si lo es
el numero de blastos en ESP al dia 8 (0.752, IC95% 0.615 a 0.889) (Figura
3).

El mejor punto de corte para predecir falla en la respuesta medular al 15° dia
de induccidén es tener en sangre periférica al 8° dia de induccién 22,200
blastos/mm?®, en donde 11 de los 16 pacientes con =2,200 blastos/mm?® al 8°
dia tuvieron mala respuesta en MO al dia 15, frente a 8 de 37 que tenian
<2,200 blastos/mm?® (68.8% vs 21.6%, p = 0.001). Asi, luego de ajustar por el
ano de diagnéstico, se encontré que el Unico factor asociado con mala
respuesta al 15° dia de induccién es haber tenido >2,200 blastos/mm® en
sangre periférica al 8° dia de la induccién (RR 4.59, 1C95% 1.74 a 12.11); ni
la evaluacién de mala respuesta al 82 dia (RR 0.51, 1C95% 0.22 a 1.16) ni el
ser vardon constituyen factores de riesgo para este desenlace (RR 1.47,
IC95% 0.74 a 2.91).

Figura 3. Curvas ROC de los leucocitos al momento del diagnéstico
(izquierda) y de los blastos en sangre periférica al 8% dia de induccion
(derecha) para predecir mala respuesta en el dia 15° de la induccién.
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8.2.3 Respuesta al 332 dia. Uno de los 59 pacientes evaluados presento
mala respuesta de la MO al dia 33 de la inducciéon (1.7%, 1C95% 0.01 a 9.1),
correspondiendo a un paciente con MO MS3; otro paciente fue MO M2, 40
(67.8%) M1 y 17 (28.8%) sin blastos en MO, o sea, M0. Dado que la
respuesta adecuada es lograr una MO o M1, no es posible evaluar los
factores asociados con mala respuesta (M2+M3) a este momento de la
induccion ya que son solo dos pacientes con esta Ultima caracteristica. En
total el 96,6% de los pacientes entré en remision completa al finalizar la

induccion.

8.3 RECAIDA MEDULAR

Cinco de los 57 pacientes en los que se documentd remisién en la medula
Osea al final de la induccién presentaron recaida medular (8.8%, IC95% 2.9 a
19.3). Uno de ellos presenté también recaida al SNC, detectadas ambas en
la misma semana. En las tablas 9 y 10 se aprecian los factores asociados
con el riesgo de recaida en la MO.
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Tabla 9. Tasa de recaida medular por 10,000 dias-persona de

seguimiento segun las caracteristicas iniciales de los pacientes

estudiados

Caracteristica

Recaida acumulada

Tasa de recaida

Recaidas p 7S* Tasa (IC95%) P

Institucion

HUS 5/41 (12.2%) 0.144 22,247 2.23(0.93a5.35) 0.103
CMISL -/16 () 6,910 -

Sexo

Masculino 4/30 (13.3%) 0.199 17,980 2.22(0.83a5.93) 0.189
Femenino 1/27 (3.7%) 12,782 0.78 (0.11 a 5.55)
Procedencia

Area Metrop B/ga 4/28 (14.3%) 0.324 15739 2.54(0.95a6.77) 0.269
Otros Santander 1/21 (4.8%) 12,727  0.79 (0.11 a 5.58)

Fuera Santander -/8 (-) 2,296 -

Edad (afos)

1-5 4/41 (9.8%) 0.169 21,311 1.87(0.70a5.00) 0.241
6-10 0/13 (-) 8,167 -

11-15 1/3 (33.3%) 1,284 7.79 (1.10 a 55.29)
Ano de diagndstico

2007 2/12 (16.7%) 0.561 10,917 1.83(0.46a7.33) 0.683
2008 2/19 (11.1%) 11,810 1.69(0.42 2 6.77)

2009 1/22 (4.8%) 7,53 5.97 (1.38 a 9.79)

2010 -/6 (-) 782 -

Leucit dx (1000/mm?)

Hasta 49,999 1/44 (13.0%) 0.007 25,271 0.40(0.06a2.81) 0.015
> 50,000 3/12 (25.0%) 4862 6.17 (1.99 a 19.13)
Tipo de LLA

1 4/42 (9.5%) 0.737 23,613 1.69(0.64a4.51) 0.468
2 1/15 (6.7%) 7,149 1.40 (0.20 a 9.90)

*TS: Tiempo de seguimiento en dias
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Tabla 10. Tasa de recaida medular por 10,000 dias-persona de
seguimiento segun linaje celular y respuesta al 8° y 15 ° dias de

induccion
Caracteristica Recaida Tasa de recaida
acumulada

Muertes p 7S* Tasa (IC95%) P
Precursores
B 4/52 (7.7%) 0.353 28,528 1.40(0.53a3.74) 0.180
T 1/5 (20.0%) 2,234 1.48(0.63 a 31.7)
CD13 (+) 2/22 (9.1%) 0.946 14,479 (0.35a5.52) 0.391
CD13 (-) 3/35 (8.6%) 16,479 (0.59 a 5.71)
CD20 (+) 2/25 (8.0%) 0.856 17,907 (0.30 a4.66) 0.198
CD20 (-) 3/32 (9.4%) 12,855 (0.75 a7.24)
CD33 (+) 1/10 (10%) 0.880 5,922 (0.24a11.9) 0.452
CD33 (-) 4/47 (8.5%) 24,840 (0.60 a 4.29)
Respuesta ESP d 8
Buena 2/36 (5.6%) 0.340 22,617 0.88(0.22a3.53) 0.058
Mala 3/18(16.7) 5,982 5.01(1.62 a 15.5)
No evaluada -/3 (-) 2,162 -
Respuesta MO d 15
Buena 1/39 (2.6%) 0.001 21,455 3.26 (1.56 a6.84) 0.052
Mala 3/17(17.7) 7,322 5.46 (2.05 a 14.5)
No evaluada 1/1 (100%) 288 34.72 (4.8 a 247)

*TS: Tiempo de seguimiento en dias

Desde la perspectiva de incidencia acumulada de recaida medular se

encuentra que los factores asociados con esta son tener mas de 50,000

leucocitos/mm® al momento del diagndstico, tener mas de 5 afios, ser una

LLA de células T y no haber evaluado la medula 6sea en el dia 33 de

tratamiento. De todos éstos hallazgos SOLO la cantidad de leucocitos al

momento del diagndstico se asocia significativamente con la incidencia

acumulada de recaida en MO (RR por cada 10,000 leucocitos/mm?® por arriba
de los primeros diez mil, 1.042, IC95% 1.018 a 1.066). Esto ultimo significa
que por cada 10,000 leucocitos/mm?® por arriba de los primeros diez mil el

riesgo acumulado de recaida medular aumenta en 4.2%, con un IC95% entre

1.8% y 6.6%.
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El tiempo total de seguimiento fue de 30,762 dias, por lo que la incidencia
global de recaida medular es de 1.62 recaidas medulares por cada 10,000
dias-persona (IC95% 0.68 a 3.91). La figura 4 muestra la sobrevida libre de
de enfermedad (SLENf) de los pacientes estudiados, incluyendo su banda de
confianza del 95%; esta probabilidad de sobrevida para ciertos puntos

criticos del seguimiento se puede ver en la tabla 11.

Figura 4. Sobrevida libre de enfermedad (SLEnf) de los pacientes
estudiados, incluyendo banda de confianza del 95%.
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Tabla 11. Probabilidad de sobrevida libre de enfermedad (SLEnf) en
ciertos puntos del seguimiento

Tiempo de Probabilidad de
seguimiento sobrevida 1IC95%
180 dias 98.04% 86.89%-99.72%
1 ano 93.57% 81.30%-97.89%
2 anos — 1,262 dias 85.55% 67.22%-94.05%

Ahora bien, desde la perspectiva de la densidad de incidencia, donde se
tiene en cuenta el tiempo de seguimiento, que necesariamente es dispar en

esta cohorte abierta, los factores que inicialmente se pueden ver como
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asociados con la recaida medular, tal como se present6 en las tablas 9y 10,
son tener mas de 50,000 leucocitos/mm?® al momento del diagnéstico inicial,
la respuesta los 8 y 15 dias. Esto se corrobora en las curvas de (SLEnf) de la

figura 5.

Figura 5. SLEnf segln: tener mas 50,000 leucocitos/mm?® (izquierda; p =
0.005), respuesta en ESP en el 8% dia (centro, p = 0.075), y respuesta en MO
al dia 15 (derecha, p <0.001).
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Finalmente, el Unico factor predictor de la velocidad de aparicién de recaida
medular es tener un mayor recuento de leucocitos al momento del
diagnéstico (HR por cada 10,000 leucocitos/mm?® por arriba de los primeros
diez mil, 1.067; 1C95% 1.004 a 1.134), luego de ajustar por el ano de
diagnéstico, la edad y sexo del paciente. Los otros dos potenciales factores

no se incluyen debido a la colinealidad de comportamiento.
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8.4 MORTALIDAD Y SOBREVIDA GLOBAL

Se presentaron 8 fallecimientos (letalidad de 12.7%, 1C95% 5.6 a 23.5%). 1
paciente de estos fallecié al segundo dia de haber hecho el diagnéstico sin
gue se hubiese iniciado el tratamiento; 2 mas fallecieron durante la induccién,
dos mas durante la fase de mantenimiento, otro durante la induccion de

rescate y finalmente, dos mas durante el mantenimiento largo.

En la tabla 12 y 14 se aprecia el andlisis de la mortalidad tanto como
incidencia acumulada como densidad de incidencia segun las caracteristicas
al momento del diagnéstico de LLA de los pacientes incluidos. En ella
parecieran ser factores asociados las respuestas medulares a los 15 y 33
dias, la recaida medular, la presencia de CD20, el afio de diagndstico, el
sexo del paciente y su edad. Sin embargo, al ajustar por todos estos factores,
solo la recaida medular permanece como factor de riesgo (RR 6.08, IC95%
1.30 a 28.51).

El tiempo total de seguimiento fue de 32,398 dias, por la que la incidencia
global de mortalidad es de 2.49 fallecimientos por cada 10,000 dias-persona
(IC95% 1.23 a 4.94). La figura 6 muestra la sobrevida global (SG) de los
pacientes estudiados, incluyendo su banda de confianza del 95%; esta
probabilidad de sobrevida para ciertos puntos criticos del seguimiento se

puede ver en la tabla 13.

En las figuras 7 a 11 se aprecian las curvas de Kaplan-Meier de sobrevida
global (SG) segun las caracteristicas al ingreso de los pacientes. Se aprecian
diferencias significativas en cuanto a edad del paciente y sexo, con mayor
compromiso de los varones y los pacientes de mas de 10 afnos de edad al
momento del diagnéstico.
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Tabla 12. Tasa de mortalidad por 10,000 dias-persona de seguimiento
segun las caracteristicas iniciales de los pacientes estudiados

Caracteristica Mortalidad Tasa de mortalidad
acumulada
Muertes p 7S* Tasa (IC95%) p
Institucion
HUS 6/46 (11.8%) 0.892 | 23,43 2.51(1.13a5.58) 0.496
CMISL 2/17 (13.0%) 8,453  2.37(0.59 a 9.46)
Sexo
Masculino 7/35 (20.0%) 0.052 | 19,40 3.61 (1.71 a 7.56) 0.061
Femenino 1/28 (3.6%) 12,98  0.77 (0.11 a 5.47)
Procedencia
B/manga 6/31 (19.4%) 0.237 | 16,54  3.62 (1.62 a 8.05) 0.775
Otros Santander 0/9 (0.0%) 13,43 1.48 (0.37 a 5.92)
Fuera Santander 2/23 (8.7%) 2,311 0.00 (0.00 a 16.0)
Edad (afos)
1-5 4/43 (9.3%) 0.004 | 22,53 1.77 (0.66 2 4.72) 0.214
6-10 1/15 (6.7%) 8,418 1.19 (0.17 2 8.43)
11-15 3/5 (60.0%) 1,397 21.47 (6.92 a 63.58)
Edad (afios)
1-9 5/54 (9.3%) 0.045 | 28,64 1.74 (0.73 2 4.19) 0.032
10-15 3/9 (33.3%) 3,374 8.03 (2.59 a 24.91)
Ano de diagndstico
2007 5/14 (35.7%) 0.029 | 11,76 4.24 (1.77a10.19) 0.310
2008 1/20 (5.0%) 12,26 0.82 (0.12a0.81)
2009 2/22 (9.1%) 7,470 2.68(0.67 a 10.71)
2010 0/7 (0.0%) 916 0.00 (0.00 a 40.20)
Leucit al diagn (/mm?®)
Hasta 49,999 5/48 (10.4%) 0.331 | 26,03 1.92 (0.80 a 4.61) 0.123
> 50,000 3/15 (20.0%) 6,345 4.73 (1.52 a 14.66)
Tipo de LLA
1 5/46 (10.9%) 0.473 | 7,818 3.84(1.24a11.90) 0.201
2 3/17 (17.7%) 2450 2.03(0.85a4.89)

*TS: Tiempo de seguimiento en dias
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Figura 6. Sobrevida global (SG) de los pacientes estudiados, incluyendo

banda de confianza del 95%.

.75
I

Probabilidad de sobrevida
5
h

25
I

T T T T
0 500 1000 1500
Tiempo de seguimiento (dias)

Tabla 13. Probabilidad de sobrevida global (SG) en ciertos puntos del

seguimiento

Tiempo de Probabilidad de
seguimiento sobrevida 1IC95%
30 dias 95.21% 85.88% - 99.20%
90 dias 95.21% 85.88% - 98.43%
180 dias 91.71% 81.17% - 96.47%
1 ano 89.36% 77.57% - 95.13%
2 anos 86.16% 72.28% - 93.40%
3 anos > 1,265 dias 80.42% 61.04% - 90.83%
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Figura 7. Curva de sobrevida global (SG) segun sexo del paciente ( p =
0.088)

8
%ﬁ‘?\—\—\—\—
s
38
EE
E
2
£8
£ p=0.088

s

0 500 1 1500

Tier

000
mpo de seguimiento (dias)

Nifas Nifios|

Figura 8. Curva de sobrevida global (SG) segun: edad de (1-5), (6-10) y (11-
16) afos (izquierda, p < 0.001), procedencia del paciente (prueba log-rank, p
=0.321) y de leucocitos al momento del diagndstico (p = 0.272).
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Figura 9. Curva de sobrevida global (SG) segun clasificacién citomorfol6gica
de LLA (p =0.410) y edad 1-9 afos vs 10-15 anos (p=0.027)
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En la tabla 14 se encuentra la mortalidad acumulada y la tasa de mortalidad
de los pacientes estudiados segun las caracteristicas del tipo de LLA, la
evaluacién de los desenlaces en induccion y la presencia posterior de
recaidas. Asi, hay mayor mortalidad entre los pacientes con LLA de células
T, asi como entre quienes experimentan recaida medular; esto se reafirma al

analizar las correspondientes curvas de Kaplan-Meier.

Finalmente, el Unico factor pronéstico de la velocidad de la mortalidad es la
recaida medular, con un hazard ratio (HR) de 9.74 (IC95% 1.06 a 89.77).

Figura 10. Curva de sobrevida global (SG) segun: linaje celular (p < 0.001),
respuesta a los 8 dias de la induccion (p = 0.663) y a los 15 dias de
induccion (p < 0.001).
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Tabla 14. Tasa de mortalidad por 10,000 dias-persona de seguimiento
segun linaje celular, coexpresiones inmunofenotipicas, respuesta a la
induccion y ocurrencia de recaida

Caracteristica Mortalidad Tasa de mortalidad
acumulada
Muertes p 7S” Tasa (IC95%) p

Precursores

B 4/58 (7.3%) 0.001 | 30,044 1.33 (0.50 a 3.55) 0.002
T 4/8 (50.0%) 2,354 16.99 (6.38 a 45.27)

CD13 (+) 1/23 (4.4%) 0.131 | 14,995 0.67 (0.09 a 4.73) 0.473
CD13 (-) 7/40 (17.5%) 17,403 4.02 (1.92 a 8.44)

CD20 (+) 1/28 (3.6%) 0.052 | 18,607 0.54 (0.08 a 3.82) 0.198
CD20 (-) 7735(20.0%) 13,791 5.08 (2.42 a 10.65)

CD33 (+) 1/11 (9.1%) 0.692 | 6,389 1.57 (0.22a11.11) 0.348
CD33 (-) 7/52 (13.5%) 26,009 2.69 (1.28 a 5.65)
Respuesta MO 8° dia

Buena 4/38 (10.5%) 0.840 | 23,403 1.71 (0.64 a 4.55) 0.244
Mala 2/20 (10.0%) 6,824 2.93(0.73a11.72)

No evaluada 0/3 (0.0%) 2,162 0.00 (0.00 a 17.05)
Respuesta MO d 15

Buena 1/40 (2.5%) 0.001 | 23,732 0.42 (0.06 a 2.99) 0.905
Mala 4/20 (20.0%) 8,284 4.82 (1.81 a 12.87)

No evaluada 1/1 (100.0%) 373 26.81 (3.78 a 190.3)
Respuesta MO d 33

Buena 5/58 (8.6%) 0.146 | 32,214 1.55 (0.65 a 3.73) 0.494
Mala 0/1 (0.0%) 134 0.00 (0.00 a 271.5)

No evaluada 1/2 (50.0%) 441 243.9 (34.4 a 1731)
Tipo de MO al d 33

0 0/17 (0.0%) 0.006 | 10,406 0.00 (0.00 a 3.54) 0.991
I 4/40 (10.0%) 21,691 1.84 (0.69 a 4.91)

Il 1/1 (100%) 117 85.47 (12.04 a 607)

1] 0/1 (0.0%) 134 0.00 (0.00 a 271.5)

Recaida MO

Si 4/14 (28.6%) 0.007 | 5,455 7.33 (2.75a19.54) 0.005
No 2/47 (4.3%) 26,934 0.74 (0.19 2 2.97)

*TS: Tiempo de seguimiento en dias
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Figura 11. Curva de sobrevida global (SG) segun la respuesta a los 33 dias
de la induccién (p < 0.001) y recaida de medula 6sea (p = 0.019).
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Figura 12. Resumen de los factores de riesgo para cada uno de los eventos

analizados.
Respuesta al 82 dia Respuesta al 15° dia Recaida medular Mortalidad
Leucocitos al dx Blastos en SP 2 Leucocitos al dx Recsldaimeduilar
>30,000 por mm? 2,200 por mm? >50,000 por mm?
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9. DISCUSION

En el contexto a nivel mundial, la mayoria de los casos de LLA se producen
en nifnos, con una incidencia de 3 a 4 por cada 100,000 habitantes entre 0 a
14 afnos de edad, mucho mas que lo que ocurre entre adultos (un caso por
cada 100,000 personas mayores de 15 afos [1,20]; el 75% de todas las
leucemias agudas en nifios corresponden a LLA, las cuales a su vez
representan el 34% de todos los canceres en éste grupo de edad. [7, 10, 14,
25].

El Registro Poblacional de Cancer del Area Metropolitana de Bucaramanga
(RPC-AMB) [5] entre 2000 y 2004 describe un pico diagndstico de leucemia
entre los 5-9 afos de edad; en el servicio de Hematooncologia pediatrica del
HUS desde febrero de 1993 a diciembre de 2010, se registraron 1,107
pacientes de 0-15 anos con diagnostico de cancer, de los cuales el 37.9%
correspondieron a leucemias y de éstos el 78.5% a LLA, coincidiendo con
los datos de registro a nivel mundial [7, 10, 14, 25, 31].

En la caracterizacion poblacional del presente estudio, ingresaron en total 63
pacientes, de los cuales 46 fueron diagnosticados en el HUS y 17 en la
CMISL; el andlisis comparativo de los dos grupos no mostrd ninguna
diferencia estadisticamente significativa, por lo tanto todos los datos vy

resultados que se obtuvieron se analizaron como un todo.

El 68,2% de los pacientes correspondieron a nifios entre 1 y 5 afos, con un
ligero predominio en varones (55.5%) y una relacién nifio: nina de 1.25: 1,
que se asemeja a lo referido en la mayoria de estudios en la literatura
mundial [1, 7, 10, 14, 32].

67



El estudio morfolégico de los blastos mostré6 que el 74,6% de los casos
fueron compatibles con linfoblastos L1 segun la clasificacion FAB [18] y el
25.3 % fueron clasificados como L2, que es similar a los estudios informados

por otros autores [10, 14].

La hipétesis principal de éste trabajo era saber si habia alguna relacién entre
la coexpresiébn de marcadores mieloides 6 de células B maduras y la

clasificacion de riesgo.

La coexpresion de marcadores mieloides 6 de células B maduras en
pacientes con LLA, difiere de las leucemias clasificadas como bilineales y
bifenotipicas, las cuales han generado confusion histéricamente, en su
subclasificacion. La cuarta edicion de la clasificacién de leucemia aguda de la
OMS (2008), simplific6 éstos conceptos, implicando una modificacién
significativa con respecto a la clasificacién del grupo europeo para la
caracterizacion inmunolégica de Leucemia Aguda (EGIL) de 1995,
incorporada en las guias de la OMS 2001 [33]. Actualmente se propone la
agrupacion de las leucemias agudas bilineales y bifenotipicas en la
clasificacion de leucemia aguda de fenotipo mixto (MPAL), la cual tiene unos
criterios especificos de inclusiébn, donde la expresidon Unica de cyt
Mieloperoxidasa o CD3 permite la clasificacion de blastos al linaje mieloide 6
T respectivamente [34, 35].

Ademas la clasificacion OMS 2008 [34, 35] excluye ciertas asociaciones con
aberraciones citogenéticas determinadas, clasificandolas
independientemente como leucemia mieloide aguda con aberraciones
citogenéticas  recurrentes  independientemente de la  expresidn

inmunofenotipica [34, 36].
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Con respecto a las coexpresiones, que no corresponden a una clasificacion y
que fueron el motivo de nuestro estudio, se conoce que un 3,5 a 22 % de los
ninos con diagndstico de LLA expresan marcadores mieloides (My +), pero
esto varia segun cada estudio [37-40].

Las LLA My+ se observan con mayor frecuencia en adultos que en nifios. Se
ha demostrado por estudios in vitro que los blastos de enfermos con LLA
My+ muestran una gran habilidad para proliferar y liberar espontdneamente
interleucina-6 y factor de necrosis tumoral, comportandose de forma similar a
los blastos mieloides. Estos resultados permitieron plantear que la
coexpresion de determinantes mieloides en la LLA, podrian llevar a cambios
en algunas de las propiedades bioldgicas en estas células. Estas semejanzas
encontradas en el comportamiento proliferativo, perfil de citocinas vy
expresién de receptores para citocinas entre blastos de la LLA My+ y de la
LMA, sugieren que ambas variedades pueden originarse de una célula
precursora hematopoyética que coexpresa caracteristicas de ambos linajes
linfoide y mieloide versus la teoria de la transformacion de un precursor

multipotencial [38].

Por otro lado, la incidencia de la leucemia linfoide aguda con coexpresion
mieloide (CD13, CD14, CD15, CD33, CDw65 ¢ todas las anteriores) es
variable cuando se comparan los resultados de la literatura [38].

Uckun y cols [39] evaluaron la coexpresién mieloide en una cohorte de 1557
pacientes con diagndstico de LLA en el grupo de cancer pediatrico (CCG);
definiendo coexpresidn mieloide, si se expresaba CD13, CD33 6 ambas = 30
% de las células leucémicas y encontraron que los pacientes con LLA My(+)
tenian caracteristicas de presentacién mas favorables que los pacientes con
LLA de precursores B My(-). Por otra parte, Ariffin y cols [37] no encontraron
diferencia al comparar 39 pacientes con LLA de precursores B My+ con 112
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pacientes con LLA de precursores B My(-), en un seguimiento por 3 anos,
con relacion a sobrevida libre de eventos y sobrevida global a 2 afos.
Igualmente Pui y cols [40], demostraron que la coexpresién mieloide no tuvo
efecto en la respuesta a la induccion ni en la sobrevida libre de eventos;
posteriormente en otros dos estudios del mismo Centro (St Jude), Pui y cols
concluyeron que la expresion mieloide en LLA infantil no se asociaba con
pobre prondstico si se usaban protocolos intensivos de quimioterapia, como
los empleados en éstos pacientes [41, 42].

M. Abdelhaleem[43] considera que la expresién de los marcadores mieloides
en la LLA infantil no es al azar, al encontrar diferencias de las coexpresiones
mieloides segun la linea celular; igualmente describié fracciones celulares
TEL-AML1 positivo (con alta expresion de CD13 y CD33) a diferencia de
células con expresion MLL-AF4 y BCR-ABL-positivo (que carecian de
CD13), sugiriendo que el mal pronéstico que se le atribuye a los marcadores
mieloides era superado por la asociacion con determinados reordenamientos
genéticos de buen pronéstico, como TEL-AML1, concepto en el que
coinciden Pui y cols [44] y que hace parte de los controvertidos anélisis
citogenéticos actuales, que no se incluyeron en nuestro estudio por no

haberlos realizado.

La contraparte, habia sido reportada en los estudios de Wiersma y cols [45],
quienes encontraron que la expresion de antigenos mieloides fue un
importante factor predictor de mal pronéstico. Por otro lado, Kurec y cols [46]
demostraron menor duracién de la primera remisién y menor duracién de la

sobrevida en 8 pacientes My + de 51 nifios con LLA.
En nuestro estudio, de los 63 pacientes analizados, en el 44,4% se encontrd

coexpresion CD20, correspondiente a células B maduras; con respecto a
coexpresion mieloide, el 36.5% expresdé CD13 y el 17.4% CD33, frecuencias
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qgue son superior a los rangos descritos en la literatura [39, 41, 45], diferencia
para la cual no tenemos aun explicacidon. Sin embargo no encontramos
correlacién significativa entre las coexpresiones y los desenlaces iniciales

indicadores de riesgo, sobrevida global y sobrevida libre de enfermedad.

De 57 pacientes a quienes se les pudo evaluar la respuesta a la prednisona
al dia 8, 20 (35%) tuvieron mala respuesta (21000 blastos absolutos) y 37
(65%) buena respuesta. Al realizar el analisis utilizando la curva ROC se
encontré que el punto de corte con mayor capacidad predictiva equivalia a
tener = 30,000 leucocitos al momento del diagnédstico; es decir que el 61.1%
(11 pacientes) de los que tuvieron mas de ésta cifra, tuvieron mala
respuesta, mientras que solo el 23,1% (9 pacientes) de los que tuvieron <
30,000 leucocitos, tuvieron mala respuesta. Se encontré que el riesgo de
tener mala respuesta era 2.65 veces mayor (I.C 95%: 1.34 — 5.23%) en los

que tenian = 30,000 leucocitos.

Reiter A y cols [46] describieron buena respuesta al dia 8 en
aproximadamente 90% de los pacientes evaluados a partir del protocolo
ALL-BFM 90, encontrando una sobrevida libre de eventos a 8 anos en el 80%
de ellos y que la mala respuesta que se daba en el 10% restante se

relacionaba con alto riesgo de recaer.

Como se anoté antes, nuestro estudio demuestra que los pacientes con mas
de 30,000 leucocitos al diagnéstico tienen una alta posibilidad de tener mala
respuesta al dia 8 de la induccién, dato que puede minimizar la preocupacion
con respecto a que el Protocolo BFM-ACHOP-2006, haya eliminado el

namero de leucocitos como factor prondéstico.
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Al analizar la mala respuesta al dia 15, se encontré6 como unico factor de
riesgo asociado tener 2,200 blastos/mm® o mas en sangre periférica al dia
octavo, correlacién que no se ha estudiado en nuestro pais antes, por lo cual
no puede evaluarse su validez externa, sin embargo pudiera sugerir la
posibilidad de eliminar la evaluacién de médula 6sea del dia 15 para los

pacientes con estos hallazgos.

Con respecto a la mala respuesta al dia 33, debido a la escasa cantidad de
desenlaces no fue posible evaluar los factores de riesgo asociados. Pero es
de considerar que en éste andlisis 96.6% de los pacientes que completaron
el protocolo de induccidon presentaron remision completa (57 de los 59
pacientes evaluados); ésto coincide con lo descrito en la literatura con
respecto a similar frecuencia (95 a 100%) de remisién con el uso de los
diferentes protocolos y esquemas quimioterapéuticos vigentes [7, 8, 27,
49- 51]

En nuestro estudio, con relacién a la incidencia acumulada de recaida
medular, se encontr6 como factor de riesgo asociado, tener un mayor conteo
de leucocitos al diagndstico, dado que por cada 10,000 leucocitos/mm? por
arriba de los primeros 10,000/mm?, la incidencia acumulada de recaida

aumenta un 4.2%.

Este analisis es coherente con la mayoria de estudios al respecto, que
correlacionan mal prondstico 6 menor sobrevida libre de eventos con mayor
conteo de leucocitos al diagnéstico, teniendo en cuenta diferentes puntos de
corte, generalmente =50,000/mm3 6 =10,0000/mm3 [52]. Asi mismo se
correlaciona parcialmente con el resultado obtenido en un estudio
colombiano en el Hospital Universitario del Valle [53], que comparé el
pronostico en nifios con LLA, clasificados en grupos de alto y bajo riesgo.

Encontrando dentro de los criterios de alto riesgo: leucocitos al diagndstico
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>30000/mm3 y obteniendo una incidencia de recaida acumulada 2.2 veces

mayor en pacientes de alto riesgo, (IC 95% 1.10- 4.70).

La incidencia global de recaida fue de 1.62 recaidas por cada paciente en
10,000 dias 6 de 1.62 recaidas por cada 10,000 personas en un dia y la
sobrevida libre de enfermedad (SLEnf) es de 80.42% a los 3 anos. A pesar
de que parece ser una SLEnf buena, siendo el tiempo de seguimiento
relativamente corto, no es posible compararlo con los datos internacionales
como los diferentes protocolos de BFM que fueron mejorando el porcentaje
de sobrevida, desde 1981 hasta el protocolo BFM-90, que obtuvo una
sobrevida libre de eventos (SLE) de 75.9% a los 8 anos [54], o el BFM-95
con cifras de 79,5% de SLE a 6 anos para todos los riesgos y con 89,5%
para el riesgo estandar [50]. Es necesario esperar en el tiempo para
establecer si nuestras curvas de sobrevida son similares a éstas, pero
parecen distar de los resultados obtenidos en los ultimos estudios
internacionales, donde se reportan SLE de > 80% [51, 55-57].

Finalmente, desde la perspectiva de la densidad de incidencia, el Unico factor
predictor de la velocidad de aparicién de recaida medular es tener un mayor
recuento de leucocitos al momento del diagnéstico, encontrando por cada
10,000 leucocitos/mm?® por arriba de los primeros 10,000, una probabilidad de
recaida 1.067 veces mayor (IC 95%: 1.004- 1.134), luego de ajustar por el
ano de diagnéstico, la edad y sexo del paciente. Los otros dos potenciales
factores (respuesta al dia 8 y al dia 15) no se incluyeron debido a la
colinealidad de comportamiento.

Se presentaron 8 fallecimientos correspondientes al 12.7% de los pacientes

incluidos en el estudio.
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Con respecto a sobrevida global (SG), se encontré que ésta era de 95.21% a
los 30 dias, descendiendo a 89.36% al afo, 86.16% a los 2 afios y a 80.42%
a los 3 anos. Nuevamente, es valedero el comentario anterior, en relacién a
que el tiempo de seguimiento en nuestro trabajo es muy corto y no puede
compararse, por ahora, con series internacionales que reportan sobrevidas

globales entre 70 — 80% a 5y 8 anos desde el diagnéstico [51, 55-58].

El dnico factor pronéstico de la velocidad de mortalidad es la recaida
medular, con un riesgo 9.74 veces mayor de morir si ésta se presenta, lo que

se correlaciona con la mayor parte de la literatura.

Nuestros resultados confirman la clasificacién de riesgo del protocolo BFM-
ACHOP- 2006, en donde ni el linaje T, ni la edad =10 afos, ni el sexo
parecen conferir un mayor riesgo, pues todas éstas variables estan
directamente relacionadas con el nimero de leucocitos al diagnéstico. Tener
mas de 50,000 leucocitos al diagnéstico si confiere de manera
independiente una mayor posibilidad de recaida medular, por lo tanto, éste
factor si deberia volver a formar parte de los criterios de clasificacion de

riesgo.

Por otro lado es importante tener en cuenta que después de la induccién de
una remision completa, la cantidad de células leucémicas puede ser todavia
alta pero no identificable morfolégicamente, lo que hace dificil el diagnéstico
precoz de recaida, que es el objetivo de la mayoria de los estudios de LLA
hasta el momento. Actualmente estan en proceso de investigacién y
validacion, técnicas de alta sensibilidad para la identificacién de enfermedad
residual minima con reaccidén de polimerasa en tiempo real, las cuales estan
incursionando en la capacidad de predecir las recaidas, estratificacion de
riesgo y necesidad de trasplante de médula 6sea. Se podran obtener mejores
resultados en la medida en que se cuente con toda la infraestructura de
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laboratorio de alta tecnologia necesaria para clasificar correctamente los

pacientes [59].
Llama la atencién la baja incidencia de recaida a SNC en éste grupo de

pacientes, lo cual podria sugerir que el protocolo BFM-ACHOP 2006 protege

adecuadamente al SNC.
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ANEXOS



Anexo 1. Esquema de la Citometria de Flujo

Detectores de lu=
raja sy naranja

Detector de
luz reflejada
aQn° Detactor de

Uz werde

A

Espejos reflectares
de luz de
determinadas
longitudes de onda

Detactar
de luz
incidente

=

Fuente de lUZ laser

La Citometria de Flujo consiste en Anticuerpos Monoclonales marcados con fluorocromos
que se adhieren a una suspension celular de sangre periférica, aspirado de médula dsea 6
nddulo linfatico.

Los tubos se incuban a temperatura ambiente por un corto periodo. Las células en suspension
marcadas pasan a través del citometro de flujo. Muchos modelos son automaticos, pero
algunos modelos requieren un operador para procesamiento individual.

Mas de 10000 células de cada tubo son analizadas para producir una informacién valida
estadisticamente.

Cada célula pasa individualmente a través de un laser enfocado en la citometria de flujo.

Los fluorocromos son excitados por la luz del laser y emiten luces de diferente longitud de
onda.

Existen fotodetectores ubicados en angulo recto y oblicuo al eje del laser, colectando la luz
emitida y dispersa.

Las sefiales dispersas y de los fluorocromos pueden detectarse para cada célula (Analisis
Multiparamétrico).

Las sefiales de cada fotodiodo son digitalizadas y pasan a un computador para ser
almacenadas en una lista y ser analizadas.

Una variedad de histogramas visuales pueden generarse automaticamente

PIETERS, R, CARROLL, W. Biology and Treatment of Acute Lymfoblastic Leukemia.
Clinicas pediatricas de Norteamérica. Elsevier 2008;55: 1-20.
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Anexo 2. Dibujo esquematico de cambios fenotipicos y genotipicos
asociados a la diferenciacion de las células B y las células T.

P PRECURSOR B PRECOZ PREB | CELULAB | CELULA
CELULAS B PLASMATICA
3 Slg
DR DR _ CDI9 DR _ CDI9 DR _ CD19 DR cD1o
; ; N
—
b 034 coM €Dt CDI0  CD20 ggg ~ cDao
linfoide ? %‘Z%d:gg;::? Reordenamientos de ‘Reordenamientos
a0 —~» Cadenas pesadas + de cadenas ligeras
ga las Ig - cadenas ligeras de Ig ; y cadenas pesadas de lg
9 Reordenamientos Reordenamientos cD3
s (e cadenas fyy ————s de cadenas fy o —————y
CD34 del TCR del TCR CcD2
CD2 CD5 CD2 CDhs CD2
CD34 cD7 CD34 CD7 CD1 CD? &
¢ Colaboradora-inductora
o TIMOGITOS ,
CELULAS T | TIMOCITOS PRECOCES I ORDINARIOS | CELULAS T MADURAS

Tomado de Aster J, Kumar V. Neoplasias linfoides. Patologia Estructural y
Funcional. Sexta Edicion. Mc Graw Hill, Interamericana Editores S.A.
Philadelphia, Pennsylvania USA. 2000; (15): 684.

No estan representadas algunas células CD4+/CD8 (timocitos comunes) que
también expresan a CDS3, ni tampoco los estadios entre las células B en
reposo y células plasmaticas./ CD=de nominacién del grupo; TdT= terminal
desoxinucleotidil transferasa. TCR: Receptor de las células T.
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Anexo 3. Algunos antigenos de las células inmunitarias detectados

por anticuerpos monoclonales

NOMBRE DE CARACTERISTICAS
ANTIGENO
ASOCIADOS PRINCIPALMENTE A CELULAS T
CD1 Expresado por timocitos corticales e Histiocitos de
Langerhans
CDh2 En células T del timo y periféricas/ células NK
CDs3 En timocitos, cel. T periféricas y NK. Expresion en

superficie exige RCT (Receptor de células T)

CD4 En cel T helper periféricas, timocitos medulares + vy
CD4/CD8

CD5 En cel. T helper periféricas y un pequefo grupo cel. B

CD7 En cel. T y precursores de cel. Mieloides.

CD8 En cel. T periféricas citotéxicas, timocitos medulares + y

corticales doblemente + y algunas NK.

ASOCIADOS PRINCIPALMENTE A CELULAS B

CD10 6 | Expresado muy intensamente por células pre-B de médula

CALLA osea (M.O) y células B del centro de los foliculos linfoides.

CD19 En células preB de (M.O) y cel. B maduras, no en cel.
Plasmaticas.

CD20 Expresado por células pre-B de M.O después de CD19 y
en cel. B maduras pero no en cel. Plasmaticas.

CD21 Receptor de VEB. En cel. B maduras y cel. Dendriticas
foliculares.

CD22 Se encuentra en células B maduras.

CD23 Se encuentra en células B maduras activadas.
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ASOCIADOS A MONOCITOS O MACROFAGOS

CD13 Expresado en monocitos y granulocitos maduros e
inmaduros.

CD14 Expresado por todos los monocitos

CD15 En granulocitos, en celilas Reed Sternberg y sus
variedades en Enf. Hodgkin

CD33 Expresado por progenitores mieloides y monocitos.
ASOCIADOS PRINCIPALMENTE A CELULAS NK

CD16 En todas las NK y granulocitos.

CD56 En todas las NK y un subgrupo de las células T.
ASOCIADOS A CELULAS MADRE Y A CELULAS
PROGENITORAS

CD34 Expresado por las células hematopoyéticas
pluripotenciales y células progenitoras de muchas lineas
celulares.

MARCADORES DE ACTIVACION

CD30 En CEL. B Activadas, células T y monocitos.
SITUADOS EN TODOS LOS LEUCOCITOS

CD45 Conocido también como antigeno leucocitario comun.
OTROS

TdT En Linfoblastos, Timocitos y Mieloblastos. En Leucemia
Aguda y Linfoma Linfoblastico.

HL-DR En células B, Monocitos, Células T activadas y precursores

mieloides. Se presenta en neoplasias hematopoyéticas.

Receptor de HLA clase Il

Tomado de Aster J, Kumar V. Neoplasias linfoides. Patologia Estructural y

Funcional. Sexta Edicion. Mc Graw Hill, Interamericana Editores S.A.
Philadelphia, Pennsylvania USA. 2000; (15): 685.
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Anexo 4. Variables del estudio

NOMBRE DE DEFINICION NIVEL DE MEDIDAS FUENTE CODIGO
LA VARIABLE OPERATIVA MEDICION DE
RESUMEN
Edad Numero de anos Cuantitativa | Medidas de Historia
cumplidos segun Discreta tendencia Clinica
fecha de central:
nacimiento (Promedio,
registrada en Media,
historia clinica de la Mediana).
base de registro Medidas de
computarizado de Dispersion:
casos del servicio (Rangoy
de Hemato- Desviacién
Oncologia Estandar)
pediatrica
Clasificacion
Género fenotipica Cualitativa Porcentaje, Historia Femenino: 0
establecida por el Nominal Intervalos de | Clinica Masculino: 1
examen fisico- Dicotémica | confianza>95
médico como nifa %
6 nifno, registrado
en historia clinica
computarizada.
Raza Clasificacién Cualitativa Porcentaje, Historia Negro 0
fenotipica de color | Nominal Intervalos de | Clinica Mestizo 1
de piel y | Politémica confianza>95 Blanco 2
descendencia %
segun registro de
examen fisico en
historia clinica
computarizada.
Estado de la | Porcentaje Cuantitativa | Medidas de | Registro
Médula Osea numérico de | Discreta tendencia original de M1: <5%
células inmaduras central: aspirado de M2: 5-<25%
en aspirado de (Promedio, Médula Osea, | M3: 225%
Médula 6sea. Media,Media | en historia
na) clinica y base
Medidas de de datos
Dispersion: Hemato-
(Rangoy Oncologia
Desviacion Pediatrica.
Estandar)

86




Segun No. De | Cualitativa | Porcentaje Reportes de | NO: 0
Blastos en Sangre Hemograma
Mala Respuesta | periférica. Nominal Intervalos de | y % de Sl: 1
a Prednisolona confianza > | blastos a
al dia 8 de|Se tomara como | Dicotdmica | 95% octavo dia de
Tratamiento mala respuesta: > tratamiento,
1000 blastos segun lo
| absolutos en sangre registrado en
periférica. la historia
clinica de
paciente.
Pacientes con = 25% | Cualitativa | Porcentajes Reportes de
de blastos 6 Médula aspirados de
Mala Respuesta | Osea: M3 en Nominal Intervalos  de | Médula Osea | NO: 0
en Médula Osea | aspirado de médula confianza>95% | al dia 15 de
al dia 15 de | 6sea al dia 15 del Dicotémica tratamiento, | g: 1
tratamiento tratamiento de segun lo
induccién. registrado en
historia
clinica.
No Remision Pacientes con < 5% | Cualitativa | Porcentajes Reportes de | NO: 0
Completa al de blastos en aspirados de
final de la Aspirado de Médula | Nominal Intervalos de | Médula Osea | SI: 1
Induccidn Osea al final de fase confianza realizados
de induccion: Dicotémica | >95% por Hemato-
Médula ésea: M1. Oncodlogo
tratante,
estudio
imaginolé-
gicoy
examen
fisico segun
lo registrado
en la historia
clinica de
paciente
o , CD10 (1)
Co-exbresi Clasificacion d Cualitativa | Porcentaje Estudio CDI9  (2)
- preS|0neS IaSI |CaC|10n. e inmuno- CD34 (3)
| CeIU!aS blaStlcaS_’, Nominal Intervalo de genotipico CD45 4)
segun la expresion confianza > realizado por | CD20  (5)
| de Iosglferentes Politémica | 95% patélogos CD13 (6)
marcadores certificados CD33 (7
celulares
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determinados en el Cualitativa | Porcentaje en el Servicio | CD38 (8)
screening de rutina de Hemato-
en el estudio Nominal Intervalo de patologia de | HLA-DR (9)
inmunohistoquimico confianza > la Fundacion
Co-expresiones | Patolégico con Politdmica | 95% Santaféde | CD7  (10)
anticuerpos Bogota 6
monoclonales. laboratorio CITIGIM (11)
Biomolecular
Regreso de signos, | cyalitiativa | Porcentajes o Medular: 0
sintomas, hallazgos Historia
Recaida .parac.:hnlc,:o_s e Nominal Intervalos de Clinica Ellste_ma
|mag|n<_)Ic_)g|cos luego confianza> ervioso
de remision Politémica | 95% Central: 1
completa al dia 33.
Testicular: 2
Combinada:3
Hiati Porcentajes Reporte de
Estadio M2(5-<25%) Cualitiativa : aspirado de
, blastos) 6 M3 (225% , 5 ) NO: 0
Recaida ) . Nominal Intervalos de | Medula Osea
Medul blastos) en aspirado confianza > en Historia
edular de Médula 6sea. g5 Clinicadel | SI: 1
Dicotémica paciente.
Recaida A ;
umento indoloro de :
i itati Porcen
Testicular volumen y Cualitativa | Porcentajes 1 ... .
consistencia Clinica NO: 0
testicular uni 6 Nominal Intefr_valos de
bilateral por examen gg{,‘/'anza ~ + Sl 1
comparativo con Dicotémica °
anteriores controles Reporte de
de pacientes Biopsia
masculinos por Testicular

Hemato-Oncélogo
Pediatra+ Biopsia
Testicular con
blastos.
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Recaida a S.N.C | SNC1: Citoquimico Cualitativa | Porcentajes Reportes SNC1: 0
normal y citologia originales
A nivel negativa Nominal Intervalos de | de estudio de | SNC2 ¢
paraclinico: confianza LCR anexos | SNC3: 1
Estudio SNC2: <5 Politomica | >95% en Historia
citolquimico y mononucleares en Clinica
citologico de citoquimico y hecho al Dxy
LCR citologia positiva. durante el
seguimiento:
SNCS3: =5 segun ]
mononucleares en protocolo 6
citoquimico y por so§pepha
citologia positiva. de algun tipo
de recaida.
Recaida clinica Signos
S.NC Signos neurol6gicos | o ,aiitativa | Porcentajes anormales al
de Hipertensién ﬁzirrg(l?gico 4 | NO:0
Sl )® | Nominal | menalosce | Grmadgen |
confianza (si fue Sl: 1
craneales a examen Dicotsmi =959 _
fisico y/ 6 icotomica necesaria
alteraciones en el dicha
examen de fondo de interconsulta)
0jo asociadas a registrado en
disminucién de Historia
agudeza visual. Clinica
. Evidencia de Registro de
Recaida compromiso de SNC resultados de
Imaginoloégica en TAC o RMN RMNy TAC
aS.N.C cerebral vistas Cualitativa | Porcentajes cergbrales
como masa en realizados al NO: 0
parénquima cerebral | Nominal Intervalos de | DXy enlos
6 meninges 6 lesion confianza seguimientos | g. 4
no circunscrita Dicotémica | >95% reSpeCtlvos
ocupando espacio, segun
interpretadas por protocolo 6
radiélogo y hemato- ante
oncologo pediatra sospecha de
tratante como algun tipo de
recaida.

compromiso
infiltrativo de LLA en
SNC.
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0 Mares

1 Soto Norte

Lugar de Municipio donde el Cualitativa | Porcentaje Historia
procedencia paciente ha . Clinica 2 Metropolitano
permanecido el Nominal Intervalos de
| altimo ano, segun confianza> 3 Garcia
historia clinica Politdémica | 95% Rovira
computarizada
4 Guanenta
5 Comunero
6 Carare
Opodn
7 Vélez
8. Sur de
Bolivar
9.Norte de
‘ Santander
10. Otros
Expresion de: | "Antigeno Segun CD10 (-): 0
leucocitario con Cualitativa | Porcentaje Estudio CD10 (+): 1
*CD10 S|gn|f,|ce_1do N inmuno-
pronostico positivo | Noming | Intervalos de | fenotipico | 5pqg (1): 0
**Marcadores mdependlentg. ?e confianza> reaIJzado PO | CD13 (+): 1
mieloides expresa en células Dicotémica | 95% patql_ogos
(CD13, CD33 6 precursoras By certificados CD30 (-): 0
ambos). actia como un factor en el Servicio | cp3g (+): 1
protector. de Hemato-
*** Marcadorde | ... ... patologia ql,e CD20 (-): 0
células B ™)y (™) la Fundacion | 5po (+): 1
maduras: CD20 Marcadores Santafé de
) mieloides y de Bogota 6
células B maduras: laboratorio

Estos son
losprincipales
por efecto de la
pregunta del
estudio, pero se
hara igual
codificacion para
los demas
marcadores
expresados.

se han asociado con
mal prondstico en
algunos estudios. Es
la hipotesis de
estudio a confirmar 6
descartar.

Biomolecular
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Estudio

inmuno-
Clasificacion de | Se realizar4 la Cualitativa | Porcentaje fenotipico PrecursorB:(0)
LLA segun clasificacion segun realizado por
Iinaie de célula | el resultado de la Nominal Intervalos de | patologos PreB: (1)
observacion e confianza> en Servicio
inmunofenotipica Politémica | 95% de Hemato- | B maduro:(2)
realizada. patologia de
la Fundacién | CélulaT: (3)
Santafé de
Bogota 6
laboratorio
Biomolecular.
L1: Poblacion de L1 (0
Clasificacion blastos homogeénea; | calitativa Porcentaje Bas;:lolla en la (0)
citomorfolégica | células pequenas m,?rlo ogla L2: (1)
delaLLA con citoplasma Nominal Intervalos de | Con. aér '
escaso, cromatina confianzas usando
Se formulé en fina y nicleo de Politémica | 95% (Tlcroscopla
e luz
1976 por el forma regular ] lizad
grupo francés constituyen el 75% 6 ;r_tiaa |ze}[ a por
britanico (FAB): | Mas del componente emato-
celular. Nucleolos Oncélogo
poco prominentes. Pediatra y
complemen-
L2: poblacién de tada por
blastos heterogénea pruebas
en tamario, citoquimicas
cromatina y forma realizadas en
niclear. Células servicio de
grandes y herpatopato-
citoplasma 220% del logia de la
tamafio de la célula. Fundacion
Santafé 6
Laboratorio

L3: blastos grandes
con cromatina fina.
Nucleolos
prominentes.
Citoplasma
abundante con
vacuolas y basofilia.
Células idénticas a
las de linfoma
Burkitt.(excluidas por
serunDx vy
tratamiento diferente
alLLA)

Biomolecular
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Anexo 5: Formulario de recoleccion de datos

PROYECTO IMPALA
Inmunofenotipificacion como Marcador Prondstico
en nifios Afectados por Leucemia linfoide Aguda

INSTRUIMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

DATOS GENERALES

Codigo interno: | | | | | MNumero de HC:

Nombre del paciente-

Fecha de nacimiento: | D | D |

Nombre del acudiente:

Lugar de Nacimiento:

Municipio de Nacimiento: Provincia:

Lugar de Procedencia:

Provincia: |:I:|

Municipio de Procedencia:

Domicilio Actual:

Telefono: | | | | | | | | | | | | | | | | |

DIAGNOSTICO INMUNOEENOTIPICO

coio | + | - cD4s5 | « | - cD33 | + | — cp7 | + | -
cpie | + | - cpa | « | - cp3s | + | — cmicm| + | —
|C:D34|+|—| |C:D15|—|—| |]—IL_—\.DR|—|—|

DIAGNOSTICO POR LINEA CELULAR

F.ecaida Medular
Recaida Testicular
Recaida SNC

Muerte

| Precursores B | | - | B Madura | |
| T | Bifenotipica
FECHA DE DIAGNOSTICO: D | D | M | M A A | A A |
Estado de la meédula dsea al momento del diagnostico: M1 | M2 | M3 | | _\'Dl
DESENLACES
Mala Respuesta a la Prednisona en dia 8- | S1 No
Mala Respuesta en Medula Osea en dia 15: | 51 No
Remision incompleta al final de la induccién: | 1 No
|

s
Eo [ 0 A Y RS N
S | No | :wl:w |_‘-.[ [l ||4|-||
oo e [ I ) E A S B B
si | ~o | [ofof fufu] Jalala]a]
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ANEXO 6. Modelo de informacion suministrado para la obtencion del

consentimiento informado

[Saludo]. El Dr. Ernesto Rueda, médico oncélogo pediatra y tratante de su [hijo,
hija], y la Dra. Patrik Eliana Sarmiento Wilches, Residente de Pediatria de la
Universidad Industrial de Santander, estamos realizando una investigacion sobre
algunos aspectos que determinan el resultado del tratamiento hecho con los nifios
con leucemia linfoide aguda, como es el caso de su [hijo/ hija).

El Dr. Rueda sigue un esquema muy preciso para tratar la enfermedad de [nombre
del paciente], tal como él le ha explicado anteriormente, quedando todo registrado
en la Historia Clinica del [nifo/nifa]. La investigacion que se estd adelantando tan
solo implica utilizar la informacion que se registra en la Historia Clinica, sin que
sea necesario realizar ningun estudio adicional y no tendra costo para Ud. El
estudio se limitara a analizar datos que estan consignados en cada Historia
Clinica. Por esta razdn, es que necesitamos su permiso para poder utilizar esta

informacion.

Los datos que se recopilaran seran relacionados con la fecha cuando se hizo el
diagnéstico de la enfermedad del [nifio/niRa], la clasificacién inmunofenotipica que
se hizo en la Fundacién Santa Fé de Bogota 6 en el Laboratorio Biomolecular,
algunos datos sobre evolucion clinica y los laboratorios u otros procedimientos
diagndsticos realizados. Asi podremos hallar si hay relacién entre el tipo exacto de
enfermedad que su [hijo/hija] tiene y la evolucion de cada paciente. Saber si
algunas caracteristicas inmunofenotipicas obtenidas desde que se diagnostico la
enfermedad tienen que ver con como le va al paciente, nos permitird anticiparnos
a su pronéstico y aplicar un tratamiento quimioterapéutico mas ajustado a las
necesidades de futuros pacienticos, lo que esperamos les ayude ain mas en la
lucha contra esta enfermedad, y puedan mejorar su calidad de vida.
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Si Usted acepta que podamos utilizar los datos atrdas mencionados, nos
permitimos garantizarle que haremos un uso ético y discreto de los datos, nunca
se revelaran los nombres de los pacientes participantes, ya que a los registros que
obtengamos se les identificara con nimeros arabigos segun el orden de revision
de historias clinicas de los pacientes. Es posible que necesitemos registrar el
nombre del paciente, su acudiente y teléfonos, pero estos se mantendran en
reserva; solo se emplearan dado el caso que requiramos aclarar dudas sobre la
enfermedad del paciente y su seguimiento, de manera confidencial, para efectos
internos del estudio. Si este trabajo de investigacion llegara a conclusiones que
sea prudente presentar en publico, sea en congresos o por medio de
comunicaciones cientificas, nunca se presentaran nombres particulares, solo
datos del grupo de pacientes que participen en el estudio, sin que sea posible
identificar a nadie en particular.

Reiteramos nuestra disposicién a dar respuesta a cualquier duda sobre ésta
investigacion y los procedimientos a realizar. En caso que Usted considere que no
desea dar su permiso para revisar la Historia Clinica e incluir estos datos en el
estudio, le garantizamos que la atencién que su [hijo/hija] viene recibiendo por
parte del Dr. Rueda y de todo el personal de Hospital sera como hasta ahora y no
tendra ninguna modificacion; es decir, no tendra consecuencias sobre la calidad y
oportunidad del tratamiento y trato que el estado de [él/ella] necesitan o llegaran a

necesitar.

INVESTIGADOR REPRESENTANTE LEGAL DE PACIENTE

Este es un duplicado del consentimiento informado, que le sera entregado una vez

acepte la participacion.

Gracias por su colaboracion.
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ANEXO 7. Cronograma de actividades

Organigrama

TIEMPO
mes)
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O -

—

—

—

—

—

—

—

o N

—

W N

Elaboraci
on del
protocolo

Aprobacion
del
protocolo

Recoleccién
de
informacion

Elaboracién
base de
datos

Andlisis
de datos

Elaboracién
informe
final

Publicacion
Articulo
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ANEXO 8. Presupuesto

Presupuesto global de la propuesta por fuentes de Financiacion

RUBROS FUENTES TOTAL
Entidad Contrapartida
Financiera
PERSONAL - - -
SOFTWARE $ 2°000.000 - -
Materiales | Varios - $ 500,000 $ 500,000
E insumos
Papeleria | - $ 500,000 $ 500,000
Total - $ 1°000,000 $ 1°000,000
SERVICIOS $ 10°000,000 - $ 10°000.000
TECNICOS(Laboratorio)
MATERIAL - $ 100,000 $ 100,000
BIBLIOGRAFICO
PUBLICACIONES $ 1°000,000 $0 $ 1°000,000
OTROS $ 1°000,000 $ 1°000,000
GRAN TOTAL $ 14°000,000 $ 17100,000 $ 28°200,000
Descripcion de los gastos de personal
INVESTIGADOR/ FORMACION FUNCION DEDICACION Valor/hora TOTAL

EXPERTO/ ACADEMICA DENTRO DEL Horas / Por afo
AUXILIAR PROYECTO semana

INVESTIGADOR Residente de | Investigador 5h $ 25.000 6.000.000

Pediatria

DIRECTOR Hemato- Director 3h $ 50.000 7.200.000

PROYECTO DE Oncodlogo Proyecto de

GRADO Pediatra Grado

ASESORES Magister en Asesor 2h $ 50.000 4.800.000

Epidemiologia | epidemiolégico
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