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1. RESUMEN

Diferentes estudios in vitro y algunos escasos estudios clinicos han demostrado
asociacion entre la expresion de CD34 vy resistencia a la apoptosis y multiples
medicamentos de quimioterapia, por lo que se hace muy importante la exploracion
clinica de esta variable como factor prondstico en pacientes con Leucemia
Mieloblastica Aguda y su posible modificacion de efecto por parte de la morfologia
monocitica de algunas variedades de la enfermedad que tienen baja expresion
conocida de CD34 (M5a y M5b), en todos los casos tratados con los esquemas de
quimioterapia convencional que no han cambiado en méas de una década.

Se plantea como objetivo primario determinar la posible modificacién del efecto
pronéstico de la expresion del CD34 dada por el componente monocitico de
algunas variedades de la enfermedad. En pacientes diagnosticados y tratados de
forma estandar en el Instituto Nacional de Cancerologia de Bogota - Colombia
como centro de referencia nacional y alta tecnologia para esta patologia.

Se concluye que la expresion de CD34 en los blastos de pacientes con Leucemia
Mieloblastica Aguda no promielocitica es prondstica, Unicamente en aquellas que
no tienen morfologia monocitica. Sin embargo, contrario a los escasos datos
informados en la literatura internacional, en pacientes con Leucemia Mieloblastica
Aguda sin morfologia monocitica la expresion de CD34 superior al 20% del clon
maligno, acarrea un buen prondstico. Teniendo esta observacion importantes
implicaciones clinicas ademas de cientificas, considerando lo novedoso del
hallazgo respecto a la literatura internacional.

Palabras clave: Leucemia mieloblastica aguda, CD34, pronéstico.



1.1 ABSTRACT

Several studies in vitro and some clinical studies have shown association between
CD34 expression and resistance to apoptosis and multiple drug chemotherapy,
which is very important to the clinical examination of this variable as a prognostic
factor in patients with acute myelogenous leukemia and its possible effect
modification by the monocytic morphology of some varieties of the disease that
have known low expression of CD34 (M5a and M5b), in all cases treated with
conventional chemotherapy regimens that have not changed in over a decade.

The aim of the study is to determine the possible modification of the prognostic
effect of CD34 expression given by the monocytic morphology of some varieties of
the disease. In patients diagnosed and treated as standard in the National Cancer
Institute of Bogota — Colombia, national referral center and high technology for the
disease.

We conclude that the expression of CD34 on the blasts of patients with acute
myelogenous leukemia non promyelocytic, is prognostic only in those without
monocytic morphology. However, against to the limited data reported in the
international literature in patients with acute myelogenous leukemia without
monocytic morphology, CD34 expression more than 20% of the malignant clone,
carries a good prognosis. This observation has important clinical implications in
addition to scientific implications, considering the novelty of the finding regarding
the international literature.

Key words: Acute myeloid leukemia, CD34, prognosis



2. JUSTIFICACION CIENTIFICA

Durante los Uultimos afios, se ha presentado un progreso dramatico en
descubrimientos respecto a la biologia de la Leucemia Mieloblastica Aguda (LMA).
Vienen descifrandose numerosas condiciones biolégicas implicadas en la
fisiopatologia y multiples factores prondsticos en busca de opciones terapéuticas
dirigidas a blancos, ya que la terapia estandar permanece sin cambios por mas de
una década sin mayores modificaciones en el prondstico.

Se ha asociado la resistencia a la apoptosis y a multiples drogas de quimioterapia,
con malos desenlaces en pacientes con la enfermedad. A su vez, se ha
determinado en diferentes estudios, que la expresion en los blastos leucémicos del
marcador de inmadurez celular CD34 al diagndstico por citometria de flujo, implica
la presencia de los factores mencionados en el clon celular maligno.
Practicamente todos estos estudios en la literatura a nivel internacional, han sido
realizados en modelos in vitro, haciendo importante demostrar este marcador de
riesgo como asociado a desenlaces clinicos en pacientes tratados de forma
estandar para la enfermedad. Muy util en medios como el colombiano, donde los
recursos para estudios en biologia molecular y genética son limitados, y donde las
técnicas de citometria de flujo se encuentran disponibles. De otra parte, se conoce
que las variedades de Leucemia Mieloblastica Aguda no promielocitica con
morfologia monocitica tienen per se una baja expresion de CD34 y no se conoce
como puede esto modificar su valor pronostico en estas variedades de
enfermedad.

La identificacion de factores prondsticos adicionales a los genéticos es importante
en el desarrollo de terapias adaptadas al riesgo en pacientes con Leucemia
Mieloblastica Aguda no promielocitica. Ademas, en medios como el colombiano se
hace importante la identificacion de factores prondsticos al alcance del clinico en
el ejercicio comun, que le permitan tomar decisiones terapéuticas en el cuidado de
los pacientes.



3. CONSIDERACIONES ETICAS Y USO DE LOS RESULTADOS

Los pacientes incluidos en el analisis, ya han recibido un tratamiento estandar en
humanos para su enfermedad. No recibieron terapia experimental y tampoco
fueron sometidos a riesgos mayores a los que inherentemente tienen como parte
de su padecimiento de salud. De acuerdo a la resolucion del entonces Ministerio
de Salud: 8430 del 4 Octubre de 1993 en su articulo 11, esta investigacion se
clasifica como SIN RIESGO para el paciente. El grupo investigador esta
compuesto por personas éticas en el manejo de los datos. Los miembros del
grupo investigador declaran igualmente que no hay conflictos de interés de ningun
tipo para la realizacién del presente estudio.

Los resultados obtenidos del analisis seran socializados en revistas cientificas con
reserva en la identidad de los pacientes.
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4. MARCO TEORICO

La Leucemia Mieloblastica Aguda se caracteriza por una proliferacion anormal de
células mieloides a nivel de la médula 6sea con detenciébn en su proceso de
maduracién en las etapas primarias, lo que conduce a insuficiencia medular y
fallecimiento del paciente secundario a este proceso 9.

En los Estados Unidos, se ha considerado una incidencia anual de 2.4 casos por
100.000 habitantes con un importante aumento en la poblacion mayor de 60 afios
de hasta 12.6 casos por 100.000 habitantes. En ambas situaciones con
supervivencias muy cortas en el tiempo, definidas a 5 aflos como del 15% con un
maximo de 40%. La terapia estandar no se ha modificado en mas de una década y
66% de los pacientes jovenes junto con el 90% de los pacientes ancianos,
continan muriendo a causa de la enfermedad © .

La presentacion clinica de la enfermedad es variable, pero en general los
pacientes se encuentran con sintomas y signos del fallo medular como sangrados,
fiebre por infecciones, disnea de esfuerzo y manifestaciones de los 6érganos
eventualmente infiltrados como leucemia cutis, gingivoestomatitis, hepatomegalia
con ictericia, esplenomegalia, dolor 6seo y/o linfadenopatias. Cuando se presenta
con hiperleucocitosis (superior a 100.000), los pacientes pueden tener sintomas
de leucoestasis como encefalopatia, visién borrosa y sangrados ¢34 9,

Recientemente, la Organizacion Mundial de la Salud en su ultima clasificacién ha
definido diferentes subgrupos para la Leucemia Mieloblastica Aguda con
“anormalidades citogenéticas recurrentes”, que reflejan el creciente interés y los
recientes y abundantes hallazgos de anormalidades citogenéticas que permiten
definir entidades diferentes de acuerdo a éstas. El interés radica basicamente en
la posibilidad y necesidad de desarrollo de terapias “dirigidas al blanco”, cuyo
modelo como patologia ha sido liderado por la Leucemia Mieldgena Croénica y los
inhibidores de tirosina quinasa, seguido de cerca por la Leucemia Promielocitica
Aguda y su terapia de diferenciacion con retinoides; llegando a reducir las
consecuencias no deseables de la terapia citotéxica estandar y clasica ™.
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Lamentablemente, estas terapias al blanco se encuentran en desarrollo para la
Leucemia Mieloblastica Aguda no promielocitica y los pacientes contindan siendo
tratados con los protocolos estandar de terapia citotoxica .

El diagnostico de la enfermedad en la actualidad se basa en el estudio
morfolégico, la inmunotipificacion de las células tumorales mediante analisis por
citometria de flujo y el analisis citogenético convencional y por técnicas de biologia
molecular ampliamente difundidas en la actualidad aunque de dificil disponibilidad
en paises como Colombia & *®.

El pronostico de la enfermedad se considera dependiente de variables
relacionadas con el paciente y variables de la presentaciéon de la enfermedad.
Dentro de las relacionadas con el paciente se consideran la edad de presentacion,
el estado funcional, las comorbilidades y la preexistecia en el tiempo de
enfermedades hematologicas como la mielodisplasia 0 enfermedades malignas
diversas que hayan requerido tratamiento con quimioterapia. Dentro de las
variables asociadas a la enfermedad se consideran la leucocitosis superior a
30.000 al momento de la presentacion, los subtipos morfolégicos de acuerdo a la
antigua clasificacion FAB (Franco-Americo-Britanica) teniendo cada grupo
pronésticos diferentes y, los hallazgos citogenéticos que permiten definir grupos
de pacientes con alto, intermedio y bajo riesgo 2349,

Dentro de la clasificacion FAB, el grupo de leucemias con morfologia monocitica,
conocidas en esta como M5a (monoblastica) y M5b (monocitica); tienen como
caracteristica particular en su inmunofenotipo una tendencia a baja expresion de
CD34, encontrdndose habitualmente este marcador positivo sélo hasta en el 30%
o0 menos de los casos. Esto ha sido ratificado en la clasificacion OMS actual dentro
del grupo de Leucemias Mieloblasticas Agudas no clasificadas en otra parte. Cabe
anotar que por las conocidas propiedades biolégicas del monocito con su
expresion variable de factor tisular, este grupo de enfermedad tiene una
importante tendencia a presentar complicaciones hemorragicas por coagulopatia
de consumo en su estado agudo y durante la induccion de remision, con
implicacion pronéstica adversa ya conocida *' 2.

El tratamiento de la enfermedad se divide en la actualidad en terapia de induccién
y terapia pos remision y se utilizan los diferentes esquemas de acuerdo al grupo
de edad y de riesgo en que se encuentre el paciente, considerando la falta de
respuesta a la induccién con implicacion pronéstica adversa .
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La terapia de induccion estandar en la actualidad, como desde hace mas de una
década, continda siendo el esquema de quimioterapia conocido como “7x3” 6
“7+3"; en donde se utilizan dosis de Citarabina (AraC) de 100 a 200 mg/m?/dia de
superficie corporal en infusion continua de 24 horas por 7 dias y una antraciclina
por 3 dias (Idarrubicina 10 a 12 mg/m?%dia, Daunorrubicina 60 a 90 mg/m?/dia o
Mitoxantrona 10 a 12 mg/m?/dia); con la capacidad de inducir remisién de la
enfermedad oscilante entre el 60 y el 80% en los pacientes tratados. El esquema
debe ser iniciado tan pronto como se haga el diagndstico, ya que los retrasos se
han relacionado a deterioro general en el pronéstico. Han fallado en demostrar
aumento en las tasas de remision diferentes protocolos con otros medicamentos
como Fludarabina, Etopésido, Tiotepa, Topotecan y Tioguanina. Se encuentra en
estudio el uso de Gentuzumab ozogamicina y la “iniciacion” (del inglés “priming”)
con factores de crecimiento durante la induccion * °. El logro de la primera
remision completa se ha constituido en un importante objetivo dentro del
tratamiento de estos pacientes como punto fundamental de partida para las
terapias posremision, con implicaciones pronésticas 2.

En cuanto a las terapias pos remision, los estudios de CALGB demostraron que la
terapia con protocolo de altas dosis de Citarabina (HIDAC) fue superior al uso de
dosis intermedias o bajas como terapia de consolidacion en pacientes con
remisién de la enfermedad, utilizando Citarabina 3g/m? de superficie corporal cada
12 horas los dias 1, 3 y 5, mensual por 3 6 4 meses; permitiendo ajuste a 1g/m? en
la dosis de acuerdo a edad, comorbilidades y toxicidad no hematoldgica grado 3 6
4 en protocolos previos & ¥, Este protocolo también puede ser usado a manera de
reinduccién, cuando se presentan fallas con el uso del “7x3".

En ambos casos, no se han definido los resultados diferenciales de acuerdo a los
diversos grupos de anormalidades citogenéticas © .

Es importante resaltar, que algunos pacientes por edad y condiciones de base,
reciben Unicamente induccién con esquema “7x3”, pero no se consideran aptos
para recibir consolidaciones intensivas con quimioterapia HIDAC como terapia
posremision ©.

Como se ha anotado, a pesar de la remision inicial en un alto porcentaje de los
casos, la historia de resistencia primaria y de recaida de la enfermedad es una
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constante frecuentemente observada. Diferentes estudios han demostrado la
asociacion entre la expresion de CD34 en los blastos mieloides y la
sobreexpresion de BCL-2 y Glicoproteina P (Pgp) como indicadores de resistencia
a la apoptosis y a multiples drogas de quimioterapia. Ademas se ha identificado a
la Pgp como inhibidor de la apoptosis mediada por caspasas ©.

La quimioterapia actual, produce la muerte celular principalmente induciendo
apoptosis por dafio en el ADN. Por lo tanto, se considera que la expresién de
marcadores de resistencia a la apoptosis o de resistencia a drogas de
quimioterapia implica un peor pronostico en los enfermos, de acuerdo a los
diferentes fenotipos expresados. La expresion de CD34 en los blastos leucémicos
se ha asociado a fenotipos agresivos de la enfermedad con subtipos mas
inmaduros en la antigua clasificacion FAB (MO y M1), -cariotipos con
anormalidades desfavorables y bajas tasas de remision completa y supervivencia
total. Mientras que la no expresion o expresion baja de CD34 se da principalmente
en las Leucemias Mieloblasticas Agudas con morfologia monocitica (M5a y M5b)
sin que se haya valorado previamente el efecto de la expresion de CD34 en estas
variedades. De la misma forma, se ha dicho en los estudios in vitro que las células
de LMA sin expresion de CD34 son mas susceptibles a la apoptosis espontanea e
inducida por medicamentos, E)ero sin especificar si se tratan o no de leucemias
con morfologia monocitica ¢ 7.

En otras latitudes, se ha logrado demostrar la expresion de CD34 por encima del
20% del clon celular maligno como factor pronéstico desfavorable ® vy la
asociacion de esta expresion y la resistencia a la apoptosis y la quimioterapia
parece acentuarse en los pacientes mayores de 60 afios de edad con la
enfermedad ©.

Todos estos experimentos han conducido a la busqueda de nuevas terapias en
LMA que sean capaces de inducir mayor muerte celular por mecanismos distintos
y ademas potenciar los efectos de la quimioterapia citotoxica utilizada
actualmente, siendo este el caso del inhibidor del proteosoma, Bortezomib 9.

Finalmente, se ha logrado establecer relacion entre la ausencia de expresion de
CD34 y anormalidades citogenéticas de buen prondstico como la mutacion del
nucleofosmin, NPM1 @1,

14



Considerando todo lo anteriormente expuesto, se hace relevante valorar si hay
modificacion del efecto prondstico conocido de la expresion de CD34 por parte de
la morfologia monocitica de algunas variedades de la enfermedad.
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5. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

5.1. HIPOTESIS

La frecuencia de eventos (falla de induccion, recaida o muerte el que ocurra
primero) luego de recibir quimioterapia de induccién en pacientes adultos con
Leucemia Mieloblastica Aguda no promielocitica, esta determinada por la
expresion o no de CD34 en los blastos leucémicos, con efecto mediado por la
morfologia monocitica de la enfermedad.

5.2. OBJETIVO GENERAL

Establecer el efecto prondstico de la expresion de CD34 en blastos leucémicos
sobre la tasa de incidencia de eventos (muerte, recaida o falla), en relacién con la
morfologia monocitica de la Leucemia Mieloblastica Aguda no promielocitica.

5.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Describir la edad de los pacientes adultos al momento del diagnéstico de
Leucemia Mieloblastica Aguda no promielocitica (LMA) en el Instituto Nacional
de Cancerologia de Bogota — Colombia (INC).

e Describir la frecuencia de presentacion por sexo de la LMA en pacientes
adultos en el INC.

e Describir la distribucion de presentacion del componente monocitico (M5a y
M5b) morfologico de las LMA diagnosticadas en el INC y llevadas a tratamiento
en pacientes adultos en el INC. E igualmente la distribucién en todas las
categorias FAB.

e Describir la distribucion de pacientes en los diferentes grupos citogenéticos de
riesgo conocidos para LMA en los pacientes diagnosticados y llevados a
tratamiento de pacientes adultos en el INC.

e Describir la distribuciébn de la expresién blastica de CD34 en las LMA
diagnosticadas y tratadas en el INC.

e Describir con base en la presentacion de componente monocitico de LMA de
los pacientes adultos diagnosticados y tratados en el INC, la distribucion de la
expresion de CD34 por los blastos leucémicos.

e Determinar la tasa de incidencia de eventos (niUmero de eventos/personas-
mes) de pacientes adultos con diagndstico y tratamiento de LMA en el INC, con
base en la expresion de CD34 por los blastos leucémicos.
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e Establecer la razén de tasas de incidencia de eventos entre pacientes adultos
con diagnéstico y tratamiento de LMA en el INC con base en la expresion
blastica de CD34 y categorizados con base en la expresion morfologica
monocitica de los blastos leucémicos.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1.  TIPO Y DISENO GENERAL DEL ESTUDIO

Cohorte historica abierta, compuesta por pacientes diagnosticados con Leucemia
Mieloblastica Aguda no promielocitica y que fueron llevados a tratamiento activo
con quimioterapia en el Instituto Nacional de Cancerologia en el periodo
comprendido entre el 1 de mayo de 2007 y el 30 de junio de 2010.

6.2. DEFINICIONES OPERACIONALES

= Diagnéstico de Leucemia Mieloblastica Aguda: Se diagnosticd Leucemia
Mieloblastica Aguda de acuerdo a los criterios morfologicos estandar con
presencia de 20% o mas mieloblastos en médula ésea o sangre periférica
incluidos promonocitos como equivalentes a blastos en las variedades
pertinentes, diferencial contado en 500 células de médula 6sea o al menos
200 leucocitos en sangre periférica, por técnicas de estudio patolégico en
mielograma y biopsia. Para distinguir los blastos fue permitido considerar
hallazgos morfologicos (v.g. bastones de Auer) compatibles con las diferentes
variedades y el estudio de inmunofenotipo por citometria de flujo compatible
con blastos mieloides ™ ®. Ademas, por criterios clinicos, morfoldgicos y de
inmunofenotipo por citometria de flujo, se pudo diagnosticar y diferenciar las
diferentes variedades morfolégicas con subtipos FAB y las leucemias
mieloblasticas agudas relacionadas con cambios displasicos, las asociadas a
terapia y las promielociticas que se consideraron enfermedades diferentes.

= Exclusién de Leucemia Promielocitica Aguda: No se incluyeron pacientes con
leucemias mieloblasticas agudas cuya morfologia fuera compatible con
presencia aumentada de promielocitos tumorales, presentaran la t(15;17)
positiva, al diagndstico o con posterioridad y/o hubieran recibido tratamiento
de diferenciacién conocido con &cido todo transretinéico .

= Porcentaje de CD34 en el clon leucémico: Para el diagnostico de la
enfermedad y la determinacion del porcentaje de expresion de CD34 en el
clon tumoral, se utiliz6 técnica de citometria de flujo estandarizada y validada
en el Instituto Nacional de Cancerologia especificada en las guias de manejo
con las que se viene trabajado en la Institucion desde la habilitacion del
servicio en afos anteriores a la atencion de los pacientes del estudio, como
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exigencia de las autoridades de salud pertinentes. Los analisis se practicaron
utilizando el citémetro de 4 colores marca BECTON DICKINSON™ FAacs CANTO
II®; junto con el anticuerpo monoclonal antiCD34 PHICOERITRINA (PE) de la
casa comercial BEcTON DickinsoN™ Clon 8612° utilizado en todos los
pacientes incluidos en el estudio durante el periodo analizado.

Grupos de CD34: Para efectos de este estudio se consideraron CD34
positivos los pacientes cuyo clon leucémico tuvo una expresiéon entre el 21y el
100%, mientras que se consideraron negativos aquellos con expresion entre 0O
y 20%.

Leucemias Mieloblasticas Agudas con morfologia monocitica: Para efectos de
este estudio se consideraron leucemias con morfologia monocitica, aquellas
con criterios morfoldgicos correspondientes a los grupos M5a y M5b de la
clasificacion FAB.

Grupos citogenéticos de riesgo: Para efectos de este estudio, se clasificaron
los grupos de riesgo citogenético mediante técnica de cariotipo convencional
con bandeo G 6 Q, FISH y técnicas de PCR disponibles, de acuerdo con las
guias de manejo del servicio de genética del Instituto Nacional de
Cancerologia y en consideracion a lo descrito en la literatura, asi

e Favorable: 1(8;21)(q22;022) RUNX1-RUNX1T1, inv(16)(p13.1922) o
t(16;16)(p13.1;022) CBFB-MYH11.

e Intermedio: Cariotipo normal, t(9;11)(p22;g23) MLLT3-MLL, o
anormalidades no descritas como favorables ni desfavorables.

e Adverso: inv(3)(q21g26.2) 6 t(3;3)(q21;926.2) RPN1-EVI1, t(6;9)(p23;934);
DEK-NUP214, t(v;11)(v;g23);-5 6 del(5q); -7; (17p) anormal y cariotipo
complejo definido como 5 0 mas anormalidades.

Quimioterapia de induccion con protocolo “7x3”: Los pacientes recibieron el
protocolo dentro de las siguientes dosis de medicamentos; Citarabina (AraC)
de 100 a 200 mg/m?/dia de superficie corporal en infusién continua de 24
horas por 7 dias y una antraciclina por 3 dias (Idarrubicina 10 a 12 mg/m?/dia,
Daunorrubicina 60 a 90 mg/m?/dia o Mitoxantrona 10 a 12 mg/m?%dia) © ®.
Durante la administracion de la misma, los pacientes recibieron el soporte
necesario para atencion de neutropenia febril, micosis invasivas y demas
condiciones criticas posibles de acuerdo con las guias de tratamiento
utilizadas en el Instituto Nacional de Cancerologia desde la habilitacion del
servicio.
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= Reinduccion con protocolo HIDAC: Consisti6 en altas dosis de Citarabina
utilizando 3g/m? de superficie corporal cada 12 horas los dias 1, 3 y 5;
permitiéndose ajuste a 1g/m? en igual forma de administracién, de acuerdo a
edad, comorbilidades y toxicidad no hematoldgica grado 3 6 4 en los ciclos de
quimioterapia previos “ ®. Indicado como reinduccién en los casos en que no
se logré obtener remisidbn morfolégica con el “7x3”. Los pacientes también
pudieron recibir este protocolo mensual por tres o cuatro oportunidades a
manera de consolidacion luego de alcanzar el estado de remision morfoldgica.
Durante la administracion de la misma, los pacientes recibieron el soporte
necesario para atencion de neutropenia febril, micosis invasivas y demas
condiciones criticas posibles de acuerdo con las guias de tratamiento
utilizadas en el Instituto Nacional de Cancerologia desde la habilitacion del
servicio.

= Definicibn de remisibn morfoldégica completa: Se considerd remision
morfolégica completa estricta de la enfermedad de acuerdo a los siguientes
criterios > 12

0 Recuento de blastos en médula 6sea inferior al 5%.

Ausencia de bastones de Auer.

Ausencia de enfermedad extramedular (sarcoma mieloide).

Recuento de neutréfilos superior a 1 x 10%/L.

Recuento de plaquetas superior a 100 x 10%L.

Independencia de transfusion.

Se defini6 como remision morfologica completa con recuperacion

hematologica incompleta a todos los pacientes con los criterios

anteriores excepto los recuentos celulares de recuperacion inferiores a

lo anotado.

0 Los pacientes que cumplieron cualquiera de las dos categorias de
remision completa previamente definidas, se consideraron como en
“remision morfolégica completa” para efectos de este estudio.

OO0O0O0o0oOo

» Recaida morfoldgica: Recuento de 5% o mas de blastos en médula 6sea,
luego de haberse documentado previamente un estado de remision
morfolégica completa 2.

= Falla del tratamiento: Se consideré falla del tratamiento la imposibilidad de
lograr el estado de remisibn morfolégica completa luego de la apropiada
administracion de un protocolo “7x3” como induccion y un protocolo HIDAC
como reinduccion.
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e Desenlace: Para efectos de este estudio, se construyé un desenlace
combinado, dado por los siguientes eventos: muerte por cualquier causa,
recaida morfoldgica y falla del tratamiento *®. Se consideré evento el que
ocurrié primero.

6.3.

POBLACION DE ESTUDIO

La poblacién de estudio, se defini6 mediante censo hospitalario comprometiendo
todos los pacientes diagnosticados como casos nuevos de Leucemia Mieloblastica
Aguda, en el Instituto Nacional de Cancerologia entre el 1 de mayo de 2007 vy el
30 de Junio de 2010 (38 meses). Siendo esta la poblacion de referencia, se define
la poblacion blanco, luego de aplicar los criterios de inclusion y exclusion.

6.4.

CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

6.4.1. Criterios de inclusién

6.4.2.

Pacientes mayores de 18 afos sin limite superior de edad.

Diagnostico confirmado y tratamiento completo Leucemia Mieloblastica
Aguda no promielocitica en el Instituto Nacional de Cancerologia de Bogota
— Colombia. EIl diagnostico debid incluir el porcentaje de expresion del
CD34 en el clon maligno, medido por citometria de flujo.

Haber recibido quimioterapia de induccion “7x3” de acuerdo a criterio del
clinico tratante. Si se alcanzé remisidon morfologica completa, el paciente
pudo continuar en consolidaciones u observacion. Para alcanzar la
remision, también pudo haber recibido un ciclo de quimioterapia HIDAC
como reinduccion de remision luego del “7x3”, de acuerdo al protocolo y a
criterio del clinico tratante considerando la edad, el estado funcional y las
comorbilidades del paciente para recibirlo. En seguida, también pudieron
continuar en consolidaciones u observacion.

Criterios de exclusién

Leucemia promielocitica aguda. Se excluyeron pacientes con leucemias
mieloblasticas agudas cuya morfologia fuera compatible con presencia
aumentada de promielociticos, presentaran la t(15;17) positiva, al
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diagnéstico o con posterioridad o hubieran recibido tratamiento de
diferenciacion conocido con acido todo transretindico.

e Tener diagnostico de Leucemia Mieloblastica Aguda que perteneciera a las
categorias de leucemia asociada a terapia previa, tampoco a la relacionada
con cambios displasicos ni sarcoma mieloide. El paciente no debié haber
recibido quimioterapia y/o radioterapia previa por ninguna otra condicién
benigna o maligna ni tener enfermedad hematologica previa de tipo
sindrome mielodisplasico, aplasia medular adquirida o constitucional,
hemoglobinuria paroxistica nocturna, sindromes mieloproliferativos cronicos
(mielofibrosis primaria, policitemia vera, trombocitemia esencial...), ni
trasplante de médula 6sea previo.

6.5. PROCEDIMIENTOS PARA LA RECOLECCION DE INFORMACION,
INSTRUMENTOS A UTILIZAR'Y METOQOS PARA EL CONTROL DE
CALIDAD DE LOS DATOS Y REDUCCION DE SESGOS

6.5.1. Toma y procesamiento de muestras: En todos los estudios de laboratorio
requeridos para la realizacion de este estudio, se tomaron las muestras y se
procesaron de acuerdo a los protocolos establecidos en las guias de tratamiento
de cada servicio, exigidas por las autoridades competentes para la habilitacion los
mismos, que se usan como estandar en el Instituto Nacional de Cancerologia.
Esto incluyo el servicio de hematologia en cuanto a la toma de muestras de
médula Osea, su transporte, el procesamiento morfoldgico, genético y de
citometria de flujo.

Se asumio que los analisis de laboratorio en cuanto a sus técnicas, han sido
validados y son reproducibles con adecuada correlacién intraobservador e
interobservador (en citometria de flujo, siempre el mismo), superior al 80%. Todo
esto dentro de los procesos de calidad de cada laboratorio exigidos por las
autoridades competentes.

6.5.2. Recoleccién de datos: Mediante revision directa de los libros de registro de
los servicios de Morfologia y Citometria de Flujo adscritos al departamento de
Patologia del Instituto Nacional de Cancerologia, se obtuvieron los niameros de
historia clinica de todos los pacientes con diagnéstico nuevo de Leucemia
Mieloblastica Aguda, para ser digitados en hoja de Microsoft™ Excel® y proceder
con la recoleccién de datos en fisico en el Instrumento de Recoleccion (ver Anexo
1) consultando directamente el sistema informatico de registro INC-SAP® donde se
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encuentran disponibles las historias clinicas de los pacientes atendidos en el
Instituto Nacional de Cancerologia.

6.5.3. Control de sesgos: Se consideraron posibilidades de sesgo, la valoracion de
datos de grupos y eventos por el mismo observador al no haber enmascaramiento.
Adicionalmente, existia la posibilidad de ausencia de datos, sin embargo en
ningun caso se aplicaron inferencias clinicas para completarlos y se trataron como
“datos faltantes o ausentes”. La base de datos fue manipulada por duplicado con
restriccion de acceso a los datos, en todos los casos guardando copias de la base
original obtenida de acuerdo a lo previsto.

6.5.4. Causas de censura durante el seguimiento: Se censuraron los pacientes
gue no habian presentado evento al momento de finalizar el tiempo de estudio y
los que tuvieron pérdida de seguimiento, en todos los casos se informa cual
censura fue aplicada. En ningan caso se tomaron censuras de tipo informativo.

6.6. PLAN DE ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos en los instrumentos de recoleccion en fisico, fueron tabulados
para permitir obtener y calcular mediante el analisis de variables los resultados
objetivo del estudio asi:

e Se describié el censo hospitalario realizado con nimero y porcentaje de
pacientes incluidos y excluidos y su causa.

e Las descripciones de las variables cuantitativas (edad y recuento de
leucocitos al diagnoéstico) se realizaron mediante medias y desviacion
estandar, siempre que se cumplieran con los supuestos de aleatoridad y
normalidad, evaluados mediante pruebas de rachas y de Shapiro-Wilk
respectivamente; en caso contrario se describieron mediante medianas y
los limites superior e inferior de los rangos intercuartilicos de las
distribuciones de las variables.

e La descripcibn de las variables nominales (sexo, grupo citogenético,
morfologia monocitica, morfologia FAB) y ordinales (expresion de CD34 por
los blastos leucémicos), se realizaron mediante frecuencias absolutas y
porcentajes.

e Se describi6 la densidad de incidencia de eventos de desenlace (nUumero de
eventos/pacientes-mes) en relacion con la expresion de CD34 en los
blastos leucémicos. Se estimo6 la Razén de Tasas de Incidencia (RTI) entre
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grupos de pacientes, en relacion con la expresiéon de CD34 en los blastos
leucémicos.

e Con base en la morfologia monocitica de la LMA, se estratifico la
asociacion entre expresion de CD34 por los blastos leucémicos y la tasa de
eventos de desenlace. Para determinar la homogeneidad de las RTI
especificas de los estratos, se empled la prueba de homogeneidad de
Breslow-Day. Puesto que se determiné heterogeneidad de las RTI entre los
estratos dados por la morfologia monocitica de la LMA (modificacion de la
medida del efecto), solamente se informan los valores de RTI cruda y
especificas de los estratos, y no se estimé la independencia condicional de
la relacion entre expresion de CD34 por los blastos leucémicos y el
desenlace. A pesar de ser un censo de todos los casos de LMA en el INC,
se estimaron intervalos de confianza al 95% (IC 95%) de las RTI cruda y
especificas por estratos, al considerar los pacientes estudiados como
constitutivos de otras poblaciones de estudio de LMA aun mayores.

Todas las pruebas estadisticas empleadas fueron de dos colas, con valor alpha de
0.05. Se emplearon los programas estadisticos SPSS 18.0.0 y Epidat 3.1.
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7. RESULTADOS

Durante el periodo comprendido entre el 1 de mayo de 2007 y el 31 de junio de
2010, se diagnosticaron 128 casos nuevos de Leucemia Mieloblastica Aguda en el
Instituto Nacional de Cancerologia.

Del total de 128 pacientes se excluyeron 79 del andlisis asi: 21 pacientes (16,4%)
que fueron dejados en cuidado paliativo por los especialistas tratantes, 19
pacientes (14,4%) con diagnostico de Leucemia Promielocitica Aguda, 13
pacientes (10,1%) correspondientes a la categoria de Leucemia Mieloblastica
Aguda relacionada con cambios displasicos, 12 pacientes (9,3%) que iniciaron
tratamiento y seguimiento en el INC pero tuvieron que continuarlos en instituciones
diferentes por asuntos de orden administrativo, 11 pacientes (8,6%) con
imposibilidad de acceso a la historia clinica como unidad de andlisis, 2 pacientes
(1,5%) correspondientes a la categoria de Leucemia Mieloblastica Aguda
secundaria a terapia previa y, un paciente (0,7%) con sarcoma mieloide sin
manifestacion leucémica.

Los restantes 49 pacientes del total (38,2%) fueron llevados a tratamiento activo
de la enfermedad con quimioterapia y se incluyeron en el analisis. Por no tener
disponibilidad del dato de variedad morfolégica en 3 pacientes, estos se
exceptuaron de los analisis en los que participd la clasificacion morfologica.

Dentro de los 49 pacientes analizados se presentaron los siguientes eventos de
desenlace: 16 pacientes (32,6%) fallecieron durante la induccién, 3 pacientes
(6,1%) presentaron falla del tratamiento, mientras que los restantes 30 pacientes
(61,2%) lograron el estado de remision morfolégica completa. Requirieron
reinduccién con HIDAC para lograr el estado de remisiéon morfoldégica completa 11
pacientes (22,4% sin respuesta a “7x3”), dentro de los que 8 (72,7% de respuesta
a reinduccion HIiDAC) lograron remision completa y los restantes 3 fueron los
considerados con falla de tratamiento.

De los 30 pacientes con remisiéon morfologica completa, uno murié sin recaer, 10
pacientes (20,4% de los 49 pacientes) presentaron recaida durante el seguimiento
y en total se dieron 19 censuras de los tiempos de seguimiento, de las que 14
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fueron administrativas por cierre del estudio y 5 fueron por pérdida de seguimiento
de los pacientes.

En resumen, los eventos de desenlace se presentaron asi: 17 pacientes con
muerte por cualquier causa, 10 pacientes con recaida y 3 pacientes por falla del
tratamiento de induccion de remision.

Para apreciar los descriptivos de las variables cuantitativas, nominales y ordinales
de base de los pacientes componentes a la cohorte, puede consultarse la Tabla 1.

La mediana de tiempo de seguimiento de toda lo cohorte fue 4,53 meses. La
mediana del tiempo de seguimiento para los pacientes que presentaron eventos
del desenlace fue 1,16 meses y la de los pacientes censurados fue 7,59 meses.

La tasa cruda de incidencia de eventos de los pacientes con expresion blastica de
CD34 <20% fue 19,1 eventos/100 pacientes-mes en comparacién con la tasa
cruda de incidencia de eventos de los pacientes con expresion blastica de CD34
>20%, de 6 eventos/100 pacientes-mes, lo que corresponde a una Razén de
Tasas de Incidencia (RTI) de 3,18.

La Tabla 2, muestra la segmentacion de la relacion entre la expresion blastica de
CD34 y el desenlace de pacientes adultos con LMA en quimioterapia “7x3” e
HIDAC, con base en la morfologia monocitica. Se rechazo la hipotesis nula de
homogeneidad de las RTI especificas de estrato, lo que implica que la presencia
de la morfologia monaocitica en la LMA del adulto modifica la fuerza de la medida
del efecto de la expresion de CD34 por los blastos leucémicos sobre el desenlace
combinado de los pacientes y no es un factor de confusién.
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8. DISCUSION Y CONCLUSIONES

El objetivo planteado del estudio fue establecer la existencia de modificacién del
efecto pronadstico con significancia estadistica, de la expresion de CD34 positiva y
negativa en relacion con la presencia o no de morfologia monocitica en la
Leucemia Mieloblastica Aguda no promielocitica. Esto considerando la informacion
cientifica disponible indicativa de buen prondstico asociado a la expresion negativa
de CD34 y la tendencia de las LMA con morfologia monocitica a presentar
inmunofenotipo con CD34 negativo, sin que se haya observado un general un
buen pronédstico en estas variedades de enfermedad, posiblemente debido a su
tendencia a presentar complicaciones hemorragicas graves.

El objetivo fue logrado luego de rechazar la hipotesis nula de homogeneidad de
las Razones de Tasa de Incidencia especificas de estrato. Indicando que la
presencia de morfologia monocitica es capaz de modificar la fuerza de la medida
del efecto de la expresion de CD34 sobre el desenlace combinado.

En los subgrupos sin morfologia monocitica se presentd una menor cantidad de
eventos en los pacientes con expresion de CD34 positiva, en un periodo de tiempo
mayor en riesgo de presentar evento; permitiendo concluir la anotada modificacion
del efecto pronéstico del CD34. Por su parte, en los subgrupos con morfologia
monocitica, aunque pareciera haber una asociacion protectora de la baja
expresion de CD34 para presentar evento, no pudo determinarse significancia
estadistica, por lo que a partir de los datos analizados no puede demostrarse
participacion prondstica del CD34 en este subgrupo.

Se concluye que en pacientes con leucemia mieloblastica aguda no promielocitica,
la expresion de CD34 en los blastos leucémicos es prondstica Unicamente en
aguéllos sin morfologia monocitica, es decir, que la combinacién de tener CD34
positivo en LMA sin morfologia monocitica es lo que tiene impacto prondstico
favorable. Paraddjicamente a lo informado en la literatura, en pacientes con LMA
sin morfologia monaocitica, la expresion de CD34 acarrea buen prondstico.
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10. CRONOGRAMA

Descripcidn grafica del cronograma seguido para realizacion del estudio:

Proceso / Mes

de 2010 - 2011 Sep Oct Nov Dic Ene Feb
Redaccion del

protocolo de —

investigacion

Disefio del

instrumento de —

recoleccion

Recoleccion

retrospectiva de —

datos

Seguimiento de la

Cohorte E E EEEEEEEENEEEEEREEEEEEEEEEEEEETRN
retrospectiva

Tabulacion de los

datos en las bases

Analisis estadistico
de los resultados y —
actualizacion

Redaccion de
publicaciones y —
presentaciones

Presentacion y
publicacion de los —
resultados
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11.PRESUPUESTO

La realizacion del estudio, en ningln caso, incrementé los costos asumidos por las
Entidades Promotoras de Salud (EPS) en cuanto a la atencidn de los pacientes.
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12.ANEXOS 12.1 INSTRUMENTO DE RECOLECCION

EXPRESION DE CD34 EN LOS BLASTOS LEUCEMICOS COMO MARCADOR

PRONOSTICO INDEPENDIENTE PARA SUPERVIVENCIA LIBRE DE EVENTO,

EN PACIENTES CON LEUCEMIA MIELOBLASTICA AGUDA TRATADOS CON
QUIMIOTERAPIA 7x3 E HIiDAC

NOMBRE: C.C.

DIRECCION CIUDAD:

TELEFONO: MOVIL:

FECHA DE DIAGNOSTICO POR CITOMETRIA DE FLUJO:D: _ M: __ A

EDAD:  Afos. SEXO:0: _ Femenino;1: _ Masculino.

Leucocitos al diagndstico: en miles por microlitro.

Cariotipo:

Grupo citogenético: 0 _ Favorable, 1~ Normal, 2 __ Desfavorable, 9

Faltante o no crecimiento.

EXPRESION DE CD34 AL DIAGNOSTICO:
00 0a20%yl:  21a100%.
RESPUESTA AL TRATAMIENTO:

0 Remision con 7x3; 1 Remision con 1°HIDAC; 2 Resistencia; 3
Muerto induccion

SUPERVIVENCIA LIBRE DE EVENTO:

Fecha de recaida, muerte, falla o Ultima valoracion clinica:

D: M: A .

Censura: 0; Evento: 1.

Evento presentado: O Recaida, 1 Muerte, 2 Falla

Causa de censura: 0 Fin de estudio; 1 Pérdida de seguimiento.
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12.2. TABLAS

12.2.1. Tabla 1. Caracteristicas basales de la cohorte analizada de pacientes
con Leucemia Mieloblastica Aguda no promielocitica, tratados en el
Instituto Nacional de Cancerologia de Bogota — Colombia.

CARACTERISTICA | VALORES
EDAD  (n=49)
Central Dispersion
Media 44,2 afios DS 15,6 afios
SEXO  (n=49)
Frecuencia Porcentaje
Hombre 25 51%
Mujer 24 49%
Relacion 1,04:1
RECUENTO DE LEUCOCITOS AL DIAGNOSTICO  (n=49)
Central Dispersion
Mediana 12,9 x 10°/L
RIQ inferior 2,40 x 10%/L
RIQ superior 89,60 x 10°%/L
COMPONENTE MONOCITICO  (n= 49)
Frecuencia Porcentaje
Con (M5a, M5b) 13 26,50%
Sin (Otras) 33 67,30%
No determinado 3 6,10%
CLASIFICACION MORFOLOGICA FAB  (n=49)
Frecuencia Porcentaje
MO 5 10,20%
M1 8 16,30%
M2 17 34,70%
M4 2 4,10%
M5a 7 14,30%
M5b 6 12,20%
M6 0 0%
M7 1 2,00%
No determinado 3 6,10%
EXPRESION DE CD34  (n=49)
Frecuencia Porcentaje
<al 20% 18 36,70%
> al 20% 31 63,30%
EXPRESION DE CD34 EN LAS LMA MONOCITICAS (n=13)
Frecuencia Porcentaje
CD34 < al 20% 10 77,00%
CD34 > al 20% 3 23,00%
HALLAZGOS EN EL CARIOTIPO  (n=49)
Frecuencia Porcentaje
Favorable 2 4,08%
Intermedio 41 83,67%
Desfavorable 0 0%
No crecimiento 6 12,24%
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12.2.2. Tabla 2. Segmentacion de larelacion entre la expresién blastica de
CD34 y el desenlace de pacientes adultos con LMA en quimioterapia
“7x3” e HIDAC, con base en la morfologia monocitica en el INC de
Bogota — Colombia.

Componente L, Desenlace
; Expresion CD34
monocito P Eventos Pacientes-mes
. > 20% 10 240
Sin
<20% 7 13

RTI" 0,07 (IC 95% 0,02 a 0,23)

> 20% 3 6
< 20% 8 58

Con

RTI" 3,62 (IC 95% 0,61 a 15,10)

RTI" Cruda 0,25 (IC 95% 0,10 a 0,56)

Prueba de Homogeneidad: NG 191 = 22,11; valor p = 0,000

'RTI: Razon de Tasas de Incidencia.
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