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“INDICE DE ADN COMO FACTOR PRONOSTICO INDIVIDUAL EN LEUCEMIA
AGUDA LINFOBLASTICA EN NINOS EN EL INSTITUTO NACIONAL DE
PEDIATRIA DE 1999 A 2004”

ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO

La Leucemia Linfoblastica aguda es la enfermedad maligna mas comdn en la
infancia, y es también una de las enfermedades neoplasicas con los progresos
terapéuticos mas significativos durante las ultimas 3 décadas. El progreso se ha
llevado a cabo entre otras cosas debido a que se han reconocido diversos factores
de riesgo prondsticos que permiten el ajuste del tratamiento de acuerdo con el
riesgo de recaida que han permitido identificar a una poblacion de nifios con

pronéstico favorable, intermedio y prondstico desfavorable. (8,9)

Dentro de los principales factores de riesgo encontramos: edad, sexo,
hiperleucocitosis con o sin gran visceromegalia (hepato/esplenomegalia por
debajo de la cicatriz umbilical); otros como: niveles de hemoglobina, cuenta
leucocitaria y cuenta plaquetaria, elevacion de la deshidrogenada Ilactica,
alteraciones de las inmunoglobulinas, citomorfologia, arreglos numeéricos o
estructurales por citogenética, indice de DNA, y presencia de alteraciones
moleculares. Todos éstos permiten al clinico establecer un prondstico y por lo

tanto un tratamiento mas selectivo al paciente. (8,9)

La edad menor de un afio y mayor de 10 afios son de mal prondstico, ya que la
remision completa continua cambia de acuerdo a la edad del paciente; se sabe
gue la Remisidon completa continua es menor de 20% en nifios menores de 1 afio;
40% en nifios de mas de 10 afios y 60% en nifios entre 1 y 10 afios al diagnostico
(p: <.0001). (1,9)

Otro factor es el sexo, sabiendo que la sobrevida libre de enfermedad en

pacientes masculinos es 38% menor que en las niflas a los 2 y 5 afos del



diagnéstico, ésto por el riesgo de infiltracion testicular (p: <0.0001); con un riesgo
relativo M:F = 1.8. (1)

La infiltracion al sistema nervioso central, que generalmente es asintomatica, es

un factor pronostico desfavorable.

La cuenta leucocitaria por arriba de 100,000/ml en leucemias mieloides y por
arriba de 50,000/ml en leucemias linfoides establecen un mal prondstico para el
paciente. La mejor remision completa continua se obtiene en pacientes con
cuenta leucocitaria menor de 5,000 (30%) y la peor supervivencia se exhibe en
pacientes con leucocitos por arriba de 100,000 a 200,000. La diferencia en cuanto
a Remision completa a 10 afios es de 27% en aquellos con cuentas mayores a

65% en aquellos con cuenta leucocitaria menor. (1)

Durante algun tiempo se mencion6 que la hemoglobina menor de 7gr/dl, podria
considerarse de mal prondstico, aunque se concluyo su falta de valor real, no asi
la trombocitopenia menor de 30,000/mm3 considerada como factor desfavorable

por ser factor predisponente para infiltracién a sistema nervioso central.(9)

Niveles bajos de IgG se asocian a respuesta deficiente a tratamiento de induccién
a la remisién. Los niveles séricos bajos de 1gG, IgA e IgM se correlacionan con

pobre sobrevida libre de enfermedad y por tanto con mal prondstico.(9)

Otros, como la citomorfologia en medula 6sea, describe que la leucemia
linfoblastica aguda L1 es la mas comun en pediatria y de prondstico favorable; la
L2 con prondstico desfavorable (mas desfavorable que las LAL L1) asociado a
10% de linfoblastos y la L3 de mal prondstico.

El inmunofenotipo también es un factor prondstico que permite establecer un
tratamiento para cada una de las variedades, por ejemplo: las leucemias pre B son

de mejor prondstico, las leucemias B de peor prondstico aunque otros autores



consideran que las LAL de células T son las de prondstico mas desfavorable (no

asi para el grupo BFM).

Se ha sefalado que la presencia de antigeno comun para leucemia linfoblastica
(CD10) es de prondstico favorable en comparacion a las leucemias CD10
negativas. La presencia de antigenos mieloides CD13 y CD15 en leucemia
constituyen un factor prondstico desfavorable.

En las leucemias suelen producirse distintas alteraciones citogenéticas; de éstas,
las mas frecuentes son las alteraciones numéricas y las translocaciones (t). En
1978, Secker y Walker se percataron que la ploidia de los cariotipos de las células
leucémicas era un factor prondstico importante en la leucemia de la infancia. Los
nifios con mas de 50 cromosomas en sus cariotipos de células leucémicas era un
factor prondstico importante en la leucemia de la infancia. Los nifios con mas de
50 cromosomas en sus cariotipos de células leucémicas tenian un prondstico
relativamente favorable. Los cariotipos de éstos pacientes generalmente tenian
nameros modales de 51 a 60 cromosomas, con una media de 55 cromosomas por
célula leucémica. Por otra parte, aproximadamente 1% de los nifios con leucemia
linfoblastica presentan células leucémicas que muestran hipodiploidia con menos
de 45 cromosomas. Estos pacientes corren un riesgo alto de no responder al
tratamiento. En la actualidad se conocen varias traslocaciones especificas que se
asocian con un tipo particular de leucemia y su estudio molecular ha permitido
identificar algunos genes que pueden intervenir en el proceso de leucemogénesis
y en los mecanismos de regulacion de la proliferacion y diferenciacion de células
hematopoyéticas. La traslocacion t(12;21) (p12;922) que condiciona la fusion del
gen TEL y AML 1y que frecuentemente expresa inmunofenotipo de CD10+ tiene
por lo general un prondstico favorable; mientras que las traslocaciones t(8;14)
asociada a morfologia L3 y que hasta finales del decenio de 1980 se consideraban
de prondstico malo, estudios mas recientes indican una mejoria notable en la
supervivencia. La t(1;19) se presenta en 5-6% de los nifios y en estudios

recientes se ha visto que aplicando terapéutica mas intensiva, el prondstico



mejora. La t(9;22) y t (4;11) se consideran de pésimo pronostico

independientemente de otros factores como la edad y la cuenta leucocitaria. (2)

CITOMETRIA DE FLUJO

La citometria de flujo es una técnica de analisis celular que implica medir las
caracteristicas de dispersion de luz y fluorescencia que poseen las células
conforme se las hace pasar a través de un rayo de luz. Para su andlisis por
citometria de flujo, las células deben encontrarse individualmente en suspension
en un fluido. Al atravesar el rayo de luz, las células interaccionan con este
causando dispersion de la misma, basandose en la difraccion de la luz en sentido
frontal, se puede evaluar el tamafio de las células que pasan y al medir la reflexion
de la luz de manera lateral se evalla la granularidad o complejidad de estas.
Ademas, si previamente a su analisis se coloca a las células en presencia de
anticuerpos monoclonales marcados con moléculas fluorescentes, se pueden
evaluar que células poseen los antigenos complementarios a los anticuerpos
monoclonales usados.

El uso de moléculas fluorescentes distintas (distintos colores de fluorescencia)

permite analizar la presencia de varios marcadores de manera simultanea. (3)

Durante el periodo que pretendemos estudiar, el Instituto Nacional de Pediatria
contaba con el citdmetro de flujo Epics XL2 (1998-2006) y actualmente se utiliza el
Cytomycs FC500. Estos sistemas de citometria de flujo aplican los principios de la
citometria de flujo para analizar una muestra de sangre total tefiida y lisada para
identificar distintas poblaciones celulares determinadas por los anticuerpos
monoclonales y fluorocromos especificos utilizados. Tienen cuatro tipos de
protocolos (protocolo de normalizacion, compensacion, veritficacion vy
configuracion) que normalizan automaticamente el citdbmetro, ajustan los
pardmetros de compensacion, envian los parametros del citbmetro a los
protocolos de determinacion y verifican la configuracion del citbmetro y el

rendimiento de los anticuerpos.
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Los protocolos de normalizacidon ajustan automaticamente la dispersion frontal y
lateral y los altos voltajes y ganancias de la fluorescencia para colocar la poblacion
pico de fluoroesferas Flow-Set™ en intensidades concretas. Estas intensidades
concretas se indican en el protocolo de normalizacién de las intensidades de
dispersion y fluorescencia para analizar muestras tefiidas con los reactivos de
anticuerpos monoclonales CYTO-STAT tetraCHROME, pardmetros se cargan del
archivo de configuracién. Los protocolos de compensacion se ejecutan con los
voltajes de Flow-Set y se utilizan para calcular los coeficientes de compensacion
de FITC, RD1, ECD y PC5. Los ajustes de compensacion de color se realizan con
el kit de células CYTO-COMP™ tenidas con el kit QuickCOMP 4. Los protocolos
de verificacién se realizan mediante la tincién de los anticuerpos monoclonales
con reactivos para verificacion de la configuracion, la preparacion de las muestras
y las prestaciones de los anticuerpos. Y, los protocolos de configuracién guardan
los pardmetros del citdmetro determinados a partir de los tubos de compensacion
AS tetraCXP Flow-Set y AS FL. Ademés existen protocolos bloqueados que
minimizan la subjetividad o variabilidad durante el andlisis de muestras de rutina.
Los resultados obtenidos con protocolos blogueados se consideran aptos para
diagndsticos in vitro y no precisan una validacién por el usuario antes de informar
los resultados. Ademds existen las regiones de cebado que se utilizan como
medida de control de calidad para asegurar que los picos de poblacion se
acumulen en una region. Si la poblacion esperada no se acumula adecuadamente

0 no aparece en la region, se inicia un cebado automatico. (16)

El procedimiento de analisis de muestras es el siguiente: Posterior a haber
tomado muestra de medula 6sea al paciente (3 ml de sangre en 2 ml de heparina)
se rotulan dos tubos de ensayo de 12 x 75mm, se pipetean: 10 ul de CYTO-STAT
tetraCHROME CD45/CD4/CD8/CD3 en el primer tubo de ensayo y 10 ul de CYTO-
STAT tetraCHROME CD45/CD56/CD19/CD3 en el segundo tubo de ensayo, se
Pipetean 100 ul de sangre total en cada tubo evitando que la sangre toque la parte
superior o el lateral del tubo de ensayo. Se agita suavemente en el vértex y se

incuba segun las instrucciones del prospecto. Se procesa en una estacion de



trabajo Q-Prep, Multi-Q-Prep o TQ-Prep. Antes del analisis, se agita en el vértex
el vial de las fluoroesferas Flow-Count y se afladen 100 pl a cada tubo de ensayo.
Se analizan las muestras en las dos horas siguientes a la adicion de las

fluoroesferas Flow-Count. (16)

En 1999, se estandarizé en el Instituto, la metodologia para la determinacion de
DNA, analizando 153 muestras de sangre periférica de nifios sanos, ajustandose
el equipo con perlas DNA-check y globulos rojos de pollo. La determinacion del
DNA se realiz6 utilizando la técnica de Vindelov y cols descrita en 1983 que se
basa en la tincion especifica del DNA con ioduro de propicio (19,20). Para
estandarizar la metodologia en el laboratorio, se emplearon muestras se sangre
periférica de nifios safios y glébulos rojos de pollo (ya que estos tienen la tercera
parte del contenido de DNA de un humano) como control para el equipo de CF.
(19).

Una vez estandarizada la técnica y considerando los criterios de inclusion para la
seleccién de los pacientes con Leucémica, a la par se proceso la muestra de los
pacientes leucémicos en el CF, analizandose en el programa Multicycle para
obtener el IDNA. Esta estandarizacion se realiz6 con 153 muestras de sangre
periférica de nifilos sanos del Instituto Nacional de Pediatria y globulos rojos de
pollo como control del equipo de CF. El equipo utilizado fue un EPICS-PROFILE
XL2, se realiz6 la alineacién con perlas de DNA Check (Coulter) electrénicamente
para que el canal modal para los nucleos en Go/G1 fuera de 200 (en la escala de
fluorescencia de 0 a 1023). EIl equipo se ajust6 para que la mayoria de los
experimentos se colectaran en un minimo de 10,000 eventos, a una velocidad de
flujo de 50-70 eventos por segundo y subsecuentemente se analizé utilizando el
programa de analisis especifico para DNA. La cuantificacion del DNA se realizo de
acuerdo a la técnica de Vindelov ya mencionada, ajustando el equipo como se
indicé anteriormente y se calculo el IDNA para las 60 muestras de AMO de los
nifios con LAL. Como se menciond se proces6 una muestra del donador sano y el

estandar de globulos rojos de pollo, cada vez que se analiz6 una muestra



problema. Se evaluaron los IDNA de los 153 nifilos sanos utilizando estadistica
descriptiva para determinar la normalidad con la prueba Kolmogorov-Smirnov a
través de histogramas de frecuencia con el programa Statistical Software. En
cuanto al control de los globulos rojos de pollo la media de intensidad de
fluorescencia obtenida para el pico Go/G1 se observd en el canal 30 con un
coeficiente de variacion de 3.9. En cuanto a los controles sanos se encontré el
pico localizado aproximadamente en el canal 100. A partir del valor medio del
IDNA se obtuvo el intervalo de confianza con 2 desviaciones estandar (DE) que
agrupa al 95.5% de la poblacién y donde el valor medio de la intensidad de
fluorescencia fue de 103.8+- 0.326 con un coeficiente de variacion de 4.88.
Ademas debido a que considerando la importancia de establecer la determinaron
del IDNA como un método de laboratorio clinico, que esta sujeto al presupuesto
institucional, se pensé en la alternativa de emplear una u otra de las técnicas
disponibles en el laboratorio. Por lo que se realizé la determinacion del IDNA de
50 muestras de sangre periférica de donadores sanos por las dos técnicas
(Vindelov y Coulter). El andlisis estadistico no mostré diferencias importantes entre
ambos meétodos (p= 0.2326) Lo anterior coincide con la reunidon de consenso
realizada en USA en 1983 (21) en donde se determind que el coeficiente de
variacion de las células diploides normales en un histograma deberia ser de <8%
para poder realizar una identificacion adecuada de las poblaciones aneuploides de
DNA. (17,21)

INDICE DE ADN

El indice de DNA es una técnica mediante la cual se mide el contenido de DNA del
nacleo celular. En los pacientes con leucemia éste se estudia en las células
leucémicas, lo que permite calcular el nimero de cromosomas que contienen.
Debido a que este procedimiento se realiza mediante citometria de flujo, técnica
relativamente sencilla y rapida, ésto permite conocer en forma temprana si las
células leucémicas presentan o no hiperdiploidias, factor que ya ha demostrado su

utilidad para el pronostico en pacientes con leucemia; mientras se sigue el



procedimiento para establecer el cariotipo mediante bandas G (analisis
citogenético clasico). Debido a que los pacientes inician tratamiento una vez que
se realiza el diagnostico morfologico y se establece la clasificacion inmunoldgica
de las células leucémicas, y recordando que la determinacioén util es en las células
leucémicas, una vez que el paciente ha logrado una citorreduccién adecuada o
incluso la remision completa (menos de 5% de blastos en MO) deja de tener

utilidad una nueva determinacion.

El indice de ADN se define como la diferencia entre la cantidad de ADN de una
poblacion normal y una anormal. De acuerdo a la nhomenclatura internacional para
citometria del ADN se define como un promedio entre el contenido de ADN

leucémico a estudiar y el contenido de ADN en células normales en fase GO/G1.

indice de ADN: Contenido de DNA leucémico

Contenido de DNA en células normales en fase G0O/G1

El indice de DNA medido a través de citometria de flujo permite medir los
linfoblastos que se encuentran en fase “S” del ciclo celular. De tal manera que
cuando el indice es mayor de 1.16 se identifica a los pacientes con hiperdiploidia
(>50cromosomas) cuando el indice de DNA esta por debajo de 1.16 los pacientes
presentan hipodiploidia (<45 cromosomas), sin embargo el peor pronostico son
aguellos pacientes con numero de cromosomas haploide , los cuales representan

< del 1% de todos los pacientes con LAL. (4,5,6).

Los pacientes con hiperdiploidia o indice de ADN >1.16 son de mejor prondstico

debido a que tienen:

o Mayor % de células en fase S (células que estan en proceso de realizar
nuevo ADN)

o Mayor sensibilidad a quimioterapia fase especifica

o Mayor sensibilidad a antimetabolitos (los blastos acumulan

poliglutamatos de metotrexate)



o Menor habilidad para infiltracién extramedular (18)

El IADN se realizara al diagndstico, previo a cualquier tratamiento, ya que mide la
cantidad de ADN en los linfoblastos, los cuales con tratamiento disminuirdn o
desapareceréan (citorreduccion), por lo que NO se da seguimiento con esta prueba.

Segun el indice de ADN, el andlisis de las aberraciones citogenéticas se han
incluido en la estratificacién de la LAL en nifios por varios afios. En analogia con
los hallazgos citogenéticos, la hiperdiploidia, definida como un indice de ADN
mayor o igual a 1.16 medida con citometria de flujo, se ha asociado con prondstico
favorable ya que se asocia con otros factores prondsticos favorables (incluyendo
una cuenta leucocitaria menor, edad entre 2 y 10 afios y un inmunofenotipo
precursor de células B tempranas) mientras que la hipodiploidia o indice de ADNA
menor de 1.0, se ha encontrado como factor pronostico adverso en LAL en nifios.
El contenido de ADN expresado como indice de ADN se ha determinado y definido

de acuerdo con la nomenclatura internacional para citometria de ADN. (4,5,6)

Las alteraciones numéricas se pueden clasificar en:

Riesgo Niimero de cromosomas Indice de ADN

Bajo » oigual 50 cromosomas >oigualal.16
con presencia de trisomia 4, 10 0 17

Habitual o Intermedio » 50 cromosomas, 1.0-1.15
con trisomia 4.6.10, 17
o de 47 a 50 cromosomas

Alto 45 a 47 cromosomas 0.81al0

Extremadamente alto < 45 cromosomas <(.81




Clinicamente, el analisis inmunofenotipico es una parte importante para el
diagnostico y la clasificacion de las leucemias agudas ya que la base primaria de
la estrategia del tratamiento depende de parametros antigénicos. Ademas el
analisis de las leucemias agudas provee informacion prondstica no disponible por
otras técnicas, asi como una forma de monitorizacion del progreso de los
pacientes después de la quimioterapia o trasplante de medula ésea ayudando en

la detecciéon de la enfermedad minima residual.

Algunos estudios reportan que cerca de 25 a 30% de los pacientes con LAL de
células B tiene un indice de ADN leucémico mayor o igual a 1.16, considerandose
como factor pronostico favorable ya que permite el uso de quimioterapia menos

intensiva.

La ploidia cromosomica determinada por citometria de flujo o andlisis del cariotipo
es uno de los predictores prondsticos mas utiles.

Un indice de ADN igual o mayor a 1.16, correspondiente a un numero modal de 53
0 mas cromosomas por célula leucémica mediante andlisis citogenético es un

factor pronostico extremadamente favorable

Otros estudios muestran que la ploidia cromosomica es el factor pronostico mas

importante determinado por andlisis multivariados.

Niflos con cariotipo con hiperdiploidia (nimero modal de 50 o mas) sin
anormalidades estructurales tienen significativamente mejor sobrevida libre de
evento gque nifios con cariotipos con pseudodiplodia, hipodiploidia o cerca de la
haploidia. La Hiperdiploidia esta asociada con otros factores prondsticos
favorables, incluyendo una cuenta leucocitaria menor, edad entre 2 y 10 afios y un

inmunofenotipo precursor de células B tempranas.



La incidencia de ADN atipico en leucemias y otras neoplasias hematopoyéticas es
menor que en los tumores soélidos. En LAL, las lineas celulares aneuploides se
han identificado en aproximadamente 25 a 50% de los casos reportados.

Muchos investigadores han identificado el ADN con aneuploidia como un factor
prondstico en LAL en nifios. En cuanto a esto Look y colaboradores encontraron
que pacientes con LAL e indice de ADNA mayor de 1.16 tienen mejor prondstico,
encontrando ademas que el IADN tiene significancia pronostica independiente de

otros parametros utilizados, incluyendo la cuenta leucocitaria, raza y edad.

Caracteristicas clinicas observadas en pacientes con IDNA mayor
all6

1.- Raza Blanca

2.- Edad Entre 2 y 9 afios

3.-Cuenta leucocitaria < 25,000

4.- Inmunofenotipo Precursor de células B tempranas

5.- Sobrevida libre de Mejor

evento

eVarios estudios previos, confirman esto:

Segun Look, en su estudio de 205 nifios con indice de ADN igual o mayor a 1.16,
éstos fueron considerados como prondstico favorable debido a que la induccién a
la remision fue mejor (encontrandose que la tasa de induccion a la remision fue del
94%). (10)

De acuerdo a Smets los pacientes con LAL hiperdiploide tienen una sobrevida
mayor (90.6%) comparados con el 82% de sobrevida de pacientes no-

hiperdiploideos, pero no existe significancia estadistica (p=0.08)



Martin comparé dos categorias en su estudio, dividiéendolas como: favorable
(diploide e hiperdiploide alta) y no favorable (pseudodiploide, hiperdiploide bajo e

hipodiploide) notando diferencias altamente significativas:

*Diploidia normal: alta incidencia de células T y la mayor sobrevida libre del evento
(Buen prondstico).

*Pseudodiploidia: el mas numeroso, 20 casos de alteraciones citogenéticas.
*Hiperdiploidia Alta (>50 cromosomas): se asocid con el curso benigno de la
enfermedad y el indice de mortalidad mas bajo. Recaida en pacientes con
alteraciones estructurales.

*Hiperdiploidia (47-50 cromosomas): alta incidencia de recaida.

*Hipodiploidia: Alta incidencia de alteraciones cromosomicas.

Hussein determiné como factores pronésticos desfavorables: edad superior a 10
afos, infiltracion a sistema nervioso central, fenotipo T e IADN menor de 1.16.
Encontré IADN igual o mayor a 1.16 en 15% de los pacientes, encontrandose
fenotipo LAL precursor células B en 73.4% y LAL-T en 26.6%. 135 mostraron
remision completa. Se presentdé mejor respuesta a la induccion en el grupo LAL

precursor de células B que en LAL-T.

Pui demuestra que el uso de la citometria de flujo permite la comparaciéon del
contenido de ADN (IADN) pero no distingue células pseudodiploides con
traslocaciones asi como otras anormalidades. No es lo suficientemente sensible
para detectar ganancias o perdidas pequefias del ADN. Se presentaron
traslocaciones y mayor falla en la terapia en hipodiploides comparadas con
hiperploidias. La hipodiploidia es poco frecuente (7.6%) pero esta claramente
asociado a respuesta adversa al tratamiento. Tanto hipodiploides como

pseudodiploides mostraron respuestas pobres al tratamiento. (12,13)



Trueworthy not6 que el indice de ADN, la cuenta leucocitaria y la edad son
suficientes para clasificar a los pacientes con LAL-B dentro de un riesgo y factor
prondstico, asi como para el empleo de la terapéutica indicada. Asocié el
contenido de ADN con respecto a la edad de los pacientes (a mayor edad menor
contenido de ADN) asi como con la cuenta leucocitaria. (17)

La sobrevida libre del evento fue mayor en el grupo con IADN igual o superior a
1.16. (17)



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA (PREGUNTA DE INVESTIGACION)
PDI
* ¢Cual es la utilidad diagnéstica del Indice de ADN utilizado como factor

prondstico para supervivencia en nifios con LAL en el INP de 1999 al 2004?



Justificacion

En el caso de las leucemias agudas linfoblasticas, por afios se han utilizado
diversos factores pronosticos ayudandonos al manejo de las mismas, ademas de
estratificar a los pacientes como de riesgo alto y riesgo habitual. Los principales
factores prondsticos usados durante afos: edad, sexo y cuenta leucocitaria
(p:000.1). En el caso de la edad, se considera de mal prondstico menor al afio y
mayor de 10 afios, ya que la remision completa continua cambia de acuerdo a la
edad del paciente, se sabe que es menor de 20% en niflos menores de 1 afo;
40% en nifios de mas de 10 afios y 60% en nifios entre 1 y 10 afios al diagndstico
(p: <.0001)(1); ademés la supervivencia libre de enfermedad a 5 afios cambia de
acuerdo a las edades, en el grupo de los menores de 1 afio se encuentra en 40%,
los nifios de entre 1-9 en 60%, y los mayores de 10 afios en 45%. Se sabe
también que las tasas de supervivencia libre de enfermedad a largo plazo para los
menores de 1 afio, 1-9, y 10 o mas se encuentran en 20, 61, 41% respectivamente
(7).

En cuanto a la cuenta leucocitaria mayor de 50,000/ml en leucemias linfoides
establece un mal prondstico para el paciente. La mejor remision completa
continua se obtiene en pacientes con cuenta leucocitaria menor de 5,000 (30%) y
la peor supervivencia se exhibe en pacientes con leucocitos por arriba de 100,000
a 200,000. La diferencia en cuanto a Remision completa a 10 afios es de 27% en
aguellos con cuentas mayores a 65% en aquellos con cuenta leucocitaria menor
(1). Sather demuestra que la cuenta leucocitaria y la edad tienen una fuerte
relacion, notando que el grupo de menores de 1 afio tienen cuenta mayor a

50,000/ml comparado con solo 13% en el grupo de edad favorable, 1-9 (7).

El indice de ADN, se ha utilizado recientemente, para clasificar a las leucemias en
Riesgo bajo (mayor o igual a 1.16), Riesgo habitual o intermedio (1 a 1.15), Riesgo
Alto (0.82 a 0.99), Riesgo extremadamente alto (menor a 0.81). Varios autores
han observado que este factor prondstico podria englobar el resto de los factores

mas frecuentemente utilizados; por lo que se podria utilizar Gnicamente el IADN



para clasificar a los pacientes y definir un prondstico y asi mismo determinar el

tratamiento de éstos dependiendo de la clasificacion.

En este hospital desde 1999 se ha medido el IADN a través de la citometria de
flujo, aunque el IADN se ha considerado como un factor de valor prondstico
individual, en nuestro medio no se ha analizado su utilidad como factor aislado, y
se sigue tomando necesariamente asociado al cariotipo. Hasta este momento no
se ha utilizado como factor determinante para modificar la clasificacion de riesgo y
consecuentemente el tratamiento de los pacientes con Leucemia linfoblastica
aguda, por lo que la importancia de este estudio sera establecer el impacto real
que el iIADN representa en el pronostico de pacientes con LAL que actualmente

tienen un seguimiento minimo de 32 meses hasta 5 afios.

Los resultados de éste estudio permitiran que el hematélogo pediatra tenga un
panorama mas amplio al momento de iniciar el tratamiento de los pacientes con
ésta enfermedad y tendra la posibilidad de ofrecer al paciente y a sus familiares un

pronéstico fundamentado en una investigacion con alto rigor metodologico.



Objetivos

* Objetivo general:

Eficacia del IADN medido mediante citometria de flujo como factor prondstico en
nifios con LAL en el INP de 1999 al 2004.

*Objetivos individuales:

Determinar la eficacia pronostica del IADN y edad en nifios con LAL en el INP de
1999 al 2004.

Determinar la eficacia prondéstica del IADN y cuenta leucocitaria en nifios con LAL
en el INP de 1999 al 2004.



Material y métodos
Disefio
Tipo de estudio

Estudio de cohorte, retrospectivo.

Este estudio se dividira en dos fases:

Fase 1: Se revisaran expedientes del INP desde 1999 al 2004 de pacientes con leucemia
linfoblastica que hayan recibido el mismo esquema de tratamiento durante este tiempo y
con los criterios de inclusién abajo mencionados para asi conocer el IADN en nuestros
pacientes, de nuestro instituto, realizado con nuestros equipos y con nuestra prevalencia, ya
gue no existen estudios mexicanos que Nnos reporte como se comportan (en cuanto a

evolucion: sobrevida, recaida, muerte) los pacientes en nuestro medio.

Fase 2: Estudio prospectivo, donde se conocera el indice de concordancia interobservador
en cuanto a la realizacion del IADN en el Instituto Nacional de Pediatria con el citometro
de flujo Cytomics FC 500 que es el que actualmente se utiliza y realizar nuevamente la
estandarizacion de la metodologia, aunque la compafila Beckman Coulter ya estudio la
exactitud del método, encontrando un grado de coincidencia entre el sistema tetraCXP de
Cytomics FC 500 y el sistema tetraONE para el citdbmetro de flujo EPICS® XL2 (CV en el
instituto de 4.88) lo que apoya la hipotesis de que los sistemas son equivalentes en sus

prestaciones. (16)

Variables

«Edad al diagndstico

«SEX0

«Cuenta leucocitaria al diagnostico
eInfiltracion a SNC

oInfiltracion a testiculo

«Masa mediastinal

«Clasificacion citomorfologica

«Clasificacion inmunoldgica



«IADN al diagnéstico

«Respuesta temprana al tratamiento

Definiciones operacionales:

*EDAD: Tiempo transcurrido a partir del nacimiento de un individuo.
Escala de medicion: Cuantitativa

Categoria de la medicion: <1 afio, 1 a 10 afios, >10 afios.

*SEXO: Referencia a géenero como masculino y femenino.
Escala de medicion: Nominal.

Categoria de la medicion: Femenino/Masculino

*CUENTA LEUCOCITARIA: Cantidad de leucocitos en sangre periférica
Escala de medicion: Nominal
Categoria de la medicion: 10,000, 10,000 a 50,000, méas de 50,000

*INDICE DE ADN: Se define de acuerdo a la nomenclatura internacional por citometria
del ADN como un promedio entre el contenido de DNA leucémico a estudiar y el
contenido de ADN en células normales en fase GO/GL1.

indice de ADN:

Contenido de ADN leucémico

Contenido de ADN en células normales en fase G0/G1

Escala de medicién: Nominal
Categoria de la medicion: < 0.81, 0.81-1.0, 1.0-1.15, >oigual a 1.16

*INFILTRACION A SNC: Invasion de células malignas (leucémicas) a través de la barrera
hematoencefalica hacia el SNC, diagnosticado por la presencia de > o igual 5 leucocitos en
LCR + la presencia de cualquier nimero de blastos.

Escala de medicion: Cualitativa



Categoria de la medicion: Presente/Ausente

*INFILTRACION A TESTICULO: Invasién o deteccion de células malignas, en este
caso leucémicas a nivel testicular, puede ser unilateral o bilateral.
Escala de medicion: Cualitativa

Categoria de la medicion: Presente/Ausente

* MASA MEDIASTINAL: Aumento de volumen a nivel del espacio localizado en la
porcién central del térax, entre ambas cavidades pleurales; incluye a todas las
visceras con excepcion de los pulmones.

Se divide en tres compartimientos: anterior, medio y posterior.

Escala de medicion: Cualitativa

Categoria de la medicion: Presente/Ausente

*CLASIFICACION CITOMORFOLOGICA: Distincion de 3 diferentes subtipos de

leucemia dependiendo de las caracteristicas del blasto. Se dividenen: L1, L2, L3

Caracteristica citologica Tipo L1 Tipo L2 Tipo L3

Tamafio Pequefio Grande Grande

Cromatina Homogénea Heterogénea Homogénea
Nucleolo Regular 1 a2 Grande 1a3 Prominente 1 a mas
Citoplasma Escaso Moderado Moderado-abundante
Basofilia Discreta Variable Profunda

Vacuolas Ausentes-escasas Ausentes-escasas Prominentes

Escala de medicion: Nominal
Categoria de la medicion: L1, L2, L3

*CLASIFICACION INMUNOLOGICA: Expresion de cluster de diferenciacion de
acuerdo al linaje presentado por la célula leucemica.
-LAL precursor de célula B
* preB temprana: CD22+, CD79ac+, CD19+, HLA DR+, TdT+, clGu-, sIG-;
*preB: CD19+, CD10+, CD20+, clGu+;



*preB transicional: CD19+, CD10+, CD20+, clGu+, sIG+, ky | -;
*B madura: CD19+, CD10+, CD20+, sIG+, sIGk+, sIGl+
-LAL T (CD2+,CD3+, CD4+, CD5+, CD7+
Escala de medicion: Ordinal
Categoria de la medicion: LAL precursor de célula B (pre B temprana, preB, preB

transicional, B madura) / LAL células T.

*RESPUESTA TEMPRANA AL TRATAMIENTO: Ausencia de evidencia clinica y
microscopica de enfermedad. MO = M1 (menos de 5% blastos en el dia 14), MO =
M3 (Mas de 25% blastos en el dia 14)

Escala de medicion: Nominal

Categoria de la medicion: Menos de 5% blastos en dia 14/ Mas de 25% blastos en dia 14

Poblacion
P Objetivo

Nifios y nifias de 0 a 16 afios con dx LAL

P Elegible
Que hayan ingresado con éste diagnostico al servicio de Hematologia del INP desde
1999 al 2004

«Criterios de Inclusion

Nifios y nifias

de 0 a 16 afios

con diagnostico de LAL,

gue hayan ingresado al servicio de Hematologia del INP

desde 1999 al 2004

a los que se les haya realizado la determinacion del IADN al diagnostico, previo a

tratamiento alguno y que hayan recibido el tratamiento especifico.



oCriterios de Exclusion

Pacientes con:

Leucemia mieloblastica,

A los que no se les haya realizado el IADN,

Con otra patologia oncolégica agregada,

Con tratamiento previo en otro hospital o cualquier tratamiento ya que modifica el
IADN al dx.

Con Sx de Down, endocrinopatias, cardiopatias complejas y otras patologias que
influyan en que el paciente no siga el tratamiento en forma adecuada.

Pacientes que hayan fallecido en remision

Método

Instrumento de recoleccién de informacion:

La informacidn se recabara en tablas con el siguiente formato. Ver Anexo 1.

eTamario de la muestra
Se incluiran todos los pacientes con LAL tratados en el INP desde 1999 hasta
2004 a los que se les haya realizado IDNA, por lo que al final calcularemos el poder

estadistico de la muestra



Anadlisis estadistico

La Informacién que se obtenga se recopilara en las tablas realizadas para este
fin. Se utilizara estadistica univariada, para las variables cualitativas: tasas y
proporciones, para las variables cuantitativas medias, medianas, desviacion estandar.
Se calculara la normalidad y simetria de la distribucion de las variables de impacto
con la prueba de Kolmogorov Smirnoff. En caso de no normalidad, se transformaran
las variables en cuestion a su logaritmo natural. Si persiste la no normalidad se

trabajara con estadistica no paramétrica.

Las pruebas de hipdtesis que se consideraran serdn Xi2 y en su caso prueba exacta de
Fisher para variables cualitativas. En el caso de variables cuantitativas se utilizara t-
student 0o ANOVA.

La utilidad diagnostica se evaluard con Sensibilidad, Especificidad, Valor predictivo

negativo y positivo y Razones de Verosimilitud negativa y positiva.



@ HE @ ANEXO 1
HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

[HP IDNA COMO FACTOR PRONOSTICO INDIVIDUAL EN NINOS CON LAL DE 1994 A 2004.

Nombre: .
No. Expediente: |_|_ || | | |

Sexo: 1|F| 2|M|

Fecha de Nacimiento: |_|__ | | [dd][mm][aaaa]
Fecha del dx: ||| |[dd][mm][aaaa]
Leucocitos: | |

|__| 0]<10,000] 1|10,000-50,000] 2|>50,000|

Porcentaje de blastos en Sangre: |___ |

Blastos mm3: |___ |

Porcentaje de blastos en Médula 6sea: |___|

Leucocitos dia 14: |___|

Blastos dia 14: |___|

Respuesta temprana al tratamiento: |__| O|Mala] 1|Buena|
Inmunofenotipo: |__| 1|Células B| 2|Células T| 3|Indiferenciada|
IDNA: |_| 1]<0.81| 2|0.81-1.0] 3|1.0-1.15| 4|> o igual 1.16|
Cariotipo: |_| OJAusente| 1|Presente|

Cariotipo: Tipo | |

Evolucién: [__| 1|Supervivencia| 2|Recaidal 3|Muerte|
Remisién completa continua |___ | [meses]

Cese de quimioterapia|____ | [meses]

Recaida: |__| O]Tempranal 1|Tardia|

Fecha Ultima Consulta: |__|__|____ | [dd][mm][aaaa]
Infiltracion:

|__| SNC O]Ausente| 1|Presente|

|__| Testiculo O]Ausente| 1|Presente|

Observaciones |




“INDICE DE ADN COMO FACTOR PRONOSTICO INDIVIDUAL EN LEUCEMIA AGUDA
LINFOBLASTICA EN NINOS EN EL INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRIA DE 1999 A
2004”

Resultados

El analisis incluy6 a 147 pacientes del Instituto Nacional de Pediatria (INP) con
edades entre los 7 meses hasta los 15 afios (180 meses) con una media de 88.45
meses (desv. est. 51.07). La distribucién por sexo fue de 61.9% para hombres y
de 38.1% para mujeres. (grafica 1)

38.1%

61.9%

‘ mujer; hombre ‘

Grafica 1. Distribucidn por sexo de los nifios con leucemia aguda linfoblastica del Instituto Nacional
de Pediatria (INP).

El 92.52% de los pacientes tuvo una respuesta temprana al tratamiento, con una
media de sobrevida de 38.04 meses (desv. est. 27.06). El indice de ADN se
distribuy6 de la siguiente manera entre la poblacién estudiada: menor a 0.81 en el
21.09% de los pacientes, entre 0.81 y 0.99 en el 28.57% de los pacientes, entre 1
a 1.15 en el 37.41% de los pacientes y mayor a 1.16 en el 12.93% de los
pacientes. (grafica 2)



Grafica 2. Distribucién de los niveles del indice de ADN entre los nifios con leucemia aguda
linfoblastica del Instituto Nacional de Pediatria (INP).

12.93 %
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Gréfica 3. Distribucién del promedio de la cuenta leucocitaria (al diagndstico, dia 14 de
tratamiento y dia 28 de tratamiento) durante el seguimiento de los niflos con leucemia aguda
linfoblastica del INP (1999 a 2004).

B media de leucocitos basal Il media de leucocitos dia14
I media de leucocitos dia 28

Dentro del andlisis estadistico de esta investigacion, se obtuvieron medidas de
tendencia central para el analisis univariado. Para el analisis de las variables
cualitativas se obtuvieron tasas y proporciones y para las variables cuantitativas se
obtuvieron medias, medianas y desviacién estdndar. Para comprobar significancia
estadistica se utilizaron pruebas de y° y para los valores esperados menores a

cinco se utilizé la prueba exacta de Fisher.



En la tabla 1 se observan estadisticas descriptivas de las variables de interés de
acuerdo a buena® y mala? evolucién de los pacientes encontrando los siguientes
resultados.

Tabla 1. Estadisticas descriptivas de las variables de interés en el estudio de los nifios con
leucemia aguda linfoblastica del INP (1999 a 2004).

Variables Total Buena® Mala’ P*
% (n=147) | Evolucidon (n=65) | Evolucion (n=66)
Sexo
Hombre 61.90 48.75 51.25 0.803
Mujer 38.10 50.98 49.02
Cuenta leucocitaria al diagnostico
>50,000 22.45 25.93 74.07 0.006
<50,000 77.55 55.77 44.23
Blastos en médula dsea al diagndstico
Médula 6sea en M1 0.68 100 0| 1.000**
Médula 6sea en M2 0.68 0 100
Médula 6sea en M3 98.64 49.61 50.39
Cuenta leucocitaria al dia 14
>50,000 6.8 0 100| 0.003**
<50,000 93.2 53.28 46.72
Blastos en médula 6sea al dia 14
Médula 6sea en M1 99.31 49.61 50.39 0.315
Médula 6sea en M2 0.69 100 0
Médula 6sea en M3 0 0 0
Cuenta leucocitaria al dia 28
>50,000 2.72 33.33 66.67 | 1.000**
<50,000 97.28 50 50
Blastos en médula 6sea al dia 28
Médula 6sea en M1 100 50 50
Médula 6sea en M2 0 0 0
Médula 6sea en M3 0 0 0
Respuesta temprana a tratamiento
No 7.48 10 90 0.009
Si 92.52 52.89 47.11
indice ADN
<0.81 21.09 60.71 39.29 0.230
0.81-0.99 28.57 51.35 48.65
1.0-1.15 37.41 38.78 61.22
>6=1.16 12.93 58.82 41.18

' Buena Evolucién definida por remision completa continua, cese del tratamiento o curacién

% Mala Evolucién definida por contar con los demds criterios: recaida, falla al tratamiento, o muerte del paciente.
* Valores p obtenidos con prueba de >

** Valores p obtenidos con prueba exacta de Fisher por contener valores esperados <5.



En cuanto al buen o mal prondstico respecto a la cuenta leucocitaria al
diagnoéstico, observamos que el 55.7% de los pacientes que tuvieron cuenta
leucocitaria por debajo de 50,000 mostraron buena evolucion, mientras que 74.1%
de los que pacientes que tuvieron leucocitos >50,000 tuvieron mala evolucion.
Esta diferencia fue estadisticamente significativa (p= 0.006).

También se encontraron diferencias significativas en cuanto al buen o mal
prondéstico respecto a la cuenta leucocitaria al dia 14. Observamos que el 53.3%
de los pacientes que tuvieron leucocitos <50,000 mostraron buena evolucion,
mientras que 100% de los que pacientes que tuvieron leucocitos altos >50,000
tuvieron mala evolucion.

Ademas, también se encontraron diferencias significativas en cuanto al buen o mal
prondéstico respecto a la respuesta temprana al tratamiento. Observamos que el
90% de los pacientes que no tuvieron respuesta temprana al tratamiento
mostraron mala evolucién, mientras que el 52.9% de los pacientes que si tuvieron
respuesta temprana al tratamiento mostraron buena evolucion.

Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas en la evolucion
relacionada al sexo, cuenta de blastos en médula ésea al diagndstico y dia 14, asi
como cuenta leucocitaria al dia 28.

En cuanto al indice de ADN se observdé que dentro de los pacientes que
presentaron buena evolucién el 58.8% presentaron un indice mayor a 1.16,
mientras que en los pacientes con mala evolucion este porcentaje fue de 41.2%.
Para los pacientes con buena evolucion el 38.8% presentaron un indice de ADN
entre 1 y 1.15, mientras que entre los que presentaron mala evolucion el
porcentaje fue de 61.2%. La gran mayoria de los sujetos se clasificaron en la
categoria intermedia. Sin embargo estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas.

Referente a las variables cuantitativas, se encontr6 que si existen diferencias
significativas en cuanto al buen o mal prondstico respecto a la sobrevida en meses
(tabla 2).

Tabla 2. Estadisticas descriptivas de variables numéricas en el estudio
de los nifios con leucemia aguda linfoblastica del INP (1999 a 2004).

Variables Total Buena Evolucidn Mala Evolucién p*
M (sd) U (sd) M (sd)
Edad en meses 88.45 (51.07) 83.6 (44.89) 90.74 (53.69)| 0.4107
Sobrevida en meses | 38.04 (27.06) 58.84 (18.33) 24.12 (20.92)| <0.001

* Valores p obtenidos con prueba de xz



Observamos que el promedio de la sobrevida en los pacientes con buena
evolucion es de 58.8 meses (desv. est. 18.33) y en los pacientes con mala
evolucion es de 24.1 meses (p<0.001).

En cuanto al buen o mal prondstico respecto a la edad, se encontré que el
promedio de ésta fue de 83.6 meses (desv. est. 44.89) para los pacientes con
buena evolucion, y para los de mala evolucion fue de 90.74 meses. Sin embargo
estas diferencias no fueron estadisticamente significativas.

Para el andlisis de medidas de asociacion se obtuvieron modelos de regresion
logistica ajustando por las variables de interés, tomando a la variable de evolucion
como variable de respuesta y el indice de ADN como variable explicativa (tabla 3).

Tabla 3. Efecto de las diferentes variables de interés en la evolucion de los nifios de 7
meses a 15 ailos de edad con Leucemia Aguda Linfoblastica del Instituto Nacional de
Pediatria de 1999 al 2004.

Evolucién del paciente

Variables OR* IC95 %" valor p
Sexo 1.01 0.4536 2.2155 0.995
Edad en meses 1.00 0.9915 1.0111 0.793
Leucocitos al diagnéstico >50,000 5.31 1.6826 16.8097 0.004
Leucocitos al dia 28 > 50,000 1.78 0.1431 22.3734 0.652
Respuesta temprana a tratamiento 0.09 0.0101 0.8163 0.032
indice DNA

0.81-0.99 1.32 0.4459 3.9496 0.611

1.0-1.15 3.00 1.0254 8.7861 0.045

>6=1.16 1.08 0.2618 4.4630 0.914

*Odds Ratio (Raz6n de Momios) del modelo de regresion logistica multiple.
" Intervalo de Confianza al 95%.

Se encontr6 evidencia de una asociacion altamente significativa (p=0.004) entre la
cuenta leucocitaria al diagnéstico mayor a 50 mil leucocitos y la evolucion del
paciente. El contar con una cuenta leucocitaria al diagnostico mayor a 50 mil se
asocia a tener 5 veces mayor posibilidad de presentar una mala evolucion.
(gréfica 4)



Gréfica 4. Comparacion entre los OR’s de la cuenta leucocitaria al diagnostico y cuenta
leucocitaria al dia 28 mayor a 50 mil y la evolucidn del paciente en los nifios con leucemia aguda
linfoblastica del INP.
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También se encontrd evidencia significativa (p=0.032) sobre la respuesta
temprana al tratamiento. Esta se asocia a una mejor evolucion del paciente, es
decir que el presentar una respuesta temprana al tratamiento por parte de los
pacientes se asocia a obtener una disminucién del 9% en la posibilidad de
presentar mala evolucion.

Respecto al indice de ADN, los pacientes que presentaron un indice de 1 a 1.15
tienen 3 veces mayor posibilidad de presentar una mala evolucién en comparacion
con los pacientes que presentaron un indice de ADN menor a 0.81. Esta diferencia
fue estadisticamente significativa (p=0.040). (grafica 5)

Grdfica 5. Comparacion entre los OR’s del indice de ADN en comparacién con el indice de ADN
<0.81 en los nifios con leucemia aguda linfoblastica del INP.
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En cuanto a las variables de sexo, edad, leucocitos al dia 28, e indice de ADN del
resto de las categorias, no se encontrd evidencia estadisticamente significativa
para la asociacion de éstas con la evolucién de los pacientes.

Intervalo de Confianza al 95% @ OR ‘

Tabla 4. Estadisticas descriptivas de las variables de interés en el estudio de los nifios
con leucemia aguda linfoblastica del INP (1999 a 2004) en hombre y mujeres.

iNDICE DE ADN
Variables p*
<0.81 0.81-0.99 1.0-1.15 >=1.16
TOTAL DE PACIENTES 31 (21%) 42 (28.57%) 55 (37.41%) 19 (12.92%)
Edad
menores a un afo 0 3(7%) 1 0 0.103
1-10 afios 18 (58%) 30 (71.42%) 36 (68%) 16 (73%)
mayor a 10 afios 13 (42%) 9 (21%) 18 (31%) 3 (27%)
Leucocitos al diagndstico
<50,000 22 (72%) 27 (64%) 47 (84%) 18 (90%) | 0.269
50,000 — 100,000 1(3.3%) 8 (19%) 6 (13%) 1(10%)
>100,000 8 (26.3%) 7(16.6%) 2 (3%) 0
Evolucién
Curado 17 (54%) 19 (45%) 19 (34.54%) 11 (58%) 0.163
Remision 0 8(19%) 16 (29%) 1 (5%)
14 (45%) 15 (35%) 20 (36%) 7 (36%)
Muerte

Analizando globalmente tanto hombres como mujeres (tabla 4) se encontré que de
147 pacientes 31 pacientes (21%) tuvieron IDNA <0.81, 42 pacientes (28.57%)




IDNA 0.81-0.99, 55 pacientes (37.41%) IDNA 1.0-1.15, y 19 pacientes (12.92%)
IDNA mayor o igual a 1.16.

En los pacientes con IDNA <0.81 se encontré que el 58% de ellos tenian edad
entre 1 y 10 afos, con cuentas leucocitarias por debajo de 50,000, y que 54%
llegaron a cese en contra de un 45% que fallecieron.

En los pacientes con IDNA de 0.81-0.99, 71% tenian edad entre 1-10 afios, con
cuentas leucocitarias menores a 50,000, y con curacion del 45%.

En los pacientes con IDNA de 1.0-1.15 la mayoria estaban en el rango de edad de
entre 1 y 10 afios, con cuentas leucocitarias bajas en un 84%, y cabe mencionar
que el 36% de los pacientes fallecieron en contra de un 34% que llegaron a cese y
29% que aun estan en remision.

En los pacientes con IDNA mayor a 1.16 el 73% tenian edad en 1y 10 afios, con
cargas leucocitarias bajas y 58% de ellos alcanzaron el cese de tratamiento contra
s6lo 36% que fallecieron secundarios a infeccion mas no a recaida.

La tasa de remision para el global de los pacientes fue de 61% , con una
sobrevida libre de evento de 59 meses.

Tabla 5. Estadisticas descriptivas del IDNA en contra de edad, leucocitos y evolucion del
paciente en el estudio de los nifios con leucemia aguda linfoblastica del INP (1999 a
2004) en hombres.

INDICE DE ADN
Variables p*
<0.81 0.81-0.99 1.0-1.15 >=1.16
Sexo
Hombre 17 (18.68%) | 25 (27.47%) 38 (41.76%) 11 (12.09%) | 0.549
Edad
menores a un aiho 0 1 (4%) 0 0 0.103
1-10 afos 12 (70.5%) 21 (84%) 26 (68%) 8 (73%)
mayor a 10 aios 5(29.5%) 3(12%) 12 (31%) 3(27%)
Leucocitos al diagndstico
<50,000 12 (70%) 19 (76%) 32 (84%) 10 (90%) | 0.269
50,000 - 100,000 1 (6%) 3(12%) 5(13%) 1(10%)
>100,000 4 (24%) 3 (12%) 1(3%) 0
Evolucion
Curado 9 (53%) 12 (48%) 12 (31.57%) 7 (63%) 0.163
Remision 0 5 (20%) 10 (26%) 0
8 (47%) 8 (32%) 16 (42%) 4 (37%)
Muerte (4 recaidasy | (2 recaidasy | (10 recaidasy 6 (4
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Analizando las variables de interés en contra del IDNA (tabla 5) encontramos lo
siguiente: 91 pacientes eran hombres y 56 pacientes mujeres.

En cuanto a los hombres encontramos lo siguiente: 18% de ellos tenian IDNA
<0.81, 27% IDNA 0.81-0.99, 41% IDNA de 1.0-1.15, y 12% IDNA mayor o igual a
1.16, siendo los de mayor numero los de indice de 1-1.15; esto es importante
recalcarlo debido a las implicaciones estadisticas que comentaremos mas
adelante.

En cuanto al IDNA <0.81, observamos que de los 17 pacientes con éste IDNA el
70% tenian edad entre 1 -10 afios y solo el 29% edad mayor a 10 afios, mientras
gue la cuenta leucocitaria al diagnostico que mas se present6 en estos pacientes
fue menor a 50,000. En cuanto a la evolucion no hubo diferencia estadisticamente
significativa, encontrando que 53% de estos pacientes llegaron a cese (curacion) y
el 47% de fallecieron; de éstos ultimos el 50% de ellos por recaida.

Respecto al IDNA de 0.81-0.99, observamos que de los 25 pacientes, el 84% de
ellos presentaban una edad al diagnostico de entre 1 -10 afios, cuentas
leucocitarias en un 76% menores a 50,000 y que 48% de ellos llegaron al cese de
tratamiento, 20% se encuentran aun en tratamiento, pero en remision y 32%
fallecieron (con solo 20% de recaidas en este IDNA).

El IDNA de 1.0-1.15, que fue en el que mayor nUmero de pacientes observamos,
68% de ellos presentaban edad entre 1-10 afios y 84% contaban con leucocitos
<50,000 al diagnostico, pero 42% fallecieron, siendo este IDNA el que mayor
numero de muertes tuvo asi como recaidas (42% vs solo 31% de pacientes
curados) y casi un 62% de presentacion de recaidas.

Asi mismo, la edad de presentacion de 1-10 afios se observd también con IDNA
mayor o igual a 1.16 con cargas leucocitarias de menos de 50,000 pero con una
buena evolucion de hasta el 63% de curacién en los pacientes contra s6lo 37% de
muertes. Vale la pena hacer notar que los pacientes que fallecieron no contaban
con factores de riesgo, y las muertes se relacionaron a infeccién y no a recaidas.

Tabla 6. Estadisticas descriptivas del IDNA en contra de edad, leucocitos y evolucién del
paciente en el estudio de los nifios con leucemia aguda linfoblastica del INP (1999 a
2004) en mujeres.

INDICE DE ADN
Variables P*
<0.81 0.81-0.99 1.0-1.15 >=1.16
Sexo
Mujer 14(25%) 17 (30.36%) 17 (30.36%) 8(14.29%) | 0.549




Edad
Menores a un afio 0 2 (11.76%) 1(5%) 0 0.072
1-10 afios 6 (42%) 9 (52.94%) 10 (58.82%) 8 (100%)
mayor a 10 afos 8 (57%) 6 (35.29%) 6 (35.29%) 0
Leucocitos al diagndstico
<50,000 10 (71.42%) 8 (47.05%) 15 (88.23%) 8 (100%) | 0.021
50,000 — 100,000 0 5(29.41%) 1(5.8%) 0
>100,000 4 (28.57%) 4(23.52%) 1(5.8%) 0
Evolucion
Curado 8 (57.14%) 7 (41.17%) 7 (41.17%) 4 (50%) 0.086
Remision 0 3 (17.64%) 6 (35.29%) 1(12.5%)
6 (42.85%) 7 (41.17%) 4 (23.52%) 3 (37.5%)
(2 recaidasy | (2 recaidasy (1 recaiday3
Muerte 4 infecciones) | 4 infecciones) infecciones)

En el grupo de las 56 mujeres, 25% tenian IDNA <0.81, 30% IDNA 0.81-0.99, 30%
IDNA 1.0-1.15, y sélo 14% IDNA mayor o igual a 1.16. Siendo los de mayor
proporcién el IDNA de 0.81-0.99 y el IDNA de 1.0-1.15.

En cuanto al IDNA <0.81, 57% tenian edad mayor a 10 afios, con leucocitos al
diagndstico menores a 50,000 y evolucionaron hacia el cese y curacion 57% de
ellos, mientras que el 42% fallecieron (2 de ellos por recaida y 4 por infecciones).

En el IDNA 0.81-0.99, la mayor proporcion la encontramos en los pacientes de 1-
10 afios, con un 52%, mientras que el 47% de los pacientes con este IDNA
tuvieron leucocitos menores de 50,000 al diagndstico. La proporcién de curacion y
muerte fueron similares con 41.17% respectivamente, pero con una remision del
17% (lo que incrementa la buena evolucion en estos pacientes).

En el IDNA de 1.0-1.15, 58 % de los pacientes tenian un rango de edad entre 1y
10 afios , con leucocitos menores a 50,000 en el 88% y con una curacion similar al
IDNA anterior de 41%, pero con mejor remision que los pacientes anteriores de
hasta 35% y sélo 23% de los pacientes fallecieron (10% por recaida Unicamente,
el resto por infeccion).

En cuanto al IDNA mayor o igual a 1.16, el 100% de los pacientes tenian una edad
entre 1 y 10 afos, y el 100% de ellos tenian carga leucocitaria por debajo de
50,000, con una curacion de hasta el 50%, remisién del 12% y muerte en un
37.5% (de éstos todos fallecieron por infeccion y no por recaida).




Todo esto correlaciona con la literatura mundial que refiere los pacientes con este
IDNA tienen caracteristicas clinicas muy particulares como son : edad entre 1y 10
afos, leucocitos menores a 50,000, e inmunofenotipo precursor de células B, con
muy buen pronostico y sobrevida de hasta 90% y remision del 94%. La
presentacion en la poblacion infantil de acuerdo a la literatura mundial es de un
15% mientras que en nuestro estudio fue del 14%, también similar.

Para un mejor analisis se realizé estadistica descriptiva de las variables de interés
separadas por sexo (Tabla 6 y 7 ) de cada uno de los indices de ADN,
encontrando lo siguiente:

Tabla 4. Estadisticas descriptivas de las variables de interés en el estudio de los niilos
con leucemia aguda linfoblastica del INP (1999 a 2004) en hombres.

iNDICE DE ADN
Variables P*
<0.81 0.81-0.99 1.0-1.15 >=1.16
Sexo
hombre 18.68 27.47 41.76 12.09 0.549
Edad
menores a un aiio 0 100 0 0 0.103
1-10 aiios 16.13 33.88 37.10 12.90
mayor a 10 afos 25.00 10.71 53.57 10.71
Leucocitos al diagndstico
<50,000 16.44 26.03 43.84 13.7 0.269
50,000 - 100,000 10 30 50 10
>100,000 50 37.50 12.5 0
Respuesta temprana a tratamiento
si 19.05 29.76 40.48 10.71 0.171
Evolucién
Curado 23.08 30.77 30.77 15.38 0.163
Remision 0.00 38.46 61.54 0.00
Muerte 19.23 19.23 50.00 11.54

* Valores p obtenidos con prueba exacta de Fisher por contener valores esperados <5.

En la tabla 4 se observan estadisticas descriptivas de las variables de interés de
acuerdo al sexo de los pacientes y a su indice de ADN, encontrando los siguientes
resultados en los hombres.

Los hombres presentaron una proporcion del 19% para presentar un IDNA <0.81
contra un 12% de pacientes con IDNA mayor o igual a 1.16. Encontrando que la




mayor cantidad de pacientes (41.76%) tenian un IDNA de 1.0-1.15 y sélo el 27%
un IDNA 0.81-0.99. Esta diferencia no fue estadisticamente significativa (p=
0.549).

En cuanto a la edad de los pacientes, el 100% de los menores a 1 afio de edad,
presentaron un indice de ADN entre 0.81 — 0.99. Para los pacientes de entre 1y
10 afios, el 37% se encontré con un IDNA de 1.0 - 1.15, mientras que solo 12.90%
de los pacientes tenian IDNA mayor o igual a 1.16 en este rango de edad y
16.13% tenian IDNA menor a 0.81. Entre los mayores de 10 afios 54% de los
pacientes tenian IDNA entre 1.0-1.15, 25% un IDNA <0.81, 10% IDNA 0.81-0.99 y
10% IDNA mayor o igual a 1.16. Esta diferencia no fue estadisticamente
significativa (p= 0.103). Llama la atencion que los pacientes de 1 afio en adelante
presentan un IDNA de 1.0-1.15 en mayor proporciéon y no un IDNA >1.16 como lo
reportado en la literatura.

Al categorizar la cuenta leucocitaria al diagndstico, los pacientes con leucocitos
menores a 50,000 presentaron un IDNA de 1.0-1.15 en un 44% vs sélo un 13.7%
con IDNA igual o mayor a 1.16. Los pacientes con cuenta leucocitaria entre 50,000
— 100,000 presentaron una proporciéon del 50% para este mismo IDNA, y
finalmente los pacientes con una cuenta mayor a 100,000 leucocitos presentaron
una proporcién del 50% para IDNA <0.81. Sin embargo esta diferencia no fue
estadisticamente significativa (p= 0.269).

Por otro lado, tampoco se encontraron diferencias significativas en la respuesta
temprana al tratamiento, encontrando que el 40% de los pacientes que si tuvieron
una respuesta temprana presentaron un IDNA de 1.0-1.15; haciéndose notar que
los pacientes con IDNA igual o mayor a 1.16 tuvieron una respuesta temprana al
tratamiento en solo un 10.71%; proporcion mucho menor adn que los pacientes
con respuesta temprana al tratamiento con IDNA <0.81 (19.05%).

Para la evolucién, el 50% de los pacientes que fallecieron tuvieron un IDNA de
1.0-1.15, mientras que solo un 11.54% de los que fallecieron se encontraron con
un IDNA mayor o igual a 1.16. Los pacientes con IDNA <0.81 y de 0.81 a 0.99
tuvieron una proporcion del 19.23% respectivamente. En cuanto a los que
presentan remisién a la fecha, 61% de los pacientes en remisién a la fecha
presentan un IDNA de 1.0-1.15, y el resto 38.46% presentan un IDNA de 0.81-
0.99. En el caso de los pacientes curados, 30% presentaron IDNA de 0.81-0.99 y
30% IDNA de 1.0-1.15; llama la atencion que solo un 15.38% de los pacientes con
IDNA mayor o igual a 1.16 presentaron curacion con una proporcion mucho menor
que los pacientes con IDNA <0.81. Sin embargo estas diferencias tampoco fueron
estadisticamente significativas (p=0.163).



Tabla 5. Estadisticas descriptivas de las variables de interés en el estudio de los nifios
con leucemia aguda linfoblastica del INP (1999 a 2004) en mujeres.

iNDICE DE ADN
Variables P*
<0.81 0.81-0.99 1.0-1.15 >=1.16
Sexo
Mujer 25.00 30.36 30.36 14.29 0.549
Edad
Menores a un afio 0.00 66.67 33.33 0.00 0.072
1-10 afos 19.35 25.81 29.03 25.81
mayor a 10 afios 36.36 31.82 31.82 0.00
Leucocitos categorizados 1a medicion
<50,000 24.39 19.51 36.59 19.51 0.021
50,000 - 100,000 0 83.33 16.67 0
>100,000 44.44 44.44 11.11 0
Respuesta temprana a tratamiento
si 26.92 28.85 30.77 13.46 0.664
Evolucién
Curado 30.77 26.92 26.92 15.38 0.086
Remision 0.00 30.00 60.00 10.00
Muerte 40.00 33.33 6.67 20.00

* Valores p obtenidos con prueba exacta de Fisher por contener valores esperados <5.

Para las mujeres, el 30% present6 un IDNA 0.81-0.99, y 30% IDNA 1.0-1.15. El
menor numero de pacientes (14.29%) tenian IDNA >1.16 y sé6lo el 25% IDNA
<0.81. Esta diferencia no fue estadisticamente significativa (p= 0.549).




Para la edad de las pacientes mujeres, el 67% de las menores a 1 afio de edad,
presentaron un indice de ADN entre 0.81 — 0.99 vs un 30.36% que presentaron
IDNA 0.81-0.99, ninguna presento IDNA > o igual a 1.16. Para las pacientes
entre 1 y 10 afos, el 29% se encontré con IDNA de 1.0 - 1.15 mientras que el
resto de las mujeres se dividieron equitativamente en el resto de los IDNA y para
las mayores de 10 afios con una proporcion del 36% con IDNA < 0.81. Esta
diferencia si fue estadisticamente significativa (p= 0.072).

Al categorizar la cuenta leucocitaria al diagnostico, las pacientes mujeres con
leucocitos menores a 50,000 presentaron en un 37% un IDNA de 1.0-1.15. Un
83% de las pacientes con cuenta leucocitaria entre 50,000 — 100,000 tenian IDNA
de 0.81-0.99, y finalmente un 44% de las pacientes con una cuenta mayor a
100,000 presentaron IDNA de <0.81 y 0.81-0.99 respectivamente. En cuanto a las
pacientes con IDNA mayor o igual a 1.16 presentaron cuentas leucocitarias
menores a 50,000 en solo 19.51%, misma proporcion que las pacientes con IDNA
0.81-0.99. Esta diferencia también fue estadisticamente significativa (p= 0.021).

Por el otro lado, dentro de la respuesta temprana al tratamiento, se encontré que
el 31% de las pacientes que obtuvieron respuesta temprana al tratamiento tenian
IDNA de 1.0-1.15. Solo el 13.46% de las pacientes con IDNA mayor o igual a 1.16
tuvieron respuesta temprana, mientras que el resto de los indices (incluido IDNA
<0.81) tuvieron proporciones similares con leves variaciones. Esta diferencia no
fue estadisticamente significativa (p= 0.664).

En cuanto a la evolucion, 40% de las pacientes catalogadas con IDNA <0.81
fallecieron, vs soélo un 6% con IDNA de 1.0-1.15. 20% de las mujeres con IDNA
mayor o igual a 1.16% fallecieron. 60% de las mujeres que presentaron remision
tenian IDNA entre 1.0-1.15, s6lo 10% IDNA mayor o igual a 1.16 y ninguna tenia
IDNA <0.81. Por ultimo, en cuanto a las mujeres curadas, no hubo diferencia
importante entre un IDNA y otro, 30.77% de las pacientes curadas tenian IDNA
<0.81, 26.92% IDNA 0.81-0.99, 26.92% IDNA 1.0-1.15, la menor proporcién de
pacientes curadas se observo en el IDNA mayor o igual a 1.16 (15.38%). Siendo
éstas estadisticamente significativas (p=0.086).

En cuanto a la relacion entre Indice de ADN, Inmunofenotipo y cariotipo vs
evolucion se observo lo siguiente: solo 64 de los 147 pacientes (43%) contaban
con determinacion de cariotipo. 41 (64%) de éstos pacientes del sexo masculino y
23 (36%) pacientes del sexo femenino, divididos de la forma siguiente: 13
pacientes con IDNA <0.81, 14 pacientes con IDNA 0.81-0.99, 30 pacientes con
IDNA 1.0-1.15, y 8 pacientes con IDNA mayor o igual a 1.16 (Tabla 6)

De los pacientes con IDNA menor a 0.81, 15% (2 pacientes) presentaron
hipodiploidia, 1 de ellos con inmunofenotipo LAL precursor de células B CD 10+ y
carga leucocitaria mayor a 100,000 y el otro con marcador aberrante. El primero
de ellos evolucionando a cese y el segundo a muerte. 15% (2 pacientes)
presentaron hiperdiploidia a pesar de tener IDNA menor a 0.81 los cuales
evolucionaron favorablemente a curacion y se observo que ninguno presento



factores de riesgo agregados. 53% de los pacientes presentaron diploidia con
inmunofenotipo precursor de células B CD 10+ presentando la siguiente evolucion:
57% (4 pacientes) fallecieron, 3 de ellos catalogados como de alto riesgo por edad
y 1 de ellos con cuenta leucocitaria alta; 28% (2 pacientes) evolucionaron a cese
y 14% (1 paciente) presentd recaida. 1 paciente presento traslocacion 4: 11
evolucionando a muerte y otro con traslocacion 13: 21 actualmente en cese.

En cuanto a los pacientes con IDNA de 0.81-0.99, 72% de los pacientes
presentaron diploidia de los cuales 5 evolucionaron a cese, 5 a remision, y 1 a
muerte, todos presentaron inmunofenotipo precursor de células B CD 10+ excepto
el paciente que falleci6 (CD 10 negativo, con carga leucocitaria alta). 21%
presentaron hiperdiploidia que evolucionaron a cese, remision y muerte
respectivamente (éste ultimo sin factores de riesgo, CD 10 +) , solo un paciente
(7%) presentd hipodiploidia (inmunofenotipo CD 10 negativo) evolucionando a
remision.

En los pacientes con IDNA 1-1.15 encontramos lo siguiente: 5 pacientes cursaron
con hiperdiploidia e inmunofenotipo precursor de células B CD 10+, 3 de ellos
evolucionaron a cese y 2 a remision. 2 pacientes cursaron con hipodiploidia
encontrandose actualmente en remisién, ambos clasificados como de alto riesgo
(por edad y por carga tumoral respectivamente). 16 pacientes con diploidia de los
cuales 4 fallecieron (2 de ellos con inmunofenotipo LAL precursor de células B CD
10 — y los otros 2 de riesgo habitual con inmunofenotipo CD 10 +), 6 actualmente
se encuentran en cese, 5 en remision y 1 en falla al tratamiento (CD 10 negativo).
Se encontraron multiples traslocaciones (todas con inmunofenotipo precursor de
células B CD 10+) entre ellas: 1 paciente con t 9:22 que evoluciono a muerte, 3
pacientes con t 12: 21 actualmente todos en cese, 1 paciente con t 4:11 (menor de
un afilo y con carga tumoral alta) que falleci6, 2 pacientes con t 1:19 que
evolucionaron a cese y muerte (este ultimo de riesgo habitual), y 1 t 1:15 con
inmunofenotipo LAL nula que fallecié.

Por ultimo el IDNA mayor a 1.16, observamos 8 pacientes. 50% con poliploidia
(92xxyy) e hiperdiploides altos e inmunofenotipo precursor de células B CD 10+,
los cuales 2 se encuentran en cese y 2 fallecieron (éstos de riesgo habitual sin
factores de riesgo). 50% con diploidia e inmunofenotipo CD 10 + los cuales
evolucionaron 2 a cese, 1 a muerte (sin factores de riesgo) y 1 en remision. Vale
la pena hacer notar que todas las defunciones se relacionaron a infecciéon y no a
recaidas.



Conclusiones.

En cuanto a los resultados obtenidos de este estudio se puede concluir que existe
asociacion entre los pacientes con cuenta leucocitaria mayor a 50 mil para
predecir su evolucion desfavorable. Asi mismo, teniendo los pacientes una
respuesta temprana al tratamiento implementado, presentaran una mejor
evolucion o al menos disminuira la posibilidad de presentar una evolucion
desfavorable. Estas asociaciones se presentan indistintamente al sexo del
paciente o su edad.

En cuanto a la cuenta leucocitaria al dia 14 y 28 y blastos en médula 6ésea no
presentaron evidencia estadisticamente significativa de ser factores predictores de
la evolucién del paciente. Sin embargo esto puede deberse al pequefio tamafio de
la muestra y a que no se logré ajustar por otras variables importantes dentro del
estudio como lo son nivel socioeconémico, educacion o estado nutricional.

En cuanto al indice de ADN se observd que la categoria de 1 a 1.15 (estudiada
globalmente) presentd un riesgo importante como predictor de una evolucion
negativa de los pacientes, comparando esta categoria con el IDNA menor a 0.81
en los pacientes. Esto nos indica que en la muestra de estudio, aquellos pacientes
con un indice de ADN entre 1 y 1.15 se incrementa el riesgo de muerte que
aguellos considerados de “riesgo muy alto” o con indice menor a 0.81; aunque
haciendo el analisis por sexo, observamos que el riesgo de muerte en este IDNA
(1.0-1.15) era mayor en los hombres (estadisticamente no significativo) que en las
mujeres (estadisticamente significativo), pero que a su vez tanto hombres como
mujeres dentro de este IDNA alcanzaban en mayor proporcion la remision.
Ademas la mayor proporcibn de hombres curados se encontraron en las
categorias de 0.81-1.15 mientras que las mujeres curadas en su mayoria se
encontraron con indices menores a 0.81, casi en la misma proporcién que el resto
de los indices (0.81-1.15) a excepcidn del indice mayor o igual a 1.16, esto ultimo
totalmente diferente a los que se observa en la literatura global.

En cuanto al IDNA relacionado a la edad se observo que los menores de un afio
(tanto hombres como mujeres) presentan en mayor proporcion IDNA de 0.81-0.99
y no IDNA menores a 0.81 como lo mencionado en la literatura. En cuanto a los
pacientes con edad entre 1-10 afios, éstos presentaron en su mayoria (hombres y
mujeres) un IDNA de 1.0-1.15. Los mayores de 10 afios un IDNA de 1.0-1.15 (en
hombres) y un IDNA <0.81 (en mujeres); esto ultimo estadisticamente significativo.

Por ultimo el IDNA relacionado con leucocitos al diagnostico se observo que en
cuanto a leucocitos menores a 50,000 la mayor proporcion de pacientes presentes
IDNA de 1.0-1.15, los leucocitos entre 50-100,000 presenta IDNA de 1.0-1.15y los
mayores a 100,000 con IDNA <0.81. Todos estos resultados siendo iguales tanto
para hombres como para mujeres.



Por lo tanto el estudio concluye que dentro de la poblacibn mexicana que se
observé comparada con la literatura global presenta similitudes importantes en
cuanto a comparacion del IDNA vs leucocitos, y el IDNA vs edad. De entre todos
los pacientes con IDNA mayor o igual a 1.16 el 58% de los pacientes se curaron.
Aunque también se observd que aunque los pacientes remitian y curaban, muchos
también fallecieron, y solo las mujeres presentaron muerte en mayor proporcion
con IDNA menores a 0.81.

Este resultado aparentemente paradojico podria deberse a que gran parte de la
muestra de los pacientes se incluye en esta categoria, y al ser un mayor nimero
de pacientes puede tener una asociacion significativa y no asi para las demas
categorias del indice de ADN. Asi mismo, al ser un tamafio de muestra total
pequefio, cabe la posibilidad de que esta aparente asociacion sea fruto de una
variabilidad aleatoria.

Esto nos provee informacion para conocer las limitantes de este estudio y estar al
tanto sobre incluir una muestra mayor o muestras controladas en cuanto a numero
para cada una de las variables e indices en estudios posteriores, asi como incluir
variables relevantes dentro del marco tedrico.

Por ultimo, tomando en cuenta la relacion del cariotipo, inmunofenotipo e IDNA se
corrobora lo comentado en publicaciones previas, en cuanto a que los pacientes
con IDNA menor a 0.81 presentan mayor riesgo de muerte sin encontrar relacion
con otro factor de riesgo (edad, carga o inmunofenotipo), asi mismo se encuentra
que el IDNA mayor a 1.16 efectivamente presentan cariotipos poliploides e
hiperdiploides altos pero no observamos que esto influya en la evolucion de los
pacientes ya que a pesar de tener IDNA mayor a 1.16, hiperdiploidia y no
presentar factores de alto riesgo el 50% de estos pacientes fallecieron (por
infeccion) a pesar de no tener factores de riesgo agregados, por lo que en
proximos estudios se deberan incluir otras variables que influyan en el pronostico
positivo/negativo del paciente.
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