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Resumen de abreviaturas mas frecuentes

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ARN: Acido ribonucleico.

Alo-TPH: Trasplante alogénico progenitores hematopoyéticos.
AUC: Area bajo la curva.

CFU: unidad formadora de colonias.

CFU-GEMM: Célula formadora de colonias Mieloide-monocitica-eritroide-
magacariocitica.

CFU-L: célula formadora de colonias linfoides.

CG: Citogenética.

DS: Desviacién estandar.

ELN: European LeukemiaNET.

EMR: Enfermedad minima residual.

FT: Factor de transcripcion.

FC: Factor de crecimiento.

GEP: Perfil de expresidn génica.

HR: hazard ratio.

HSC: Célula madre hematopoyesis.

IC: Intervalo de confianza.

LMA: Leucemia mieloblastica aguda.

LMC: Leucemia mieloide cronica.

LLA: Leucemia linfobl3stica aguda.

MO: Médula osea.

NMPC: Neoplasia mieloproliferativa crénica.

P50: percentil 50.

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

PETHEMA: Programa de estudio y tratamiento de hemopatias malignas.
RC: remision completa.

RR: Riesgo relativo.

SG: Supervivencia global.

SLP: Supervivencia libre de progresién.



SP: Sangre periférica.

SMD: sindrome mielodisplasico.

TAPH: Trasplante autdlogo de progenitores hematopoyéticos.
TCGA: The Cancer Genome Atlas Research Network.

VPP: valor predictivo positivo.

VPN: valor predictivo negativo.






1.- Introduccion.

La leucemia mielobldstica aguda (LMA) constituye una neoplasia de progenitores
hematopoyéticos comprometidos hacia la linea mieloide de la hematopoyesis, vy
aparece como consecuencia de alteraciones genéticas y epigenéticas que alteran
procesos claves en el desarrollo de la mielopoyesis como son la auto-renovacion,
proliferacion y diferenciacion de la célula stem hasta los estadios madurativos finales.

(Arber et al., 2008; Faderl & Kantarjian, 2012).

El avance en el conocimiento en su patobiologia ha puesto de manifiesto que se trata
de una enfermedad tremendamente compleja y heterogénea, con mds de 100
alteraciones citogenéticas recurrentes descritas, con una media de 13 mutaciones en
regiones codificantes por paciente, (Cancer Genome Atlas Research, 2013) y que se
expresa clinicamente con una situacién de fallo medular, con alta prevalencia de
procesos infecciosos y diadtesis hemorrdgica sobre los que si no se interviene, acaba en

un curso clinico fatal de rapida evolucidn

Segun la informacion disponible de los registros nacionales, en especial del SEER de
EEUU (Dores, Devesa, Curtis, Linet, & Morton, 2012)y del Registro Nacional de
Tumores de Suecia (Juliusson et al., 2009), la edad media de presentacién de la LMA se
sitUa a partir de la sexta década de la vida, entre los 63 y los 67 afios segun la fuente
consultada, con una muy baja incidencia en los menores de 10 afos, que va
aumentando progresivamente con los anos de vida ganados, de tal manera que la
prevalencia pasa de 3,5 casos por 100000/afio a los 50 afios de edad hasta los 35 casos

por 100000/ afio para mayores de 90 afios (Faderl & Kantarjian, 2012).

En definitiva, y citando a Kenneth Miller en la introduccién al tratamiento de la LMA en
la cuarta edicién del Manual Hoffman de Hematologia, desde hace ya mas de diez afios
debemos asumir que la “la LMA no es una enfermedad Unica sino un conjunto
heterogéneo de entidades neopladsicas caracterizadas por la proliferacion vy

acumulacién de células hematopoyéticas inmaduras”(Kenneth Miller, 2004), por lo



gue esta variabilidad genética y clinica debe ser la base a la hora de afrontar el manejo

clinico de estos pacientes.

La etiologia de la LMA continta siendo desconocida en la mayoria de los casos, con una
aparicidon esporadica sin poderse relacionar con un agentes causales. Se ha descrito la
relacion con la exposicion laboral a elementos quimicos como los derivados del
benceno que solo seria resefiable para aquellos sometidos a exposiciones muy
elevadas, asi como la relacién con las radiaciones ionizantes, en especial la

radioterapia con fines terapéuticos y la quimioterapia.

El conocimiento de la leucemia como entidad nosoldgica nos lleva hasta el siglo XIX,
cuando la mejora de los métodos dpticos de microscopia permiten la observacion de
los elementos formes de la sangre. Le corresponde el honor de asentar el nombre de
“leucemia” al patélogo aleman Rudolf Virchow que lo usa por vez primera en 1845, el
mismo afo que J.H. Bennet describe con profusién de datos morfolégicos dos casos de
lo que él denomind previamente como leucocitemia. En las décadas siguientes,
médicos como Paul Ehrlich y Otto Naegeli, entre otros, introducen conceptos claves,
algunos todavia vigentes, como la tendencia a la proliferacién, la presencia del hiato
leucémico, expresidon morfoldgica del bloqueo madurativo, y gracias al desarrollo de la
citoquimica, al desarrollo de las primeras clasificaciones entre leucemias mieloides y

linfoides (Piller, 2001).

Estos conocimientos iniciales de la biologia de la LMA tardan en tener contraprestacion
en el desarrollo de una terapéutica eficaz. Hemos de esperar a la década de los afos
70 del siglo XX para presenciar los primeros tres hitos claves en el manejo clinica
actual de la LMA (Piller, 2001):

a) La combinacidn de citarabina con un antraciclinico como terapia de eleccién.

b) La definicién de la remision completa morfolégica como objetivo del
tratamiento,

c) El desarrollo de la clasificacion morfolégica de consenso por el grupo Franco-

Americano-Britanico (FAB).
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Conseguir de manera rutinaria la remision completa con la quimioterapia de induccién,
era una aproximacion claramente insuficiente pero necesaria para plantear el siguiente

desafio terapéutico, la curacién de la enfermedad.

Este hito se pudo empezar a plantear a lo largo de |la década de los 80 con el desarrollo
de las terapias de intensificacion, en especial la quimioterapia con altas dosis de Ara-C
y el impulso del trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos,
aproximaciones terapéuticas que durante los afos 90 demostraron tasas de
supervivencia libre de progresién de aproximadamente el 40% a los cinco afios del

diagnodstico (Mayer et al., 1994).

Pero el conocimiento bioldgico de la enfermedad también iba a entroncar con este
desarrollo clinico, en especial con la publicacion en 1998 del trabajo del grupo
cooperativo britdnico MRC de la importancia de la citogenética al diagndstico en la
probabilidad de supervivencia de los pacientes con LMA (David Grimwade & John

Rees, 1998).

A partir de este momento se abren las puertas a una nueva etapa en el tratamiento de
la LMA que consiste en el desarrollo de estrategias terapéuticas adaptadas, incluso
individualizadas segun el riesgo clinico y biolégico del paciente, de tal manera que a
partir de un tronco inicial, comun, de terapia de induccion, se selecciona al paciente
en funcién de su edad, citogenética y perfil mutacional de los genes NPM1 y FLT3, para
elegir la terapia post remision o de intensificacion mas adecuada a sus caracteristicas
(Dohner et al., 2010). Pero lo cierto es que a pesar de todas las variables descritas, aun
sigue existiendo un 20-30% de pacientes en los que ni la citogenética ni las mutaciones

de NPM1 ni FLT3 aportan informacidn suficiente.

Es por ello que se han intentado trasladar a la prdctica clinica nuevos biomarcadores
capaces de ayudar en la toma de decisiones, para poder optimizar el tratamiento.

En este contexto de busqueda, surgen en la pasada década los marcadores de
sobreexpresidn de genes mediante la cuantificacion del nimero de copias de ARNm

por PCR en las muestras al diagnéstico.
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Estudios retrospectivos de cohortes de pacientes homogéneamente tratados, han
demostrado que la sobreexpresién de BAALC y MN1 tiene una implicacidn pronostica
estadisticamente significativa en la supervivencia global y en la probabilidad de fracaso

a la quimioterapia de induccidn (Baldus et al., 2003; Heuser et al., 2006).

Si bien estos trabajos son de disefio retrospectivo y carecen de validaciéon en cohortes
de pacientes tratados prospectivamente, el conocimiento reciente de la biologia de la
LMA, con el auge que tienen las alteraciones en los mecanismos de control de la
expresidon génica en la leucemogénesis, como son las mutaciones en los genes
encargados de la regulacién epigenética, o de la maduracion del ARN mensajero,
(Cancer Genome Atlas Research, 2013) han generado un interés creciente por el papel

que puedan tener la sobreexpresidon génica en la LMA.

Por todo surge la presente tesis doctoral, cuyo objetivo consiste en analizar de
manera retrospectiva el impacto que tiene en la probabilidad de alcanzar la remisidon
completa morfoldgica tras un ciclo de quimioterapia (combinacién de citarabina con
antraciclinico) la sobreexpresion de los genes MN1 y BAALC en una serie de 119

pacientes afectos de LMA con respuesta evaluada.

Ademas comparemos dos puntos de corte distintos para definir la sobreexpresion,
entre los que incluimos un valor que no precisa de la poblacion de pacientes enfermos
para ser definida y que definimos a partir de una poblacidn control, por lo que permite
una asignacién a aprioristica de los pacientes y por ultimo se estudiard el posible
papel que tiene en el seguimiento en la enfermedad de los pacientes, si poseen
capacidad para predecir recaidas, de tal manera que se pretende explorar si la
sobreexpresidon de estos genes puede jugar una papel clinico, no solo en el momento

del diagndstico sino aportar informacion relevante durante la evolucién de la LMA.
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2.- Revision del problema: Estado actual de la Leucemia
Mieloblastica Aguda

2.1 Leucemia Mieloblastica Aguda (LMA). Concepto y
epidemiologia.

2.1.1 Definicion.

En su edicion de 2008 de la clasificacidén de los tumores de la hematopoyesis y de los
organos linfoides, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define la LMA como
“neoplasia de progenitores de la hematopoyesis comprometidos hacia la linea
mieloide” que se caracteriza por la proliferacion y el bloqueo en la maduracién de
estos progenitores. Esta clasificacion, vigente en la actualidad se caracteriza por
integrar la informacién genética y clinica con los hallazgos morfolégicos, con la
finalidad de definir entidades “clinico-patoldgicas-genéticas” especificas, como
expresion de la tremenda heterogeneidad clinica de esta enfermedad. Esta
heterogeneidad es la expresidn de la las caracteristicas bioldgicas subyacentes, motivo
por el cual se reconocen en esta edicion de 2008 hasta 22 tipos de LMA y 2 entidades
provisionales(S.H. Swerdlow, 2008). En la actualidad se asume que “no es una
enfermedad unica, sino un conjunto heterogéneo de neoplasias caracterizadas por la
proliferaciéon y acumulaciéon de células hematopoyéticas en la médula ésea y sangre”
(Kenneth Miller, 2004) segun palabras de Kenneth Miller y Philip Daoust en la cuarta

edicién del manual Hoffman de Hematologia.

2.1.2 Antecedentes historicos.
El concepto de Leucemia como entidad nosoldgica no se establece hasta la llegada del

siglo XIX coincidiendo con el desarrollo y progreso de las técnicas de microscopia
Optica. Asi pues, no es posible encontrar referencias en los textos clasicos de la

medicina egipcia, griega o romana.

El punto de partida se debe situar en 1674 cuando Anton van Leeuwenhoek hace la
primera descripcién conocida de la existencia de elementos formes en la circulacién
sanguinea, pero hemos de esperar hasta el siglo XIX para que se correlacionen esos

hallazgos morfolégicos al microscopio con la génesis de enfermedad. El concepto
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imperante era el de la supuracion de la sangre cuando se observaban aumentos de

glébulos blancos en las muestras observadas al microscopio.

La primera referencia clave corresponde al equipo médico del Edinburgh Royal
Infirmary quienes encabezados por John Hughes Bennett publican en 1845 un caso de
hipertrofia de bazo e higado en el que:”la muerte tuvo lugar por supuracién de la
sangre”. Es pues este el primer cambio en el paradigma vigente. Son los primeros
autores que afirman que la presencia exacerbada de leucocitos en la sangre no son
una consecuencia, sino la causa de la muerte del paciente (Piller, 2001). No solo eso,
J.H Bennett hace una descripcién morfoldgica rigurosa, extremadamente cuidadosa y
prolija en detalles, y lleva sus conclusiones al papel con el desarrollo por primera vez
de esquemas que ilustran estos hallazgos morfoldgicos. Es pues, el comienzo de la

citologia hematoldgica.

(left) Fresh blood x 250 diameters

(right) The same after addition of
acetic acid

Figura 2.1 Representacion grafica creada por J.H. Bennet en su trabajo original

Casi inmediatamente a este caso, sélo seis semanas después, un becario de la catedra
de Patologia del Hospital Charité en Berlin, Ilamado Rudolf Virchow, publicaba un
caso, esta vez con finalidad descriptiva, de un paciente con una inversion del normal
cociente entre glébulos blancos y rojos, y en 1847, ya como profesor de Anatomia
Patoldgica, introduce por primera vez el concepto de “leucemia” a través de la
expresion germana “weisses blut”, adelantdndose a Bennet, quien posteriormente

introduciria el concepto “leucocitemia” para definir este nuevo grupo de entidades.
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En las décadas siguientes progresara el debate de quienes aun se aferran a la creencia
que estos hallazgos son expresion de padecimientos crénicos, pero que van cediendo

ante la creciente evidencia a favor de una enfermedad primaria de la sangre.

El siguiente paso debe a los trabajos de Paul Erlich, quien gracias al desarrollo de las
tinciones citoldgicas, con combinaciones de tres acidos y anilina es capaz de mejorar el
reconocimiento celular y definir los granulos presentes en las células. Esto permitira
clasificar las leucemias segun el origen celular, dando pie a la primera clasificacién en
base a los hallazgos morfoldgicos, y que es sintetizada en 1900 por Ernest Neumann,
quien define tres tipos

-Forma linfatica con grandes ganglios.

-Forma lineal con aumento del bazo.

-Forma mielégena con alteracién de la médula ésea.

El siguiente avance, le corresponde al hematdlogo suizo Otto Naegeli. Sus trabajos
confirman los hallazgos morfoldgicos descritos por Paul Ehrlich, pero van un paso mas
alla, porque pone el acento en la célula precursora, identificando precursores linfoides
y mieloides. El mismo, los define como mieloblasto, y remarca, con gran énfasis, que
el hecho diferencial para abordar estas entidades debe ser el tipo de célula “a partir
de 50.000 leucocitos se incluia la afeccion en las leucemias, pero esto es
completamente inadmisible (...) lo decisivo es la variedad celular no el numero ni el
tamano” (Naegeli, 1934) Sus trabajos le llevan a concluir una serie de dictados claves
para entender las leucemias y que sientan las bases del conocimiento morfolégico de
la LMA. Asi, en la década de los 30 describe dos conceptos que mantienen su plena
vigencia hasta nuestros dias:

a) “Proliferacion muy tumultuosa, con produccién celular intensisima, que cesa el
desarrollo normal de células (...) originando insidiosamente la suplantacion del
sistema mieloide”

b)”Hiatus leucémico (...) en la sangre existen neutréfilos completamente maduros,
pero sin presentar formas intermedias sino casi Unicamente mieloblastos inmaduros y

patolégicos”
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Es decir, en estos dos puntos, define con claridad y en base a la simple observacion del
microscopio las bases que ha sustentado la patogenia de la LMA hasta fechas

recientes: La ventaja proliferativa y el bloqueo en la maduracién de la mielopoyesis.

A partir de este y otros autores se empieza ya a distinguir la presencia de leucemias
agudas y de formas cronicas, por lo que podemos afirmar que entre los aifos 20 y 30
del pasado siglo concluye el entramado argumental que lleva a la definicidn como
entidad de la LMA, casi 90 afios después de ser introducido el término leucemia por R.

Virchow y J.H. Bennett.

Y si lento ha sido el reconocimiento como entidad nosoldgica propia, mas ardua ha

sido la tarea de desarrollo de terapias eficaces para la LMA.

Si los trabajos y autores descritos, y otros muchos aqui no resefiados, eran prolificos
en las interpretaciones morfoldgicas y habiles en la comprensién de las bases de la
enfermedad, esto no iba de la mano de avances en el soporte terapéutico. Hasta la
década de los 40, las uUnicas opciones disponibles eran la Solucién de Fowler, un
remedo empirico para las fiebres creado a finales del siglo XVIIl, con el que se
observaba mejorias sintomaticas y temporales en algunos pacientes, siempre limitadas
en el tiempo y la posibilidad de la radioterapia, que se hacia de manera casi constante
sobre el lecho esplénico, que en manos de algunos grupos conseguia aumentar la
supervivencia de las leucemias crénicas (Naegeli, 1934) y en combinaciéon con la

solucién de Fowler muy discretas ventajas en las variantes agudas.

Sin embargo, merece la pena detenernos en una pequefia anécdota. Otto Naegeli,
también pasa por ser el primer autor en describir una curacién de LMA, tal y como se
muestra en el grafico adjunto reproducido de la 52 edicién de su manual de

Hematologia
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Figura 2.1 Esquema de evolucién de un paciente con LMA y tratamiento con solucién de Fowler.
Tomado de O. Naegeli

La base del tratamiento de este caso, acontecido a finales de los afios 20 del siglo
pasado consistia en el principio activo de la Solucién de Fowler: Tridéxido arsénico. Con
los conocimientos actuales es tentador especular, que probablemente estariamos ante

la primera curacidn de una leucemia promielocitica aguda.

Hemos de esperar hasta la llegada de la década de los 40 para ver surgir el nacimiento

de la quimioterapia como tal.

Es conocido que los primeros trabajos se realizaron en base a mostazas nitrogenadas
y que su primera aplicacion clinica fue en el contexto de los linfomas, en especial, del
linfoma de Hodgkin (Goodman et al., 1948) donde en 1946 se observaron respuestas
iniciales prometedoras con el uso de estos compuestos, pero es en 1948 cuando se

publica el primer trabajo especifico dirigido hacia pacientes con leucemias agudas.

El trabajo fue dirigido Sidney Farber, quien siendo conocedor de los avances en la
fisiologia de la hematopoyesis, en particular de la importancia de los metabolitos del
acido fdlico, plantea la hipdtesis experimental que el uso de este puede contribuir a
recuperar el equilibrio inicial a favor de la hematopoyesis sana en perjuicio de los
blastos leucémicos. Los resultados iniciales fueron desalentadores pero esto dio pie a
plantear la hipdtesis contrario mediante el uso de inhibidores del acido fdlico puede

inhibir la ventaja proliferativa de los blastos leucémicos (Mukherjee, 2011)
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La fase experimental fue rapida y el 3 de junio de 1948 se publicaba en el New England
Journal of Medicine el trabajo que por primera vez documentaba la presencia de

remisiones en el manejo de pacientes con leucemias agudas.

Figura 2.3 Imagenes de la médula 6sea de uno de los pacientes antes y después de ser tratados con
aminopterina. Extraida del articulo original. Farber, S. et al (1948)

El trabajo recurria a fotografias de la médula y a la descripcidn de la evolucion clinica y
de las analiticas de los pacientes para poder sostener el impacto del hallazgo (Sidney
Farber, Louis Diamond, Robert Mercer, Robert Sylvester, & Wolff, 1948), y casi
inmediatamente, aparecia el siguiente hito, el descubrimiento de la utilidad de los

esteroides en las leucemias infantiles (Piller, 2001).

Pero a pesar de que durante la década de los 50 comienza una carrera de sintesis de
nuevos farmacos, las armas terapéuticas disponibles hasta bien entrados los afios 60
muestran una eficacia limitada en la LMA tal y como se recoge en el cuadro adjunto.

(Farreras, 1963).

Reaceiones citoquimicas
(teenleas de coloracion)

Tipo leucémico ‘ Terapéntica de eleoclut
Peroxldasas Suddn negro B PAS or. de Schifl |
(granulocitos) (lipidos) (glucdgeno)
L. mielobldstica + + - 6-mercaptopurina
L. linfoblastica —_ — * glucocorticoides
L. monocitica * + - glucccorticoides +6-mercap-
topurina
L. parablistica o indife- - g = 6-mercaptopurina -+ glucoco:-
renciada ticoides.

Figura 2.4 Esquema de abordaje diagndstico y terapéutico de las leucemias agudas publicado en
Patologia y Clinica Médicas. Pedro Farreras. 32d 1963.
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De tal manera que en 1966, William Damesheck concluia: “dudamos que cualquiera de
los agentes antileucémicos disponibles representen un avance significativo en el

manejo de la LMA (Damesheck, 1966)

Sin embargo los cambios eran inminentes. A finales de la década de los 60, y a lo largo
de los 70, el germen del grupo cooperativo CALGB, lidera trabajos con nuevos

farmacos que por primera vez mostraran resultados esperanzadores en LMA.

En 1968 se publican los resultados iniciales del tratamiento con citarabina en
monoterapia para la LMA (Rose Ruth Ellison, 1968) y en 1973, su experiencia con
daunorrubicina, un antibiético obtenido por investigadores franceses desde cultivos de
cepas de Actinomyces, y que desde 1967 habia sido documentada su actividad en LMA
(Marise Weil, Cuttner, & Silver, 1973) estos hallazgos dieron pie inmediatamente a las
primeros ensayo exploratorios usando combinaciones, para concluir publicando en
1981 lo que continda siendo el estandar de tratamiento de induccién para la LMA en
nuestros dias: La combinacion de una infusién continua durante 7 dias de Ara-C junto
con tres dias de administracion en bolo de daunorrubicina (CD Bloomfield, Prager, KR

Rai, & Henry, 1981; Fernandez, 2010)

SURVIVAL
ALL PATIENTS
1005
R CR 111/152 MED* 19 MO'S
L PR 35/ 38 NED: 13
' e NAO160/182 MEDs 1
754

PERCENT SURVIVING
y @

YEARS FROM ONSET OF TREATMENT

Figura 2.5 Resultados en supervivencia del trabajo inicial del CALGB segun respuesta morfoldgica
alcanzada. Tomado K Rai et al Blood 1981

Ademas, desde sus publicaciones en 1968, estos autores introducen el concepto de
Remisién completa y lo definen de manera conjunta con las cifras en sangre periférica
(< de 5% de blastos en el aspirado de médula dsea, mas de 1500 neutréfilos,
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hemoglobina >11 gr/dl), criterios que con discretas modificaciones se mantienen hoy

en dia de plena vigencia (Cheson et al., 2003).

Estos hallazgos terapéuticos son correlativos con los avances en los esfuerzos por
homogeneizar los criterios diagndsticos, de tal manera que en 1976 se publican los
criterios diagndsticos basados en los hallazgos morfoldgicos propuestos por el grupo
cooperativo FAB, (Bennett et al., 1976) quedando definidas las leucemias agudas, en
tres subtipos de leucemias linfobldsticas agudas y en seis las leucemias mieloblasticas

agudas.

De tal manera que a comienzos de la década de 1980, momento en el que damos por
finalizada esta introduccion ya existen criterios uniformes para definir, diagnosticar y
clasificar la LMA, y se dispone de protocolos terapéuticos especificos para su

abordaje.

Resumen de los principales hitos en la evolucién de la LMA:
1847. J.H Bennet, R Virchow: concepto de Leucemia

1880-1890 Paul Erlich: Leucemias mieloides y linfoides

1900-1930: Otto Naegeli, Paul Ernest: Enfermedad de progenitores. Mieloblastos.
Leucemias agudas vs leucemias crénicas

1948: Sidney Farber: Primera quimioterapia especifica para leucemias agudas

1968: Rose Elliot et al: Citarabina. Primera quimioterapia eficaz para LMA

1968: Concepto de RC validado por el Acute Leukemia Group B

1978: Clasificacion FAB

1980: Congreso ASH: 7+3 tratamiento de eleccién como induccion.

2.1.3 Etiologia de la Leucemia Mieloide aguda.
“(...) al final del congreso Americano de Hematologia, noviembre de 1959, el presidente

invité a los 600 concurrentes a que expresaran su opinion acerca de la naturaleza

etioldgica del proceso (LMA). Obtuvo 26 votos a favor de las radiaciones, 15 a favor

20



agentes quimicos, 15 factores genéticos, 10 por virus y el resto, no quisieron

pronunciarse” (Farreras, 1963)

En aproximadamente el 80% de los casos de LMA no es posible identificar el agente
desencadenante del dafio genotdxico que acaba iniciando el proceso de leumogénesis,
de tal manera que en la actualidad la mayoria de los pacientes son etiquetados como
leucemias de novo o espontaneas sin que se puede identificar exposicién a agente
causal. El conocimiento creciente del proceso de patogénesis de la LMA, sugiere que se
trata de un proceso “multistep” de larga evolucion por lo que con los estudios
epidemioldgicos actuales resulta dificil identificar agentes desencadenantes (Deschler
& Libbert, 2006). Una salvedad serian los casos de LMA secundarias al uso
terapéutico de radiaciones ionizantes y quimioterapia, que constituyen entre el 10-

20% de los casos totales de LMA (Kenneth Miller, 2004).

Los factores con potencial leucemégeno se pueden resumir de la siguiente
manera.(Kenneth Miller, 2004; Stock & Thirman, 2014)

a) Factores genéticos: LMA familiar y sindromes predisponentes

b) Factores ambientales

c) Radioterapia y quimioterapia.

Entre los factores genéticos predisponentes se ha demostrado epidemioldgicamente
el mayor riesgo para el desarrollo de LMA infantil en pacientes afectos de sindromes
hereditarios en los que la inestabilidad genética y cromosdmica es clave. Asi se ha
demostrado para enfermedades como la Anemia de Fanconi, Ataxia-telangiectasia de
Friedrich, Sindrome de Bloom, sdr de Li-Fraumeni, o sindrome de Klinefelter que en

trabajos de casos y controles se ha documentado este aumento de la incidencia.

De especial relevancia es la asociacidon encontrada entre Sindrome de Down (trisomia
cromosoma 21), con una incidencia de LMA diez veces mayor que para la poblacién
sana, y 500 veces mas frecuente si hacemos referencia al subtipo concreto LMA M7 de
la FAB (Kenneth Miller, 2004). En estos casos se ha descrito la presencia de mutaciones

en el factor de transcripcion GATA1, elemento esencial en la regulacidon de la
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maduracion eritroide y megacariocitica (Xavier & Taub, 2010) y que en el contexto de
la trisomia 21 produce un transcrito anémalo GATA1s, que favorece la proliferaciéon
mieloide andmala. Este conjunto de hallazgos, ha motivado que actualmente la OMS
clasifique estas LMA como una entidad propia, con la definicién de “Proliferaciones

mieloides relacionadas con el Sindrome de Down” (Arber et al., 2008).

Entre las alteraciones congénitas se debe valorar también la presencia de casos de

agregacion familiar y LMA congénitas.

Son casos en principio, extremadamente infrecuentes, con mecanismos genéticos
definidos en los ultimos afios, que no estan en la rutina de trabajo de los laboratorios
de hematologia, por lo que es extraordinariamente complejo saber cudl es su
incidencia real. Se caracterizan por la presencia de mutaciones en linea germinal que
predisponen al desarrollo de LMA, pero que por si mismas no son suficientes para
establecer el diagnéstico de LMA (Churpek & Godley, 2014; Owen, Barnett, &
Fitzgibbon, 2008). Entre los sindromes mds conocidos destacan:
- LMA familiar con mutaciones en CEBPA.
- Desordenes familiares asociados a alteraciones de plaguetas con:
- Mutaciones en RUNX1
- Mutaciones en ANKRD26

- LMA familiar con mutaciones en GATA2

Entre los factores ambientales destaca la exposicidn a solventes organicos, en especial
al benceno que es el modelo mas estudiado y sobre el que existe legislacidn especifica
desde 1947 en las administraciones de salud publica de EEUU y Europa. El mas reciente
meta-analisis publicado en 2010, confirma la asociacién, dependiente de dosis de
exposicién para LMA y LLC, pero no para LLA y LMC (Khalade, Maritta S Jaakkola,
Pukkala, & Jaakkola, 2010).

En lo referente a radiaciones, la experiencia en supervivientes a la bomba atdmica de
Hiroshima confirma un aumento del riesgo asociado para LMA y LLA que parece

mostrar una relacién lineal con las dosis recibida (distancia superviviente a zona
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impacto) y que no se confirmo para linfomas o mielomas con una tasa de exceso de

riesgo de 1,1 casos por 10.000 habitantes/afio (Preston et al., 1994).

Si bien estos hallazgo son congruentes con literatura previa que documentaban el
aumento de incidencia de LMA en profesionales sanitarios expuestos a radiaciones
ionizantes antes de la universalizacidon de las medidas de proteccion, en la actualidad
no se puede definir con claridad el riesgo inherente a la realizacién estudios
radiolégicos convencionales. Unicamente se ha objetivado un discreto aumento de la
incidencia de leucemia para pacientes que han recibido antes de los 22 afios, una dosis

equivalente a la realizacion de 5 TAC craneales (Stock & Thirman, 2014).

En cuanto a factores ambientales con efecto cancerigeno conocido, como tabaco o la
exposicidon solar parecen tener un papel marginal sin clara asociacién en los estudios

epidemioldgicos publicados hasta la fecha (Stock & Thirman, 2014).

Sin embargo, todos estos factores anteriormente descritos juegan un papel casi
marginal en la etiologia de LMA en cuanto impacto real en el nimero de casos. De
todos los agentes etiolégicos conocidos sin duda el mdas importante es la
quimioterapia y el uso de la radioterapia, de tal manera que la clasificacion oficial
OMS 2008 los reconoce como entidad propia y separada del resto de LMA,
definiéndolas como “Neoplasias mieloides relacionadas con la terapia” (Arber et al.,
2008).

Entre los agentes quimioterdpicos, destacan dos grupos de farmacos bien
diferenciados (Stock & Thirman, 2014) .

a) LMA secundaria al uso agentes alquilantes. (Metocloretamina, busulfan,
clorambucil, ciclofosfamida o cisplatino): generalmente la aparicion se difiere en el
tiempo unos 3-5 anos tras la exposicion al farmaco, suele venir precedida de un
sindrome mielodisplasico (SMD) y al diagndéstico puede presentar alteraciones
citogenéticas caracteristicas de SMD como monosomias de los cromosomas 3,50 7.

b) LMA secundaria al uso de inhibidores de la Topoisomerasa Il. (FArmacos

como etopdsido, antraciclinicos): en este caso el tiempo medio de presentacion es
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inferior, aproximadamente un afio y se caracteriza por la asociacion a cariotipos con

reordenamientos de MLL (region 11g23).

Sin embargo la clasificacién OMS actual, no los reconoce como entidades clinico-
patoldgicas independientes, y opta por agruparlas todas dentro del epigrafe LMA
relacionadas con el tratamiento (Arber et al., 2008) en el que se reconoce el efecto de
cualquier agente quimioterapico o radiacidn ionizante con intencion terapéutica
(Deschler & Liibbert, 2006).

En los dltimos anos ha cobrado importancia las LMA secundarias que aparecen
después de quimioterapia a altas dosis seguido de rescate con progenitores
hematopoyéticos criopreservados (TAPH). Recientemente autores italianos han
definido una incidencia global de LMA/SMD de aproximadamente el 4,5 % a los diez
afios del TAPH a través del estudio de una cohorte de mas de 1300 pacientes con LNH-

B con mas de 20 aios de seguimiento (Tarella et al., 2011) .

2.1.4 Epidemiologia.
La LMA es una neoplasia que se presenta a cualquier edad de la vida, con casos

documentados de LMA al nacimiento e incluso con presencia de mutaciones intra
utero (Wiemels et al., 2002). Sin embargo, su incidencia aumenta progresivamente con
los afos de vida alcanzando su pico de incidencia en la séptima década de la vida

(Faderl & Kantarjian, 2012).

La informacion disponible actualmente para el andlisis de aspectos epidemioldgicos de
la LMA proviene especialmente de los registros de Swedish National Acute Leukemia
Registry en Suecia y los registros poblacionales vinculados al registro SEER-17 del
programa Surveillance, Epidemiology and End Results (SEER) desarrollado por el

National Cancer Institute de Estados Unidos (EEUU).

La incidencia estimada por 1.000.000 hab/afio para LMA en EEUU es de 38 casos, con
predominio de varones sobre mujeres, pero con una distribucién por edad bimodal,
con un discreto aumento en menores de 1 afios (10-15 casos/1.000.000 y afio) para

después descender y aumentar progresivamente desde la tercera década de la vida
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hasta alcanzar incidencias por encima de 100 casos/1.000.000 afio a partir de la
séptima década de la vida. Todo ello, configura un panorama general con una edad

media de presentacion de 66 afios (Dores et al., 2012).

Los hallazgos provenientes del estudio sueco, son similares, con la salvedad de una
edad media de presentacién de 72 ainos, debido a que en Swedish National Acute
Leukemia Registry se excluyen casos de menores de 14 aiios, pero igualmente se
objetiva el aumento progresivo de la incidencia segun aumenta la edad, con menos de
10 casos/afio por millén de habitantes para el segmento de menores 35 afios que
contrasta con una incidencia de 120 casos/1.000.000 para mayores de 74

afios.(Juliusson et al., 2009)

Acute myeloid leukemia (AML)
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Figura 2.6 Relacion incidencia LMA con edad de los pacientes. Estudios poblacionales de EEUU
(arriba) y Suecia (abajo). Citas referidas en el texto
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2.1.5 Clasificacion.
La clasificacidn vigente en la actualidad es la publicada en el afio 2008 por el conjunto

de expertos definidos por la OMS vy que se muestra en la figura 2.7 (Arber et al.,,

2008).
La principal novedad de esta clasificacién es la incorporacién, por su valor pronostico,
de la informacidn genética y molecular ya que define entidades nosoldgicas concretas

con necesidad de tratamiento especifico.

Asi, se reconoce un primer grupo constituido por aquellas LMA con alteraciones

citogenéticas recurrentes, como LMA t(8;21), (15;17) o inv16 y a las que se les une las

gue portan cariotipo normal con mutaciones en NPM1 o CEBPA.

A continuacién, se les da entidad propia a las LMA relacionadas con displasia, para lo

cual se debe valorar no solo los hallazgos morfolégicos sino también los provenientes
de la citogenética, de igual manera que se crea una entidad homogénea para las

Neoplasias mieloides relacionada con terapia, los Sarcomas mieloides, y las

Proliferaciones mieloides relacionados con el sindrome de Down. Por ultimo se

reconoce un grupo de LMA, definidas como “Not otherwise specified”, en la que se

incluyen todas aquellas que no cumplan los criterios referidos para los otros subgrupos
y que se clasificardn de acuerdo a los hallazgos morfoldgicos, tal y como se realiza

desde la clasificacion propuesta por el grupo FAB (Bennett et al., 1976).
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Table 5a-1 thssiﬁ}r:aﬁon of Acute Myeloid Leulemia According to the Revisad Wodd Health O rganization Classification {200:8)

Catexony

SubtypalDefinition

AML with recurrert cytogenetic abrormalties

182 1)(g22,922); RUME1-RUNEL T
inv{160p13.1922); CEFE-MYH11*
t15;160p13.1q22); CEFE-MYH11*
115,170 22 12 PML-RARA®

19,1 1) 0pE 223 MLLT3-MLL
HESNP23,034); DEK-NupZl4
inv{3(q21926.2); RPM1-EVI1
1330521 26,2, RPN1-EVI
H122(p13q13); REM15-MKLL

AML with MDS-related chanzes

Marphologic features of MDS, or

Frior hiztary of MOS ar MDSMEN, or
MDS-relted karoty pe, and
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ionizing radistion therapyt
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AL without maturation

AML with maturation

Acute myelomonocytic Eukemia
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Mlyelid sarcoma
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AL with mutated MEWT
AML with mutated CEEPA
ME-cell lym phoblastc leukem ailymphoma

Figura 2.7 Clasificacidn oficial de LMA segun la OMS (Ed 2008)

2.1.6 Factores prondsticos.

Siguiendo a las recomendaciones del European LeukemiaNET (ELN) podemos agrupar

los factores pronésticos de la siguiente manera (Dohner et al., 2010).

2.1.6.1 Dependientes del paciente.

- Edad: La edad continta siendo un marcador prondstico independiente

gue se mantiene constante en todas las series. Si bien existe consenso entre los

autores en que la edad por si sola no debe ser considerada como factor Unico en la

toma de decisiones terapéuticas, su valor nunca debe ser olvidado.

En la figura 2.8 se muestran a modo de ejemplo los resultados obtenidos en los

sucesivos protocolos por el grupo cooperativo CETLAM y como las diferencias en
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probabilidad de supervivencia son estadisticamente significativas para pacientes

menores de 70 aios tratados con protocolos homogéneos (Sierra & Brunet, 2009)
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Figura 2.8 Supervivencia global segin edad de los pacientes. Tomado de Sierra & Brunet 2009

- Situacidn general: En la actualidad los trabajos publicados ofrecen
resultados contradictorias acerca del impacto de las honorabilidades del paciente en el
prondstico. Asi por ejemplo autores americanos han demostrado la utilidad de del
score prondstico Hematopoietic cell transplantation comorbidity index (HCTCI) para
predecir la mortalidad precoz y la supervivencia global en pacientes con LMA que
reciben tratamiento quimioterdpico (Dohner et al., 2010) o por ejemplo autores de los
grupos cooperativo britdnico MRC (Wheatley et al., 2009), del francés ALFA (Malfuson
et al., 2008) o del MD Anderson (Kantarjian et al., 2010) han validado en sus cohortes
histéricas de pacientes, el valor prondstico de una puntuacién mayor a 2 en la escala
de valoracion del estado general segun el modelo ECOG en pacientes mayores de 65
afnos. Pero por el contrario, recientemente autores suecos, han demostrado que el
ECOG no debe ser un criterio para seleccionar pacientes ancianos como candidatos o
no a tratamiento quimioterapico al demostrar que en su experiencia los pacientes con
peor ECOG obtienen beneficio significativo de recibir tratamiento intensivo (Juliusson
et al., 2009).

En definitiva, podemos concluir con las recomendaciones del grupo ELN que, concluye

gue “los indices de comorbilidad es un campo activo de investigaciéon y deberian
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contribuir a una mejor definicién de los pacientes considerados no adecuados para

tratamiento intensivo”(Dohner et al., 2010).

2.1.6.2 Dependientes de la enfermedad.

- Citogenética: El valor de la citogenética (CG) es el factor bioldgico
prondstico independiente mas potente reconocido en la actualidad, tal y como se ha
demostrado en multiples cohortes de pacientes histéricas desde finales de los afios 80
(Keating et al., 1988), lo cual ha permitido definir grupos de riesgo tanto para la

probabilidad de alcanzar remisién completa, como para la SLP y supervivencia global.

Estos hallazgos fueron sélidamente reproducidos por el grupo britanico en un cohorte
de mas de 1600 pacientes publicada en 1998 (David Grimwade & John Rees, 1998) que
permitio definir tres grandes grupos de pacientes segun los hallazgos obtenidos en el
estudio de CG. Esto dio pie a la universalizacion de dicha estratificacién prondstica y a
su implantacion en los diversos protocolos asistenciales. En general se pueden resumir
de la siguiente forma(Faderl & Kantarjian, 2012; D. Grimwade et al., 2010):

a) Grupo de buen Prondstico: sélo dos alteraciones citogenéticas se incluyen en
este grupo t(8;21) y la inv(16). Ambas tienen en comun que resultan en dos transcritos
gue engloban los genes encargados de la codificacién de los dos heterodimeros del
“core binding factor” (CBF), con tasas de remision completa a la induccidn superiores
al 80% y con probabilidad de supervivencia a largo plazo superiores al 55% sin
necesidad de intensificacion sin trasplante.

b) Grupo de prondstico Adverso: Portadores de alteraciones etiquetadas como
de mal prondstico. Estos pacientes muestran un alto indice de resistencia al
tratamiento de induccion, con tasas inferiores al 60% de RC y con una elevada
probabilidad de recidiva y por ello una baja supervivencia global (5-14%).

¢) Grupo de riesgo intermedio: Constituido por aquellos pacientes con cariotipo
normal, aquellos que son portadores de alteraciones no clasificables en los grupos de
riesgo favorable o alto. Se trata de un grupo altamente heterogéneo, que comprende a
la mayoria de pacientes con LMA, y en el que se trabaja activamente para identificar

nuevos biomarcadores que permitan una mejor estratificacion de los pacientes.
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En la tabla 2.1 se resumen los resultados obtenidos por los principales grupos

cooperativos (Miguel Angel Sanz & Moscardo, 2010).

n RC (%) RR (%) SG (%)

377 91 35 65

Favorable 177 88 21 55
121 84 - 55

. 1072 86 51 41
Intermedio 800 67 67 24
278 76 - 38

163 63 76 14

Desfavorable 147 32 92 5
184 55 -- 11

RC: remisién completa; RR: riesgo de recaida; SG: supervivencia global.

Grupo

MRC
CALGB
SWOG/ECOG
MRC
CALGB
SWOG/ECOG
MRC
CALGB
SWOG/ECOG

Tabla 2.1 Resumen del impacto prondstico de los distintos grupos citogenéticos. Tabla resumen

obtenida del protocolo PETHEMA LMA 2007.
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Figura 2.9 Ejemplo de la potencia prondstica del cariotipo al diagndstico. Diferencias en supervivencia
global en un protocolo de tratamiento homogéneo (CALGB 8461). Grafica reproducida de Hematology,

basic and clinical practice. 62 ed, 2012. p 870
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Figura 2.10 Comparativa entre LMA con cariotipo de buen prondstico frente al subgrupo propuesto
por el grupo aleman, definido como monosémico. Modificado de Kayser, et al Blood 2012

A modo de resumen, se muestra la clasificacion de riesgos citogenéticos que definié el
grupo PETHEMA en su protocolo del afio 2010, por ser la que se toma como referencia

en este trabajo (Miguel Angel Sanz & Moscardo, 2010).

Grupos Prondstico Alteraciones citogenéticas
Favorable t(8;21), inv(16)
Intermedio Normal, +8, +21, +22, abn(11q23), del(9q), otras
Desfavorable -5/del(5q), -7/del(7q), abn(3q), 20q, 21q, 17p, t(6;9), t(9;22),

cariotipos complejos con > 3 anomalias

Tabla 2.2 Clasificacion segun hallazgos citogenéticos en protocolo PETHEMA LMA 2010 (M.A. Sanz &
Moscardd, 2010).

- Marcadores moleculares: A pesar de todos los avances observados en
la clasificacién pronostica basada en la citogenética, todavia persiste
aproximadamente un 40% de los pacientes que muestran un cariotipo normal al
diagndstico y se situan por tanto en el grupo de riesgo intermedio el 50-60% de los
pacientes. Si bien es cierto que la supervivencia global en este grupo es mejor que la
observada para el de mal prondstico, existe una amplia variabilidad y heterogeneidad
en la evolucién clinica de estos pacientes. Por ello se hace necesario refinar el

prondstico de este subgrupo mediante el empleo de nuevo marcadores moleculares.
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Las principales determinaciones, recomendadas para el abordaje clinico de los
pacientes por el comité de expertos de la red European Leukemia Net son las
siguientes (Dohner et al., 2010):
a) Mutaciones en FLT3.

Pertenece a la familia de los receptores tirosina quinasa de clase 3, conocido también
como stem cell quinasa 1 (STK1) y se expresa fundamentalmente en las células
hematopoyéticas progenitoras y media la diferenciacion y proliferacion de las mismas.
El gen se encuentra en el cromosoma 13q12. Se han descrito mutaciones asociadas a
LMA que dan como resultado una activacion del receptor (Grafone, Palmisano, Nicci, &
Storti, 2012). Entre las alteraciones mas importantes destacan por su frecuencia e
implicacion pronéstica las duplicaciones internas en tdandem de FLT3 (FLT3-ITD) que
observan en LMA con una prevalencia entre el 20 y 27%, siendo tema de debate si la
carga alélica, definida por la ratio entre alelo mutado y germinal es clave para definir el
mal prondstico de estos pacientes (Thiede et al.,, 2002), pero con hallazgos en la
literatura contradictorios (Dohner et al., 2010). El otro tipo de alteraciones
encontradas son las mutaciones puntuales de Asp 835 afectando al dominio tirosina
quinasa de FLT3, con una frecuencia en torno al 7% en los pacientes con LMA y su
relacion con el prondstico mucho mas discutible (Miguel Angel Sanz & Moscardo,

2007).

En conjunto, se asume que la presencie de mutaciones en FLT 3 ITD en pacientes con
cariotipo normal y en ausencia de otras mutaciones, en especial NPM1 se asocia con
un mayor riesgo de recaida y que ello impacta negativamente en el prondstico de los
pacientes (Dohner et al., 2010; David Grimwade & Hills, 2009; Miguel Angel Sanz &
Moscardo, 2010).
b) mutaciones en NPM1.

El gen se encuentra localizado en el cromosoma 5g35 con mutaciones constantes en el
exonl2. Su funcién no es del todo conocida, pero se cree que juega un papel en la
induccion de la apoptosis por su interaccion con ARF para activar la via de P53
(Brunangelo Falini et al., 2005). Se encuentra en una frecuencia alta en LMA con

cariotipo normal donde representa el 25-35 % de los casos (Dohner et al., 2010).
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La evidencia actual parece ser concluyente en que la presencia de la mutacion de
NPM1 en pacientes con cariotipo normal y ausencia de mutaciones de en FLT3, se
asocia a una mayor tasa de remisiones completas a la quimioterapia de induccion y
una menor probabilidad de recaidas (Dohner et al., 2010; David Grimwade & Hills,
2009; Miguel Angel Sanz & Moscardo, 2010).
¢) mutaciones en CEBPA.

El gen CEBPA se localiza en el cromosoma humano 19g13.1 y codifica para un factor de
transcripcion pertenecientes a la familia “CCAAT/enhancer binding protein” (C/EBP)
gue parece jugar un papel clave en la maduracién de los progenitores mieloides. Su
frecuencia es relativamente baja, de aproximadamente el 10% de todas las LMA, pero
en el que su valor pronéstico aparece limitado solo para aquellos con presencia de

mutacion en los dos alelos del gen (Dohner et al., 2010).

Recientemente un estudio retrospectivo de los grupos HOVON/SAKK y AMLSG ha
demostrado el buen prondstico en forma de SLP y SG superiores al 75% a los 5 afos,
pero solo para aquellos pacientes que reciben trasplante hematopoyético en primera

remisiéon completa (Schlenk et al., 2013) .

d) Otros genotipos: la afectacién de otros genes se ha propuesto para mejorar
la clasificacién prondstica del grupo de riesgo intermedio. Asi, la existencia de
multiples mutaciones y la sobreexpresién de genes se han barajado como de potencial
utilidad e interés prondstico para el manejo clinico de estos pacientes (Damm et al.,
2011; Dohner et al.,, 2010; David Grimwade & Hills, 2009). Las alteraciones con un
mayor papel parecen la sobreexpresién del gen EVI1 (Valk et al.,, 2004), y nuevas
mutaciones, especialmente en la maquinaria epigenética, como son DNMT3A, IDH1/2,
o TET2. Hasta la fecha el trabajo de mayor complejidad y potencia estadistica es el
publicado por Patel y et al en 2012(Jay P. Patel, Kety Huberman, & Omar Abdel-
Wahab, 2012) donde mediante el andlisis de las mutaciones de estos genes implicados
en la maquinaria epigenética (DNMT3A, TET2, IDH1, IDH2, y ASXL1) asociados a los
descritos previamente, son capaces de redefinir nuevos subgrupos dentro de las LMA
de riesgo intermedio. Sin embargo, estos hallazgos requieren de validacidon

prospectiva, para ser trasladados a la practica clinica asistencial.
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- Cifra de Leucocitos: Tradicionalmente la hiperleucocitosis ha sido
considerado un factor de riesgo independiente (Kenneth Miller, 2004), pero existe
discordancia en cuanto a definir un punto de corte, con valores que oscilan entre las
distintos autores y series publicadas. En cualquier caso, en la actualidad no se
considera en los protocolos asistenciales como un factor prondstico independiente
que permita definir de manera aprioristica el abordaje terapéutico del paciente salvo
en dos situaciones concretas (Miguel Angel Sanz & Moscardo, 2010).

a) Paciente ancianos: Los distintos scores predictivos publicados por los grupos
ALFA(Malfuson et al., 2008), SAL (Rollig et al., 2010) y MDACC (Kantarjian et al., 2010),
han demostrado que la hiperleucocitosis es una variable que confiere mal prondstico a
los pacientes mayores candidatos a recibir quimioterapia.

b) Pacientes con LMA CBF. En este grupo de especial buen prondstico y buena
sensibilidad a la quimioterapia, la leucocitosis al diagndstico es uno de los factores que
anulan el buen prondstico de la citogenética (Paschka & Doéhner, 2013), de tal manera
que en la actualidad se recomiendan cambios en la estrategia terapéutica para
pacientes con LMA CBF que asocian hiperleucocitosis al momento del diagnéstico.

(Schlenk, 2014).

- Respuesta obtenida al tratamiento. Distintas series de pacientes en
ensayos clinicos han demostrado que el fallo a la quimioterapia de induccién en
conseguir una respuesta completa morfoldgica se configura como un indicador de
especial mal prondstico (Miguel Angel Sanz & Moscardo, 2010; Schlenk, 2014) por lo
gue debe de implicar un cambio en la terapia de intensificacién del paciente

independiente del riesgo citogenético inicial.

A modo de resumen podemos concluir que en el momento actual, y gracias al
aumento de informacion sobre los factores biolégicos de la LMA disponemos de una
auténtica avalancha de datos que permiten individualizar la aproximacidn terapéutica
de los pacientes. La propuesta que asumimos como vigente es la publicada por el
grupo de expertos del European LeukemiaNET publicada en 2010, que mantiene la
definicion de cariotipo complejo a partir de 3 alteraciones genéticas estructurales y la

propuesta del grupo cooperativo PETHEMA en su protocolo asistencial LMA 2010 (v.
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febrero 2011) (Dohner et al., 2010; Miguel Angel Sanz & Moscardo, 2010), que integra
los hallazgos de la citogenética, mutaciones de FLT3, NPM1, CEBPA y respuesta al

tratamiento de induccidn, para asignar el tratamiento post-remision.

1. GRUPO DE RIESGO FAVORABLE

Se consideran pacientes de riesgo favorable los que presentan uno o mas de los siguientes criterios:

con EMR negativa (£ 0,1%) y que hayan alcanzado RC con el primer ciclo de induccion.

negativa (< 0,1%) y que hayan alcanzado RC con el primer ciclo de induccién.

de otros factores de mal prondstico.

FLT3 y de otros factores de mal pronéstico.

2. GRUPO DE RIESGO INTERMEDIO

ni de mal prondstico.

3. GRUPO DE ALTO RIESGO

Se consideran pacientes de alto riesgo los pacientes que presenten al menos uno de los siguientes criterios:
° EMR > 0.1%
e  Alteraciones citogenéticas catalogadas como de alto riesgo

e  Duplicaciones en tdndem de FLT3 con ratio 2 0.8

segundo ciclo

e LMA con inv(16) o t(16;16), o bien el reordenamiento molecular correspondiente (CBFB/MYH11),

e LMA con t(8;21) o bien el reordenamiento molecular correspondiente (AML1/ETO), con EMR

e  Mutaciones de NPM1 en paciente con cariotipo normal y ausencia de mutaciones de FLT3-ITD y

e Mutaciones bialélicas de CEBPa en pacientes con cariotipo normal en ausencia de mutaciones de

Se consideran pacientes de riesgo intermedio los que no presenten ninguno de los factores de buen prondstico

e  Pacientes que no hayan alcanzado RC con el primer ciclo de induccién y la alcancen con un

Tabla 2.3 Estratificacion de riesgo del grupo PETHEMA en su protocolo asistencial PETHEMA LMA
2010.

2.1.6 Bases de tratamiento.

Desde que a finales de los afios 70 se estableciera la combinacidon de un antraciclinico
con una perfusién continua de citarabina como el tratamiento estandar de induccién
de los pacientes con LMA (esquema 3+7) y dado que dicha combinacién se asocia a
unas altas probabilidades de alcanzar remisidon completa(CD Bloomfield et al., 1981), el

tratamiento de la LMA en las uUltimas décadas ha ido orientado a buscar las estrategias
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post-remision o de intensificaciéon adecuadas para conseguir la eventual curacion de

los pacientes.

Actualmente, nuestra terapia de induccién sigue consistiendo en el esquema de 3+7,
pero a partir de ese punto los pacientes se individualizan en funcién de su riesgo
clinico y bioldgico. Es lo que se conoce como terapia adaptada al riesgo (Schlenk, 2014;

Sierra & Brunet, 2009).

En lineas generales la decision de asignar un paciente a una estrategia de
intensificacidn se basara en las probabilidades que existan a priori de tener una recaida
después de alcanzar la remision completa y si esas probabilidades no superan las de la
morbi-mortalidad asociada al procedimiento mds eficaz como terapia de
intensificacién como es el trasplante alogénico de médula dsea (Alo-TPH en adelante)

(Dombret, 2012; Schlenk, 2014).

2.1.6.1 Tratamiento de induccion.

El tratamiento estdndar consiste en el esquema cldsico “3+7” en el que se administra
durante 7 dias una perfusidn continua de citarabina a dosis entre 100 y 200 mgr/m2 en
combinacidn con la administracién durante 3 dias de un bolo de un farmaco

antraciclinico.

La citarabina es un antimetabolito, que compite con la pirimidin-citidina, y que
requiere transformacién a su forma trifosfato (ara-CTP) para ser activo incorporandose
al ADN. Tiene una vida media corta de apenas 15 minutos. Los antraciclinicos son
(daunorrubicina, idarrubicina) farmacos que actuan sobre la uniéon del ADN con la
enzima Topoisomerasa |l, por lo que acaban induciendo la muerte celular (Faderl &

Kantarjian, 2012).

Desde la introduccion del esquema clasico se han probado nuevas aproximaciones,
afiadiendo un tercer farmaco (mitoxantrone, etopdsido, tioguanina, fludarabina,
topotecan) aumentando la dosis de los farmacos (escalada de dosis de daunorrubicina,

citarabina a altas dosis) afiadir factor estimulante de colonias (G-CSF) en induccidn,
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pero en lineas generales ninguna de estos cambios ha supuesto una mejora
significativa en las tasa de remision completa ni supervivencia global, por lo que el
estandar 3+7 continua siendo en la actualidad el tratamiento de eleccidn, siguiendo las
recomendaciones de European LeukemiaNET vy el protocolo asistencial PETHEMA LMA

2010(Dohner et al., 2010; Fernandez, 2010; Miguel Angel Sanz & Moscardo, 2010).

2.1.6.2 Terapia post remision. Tratamiento adaptado al riesgo.

Una vez alcanzada la remision completa con la quimioterapia de induccién, los
pacientes se asignan a una terapia de intensificacién que se deberd elegir en virtud del
riesgo bioldgico de la clona leucémica, las caracteristicas del paciente y de la
morbimortalidad de las distintas opciones terapéuticas disponibles para la
intensificacion. Es lo que se conoce como terapia adaptada al riesgo (Dohner et al.,

2010; Dombret, 2012; Stone, 2013).

A continuacién se describen las opciones de terapia post-remisién para cada uno de los
grupos de riesgo bioldgico.

a) Pacientes de buen pronoéstico.
Incluimos en este grupo a los pacientes con LMA CBF (aquellos con t (8;21), con invl6
o con t(16;16)); LMA con cariotipo normal y el genotipo NMP1 mutado con FLT3
germinal; y LMA con cariotipo normal y presencia de mutaciones bialélicas de CEBPA

(Miguel Angel Sanz & Moscardo, 2010).

El estudio cldsico para este subtipo de LMA fue el publicado por el Cancer and
Leukemia Group B (CALGB) en 1999 en el que se demostraba que la administracién de
3-4 ciclos de altas dosis de citarabina (HiDAC) era claramente superior en términos de
supervivencia global y probabilidad de recaida frente a 1 ciclo, convirtiéndose en el
estandar de tratamiento para este subgrupo la intensificacion con altas dosis de
qguimioterapia con una dosis total de citarabina administrada maxima de 72 gr/m2 a

los largo de 3-4 ciclos (Byrd et al., 1999).
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Figura 2.11 Grafica original de los trabajos del CALGB sobre intensificacion post remision completa.
Probabilidad de supervivencia para pacientes con LMA t (8;21) segun reciban 1 ciclo o 3 0-4 de HiDAC.
Cita referida en el texto.

Sin embargo desde esa fecha numerosos trabajos han encontrado resultados similares
en cuanto a supervivencia global y probabilidad de recaida con distintas

aproximaciones, modificando dosis, numero de ciclos y farmacos incluidos.

De tal forma que en la actualidad, es una cuestion abierta definir con exactitud la
mejor terapia de intensificacion para este grupo de pacientes en cuanto al nimero de

ciclos, dosis de citarabina y si es preciso asociar otros farmacos (Dombret, 2012).

Aun mas, el uso del trasplante autélogo de progenitores hematopoyéticos (TAPH) se
ha demostrado como una aproximacién tan eficaz como la HiDAC, con similares tasas
de RC, y menor probabilidad de recaida en algin estudio, como el del grupo
HOVON/SAKK (Léwenberg et al., 2011) por lo que se mantiene su recomendacion
como terapia de intensificacion para este grupo de pacientes, no en vano para el
protocolo PETHEMA LMA 2010 (Miguel Angel Sanz & Moscardo, 2010) el abordaje

terapéutico de estos pacientes consiste en 2 ciclos de HiDAC y concluir con un TAPH.

En lo referente al Alo-TPH, los estudios publicados en la pasada década han
demostrado razonablemente que no procede su realizacién en primera remisién
completa para este grupo de pacientes, por no aportar ventajas en supervivencia
global, tal y como se reconocid en el metaanalisis publicado en 2009 en JAMA (Koreth

et al.,, 2009), mientras que el grupo cooperativo German—Austrian Acute Myeloid
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Leukemia Study Group, demostré que el Alo-TPH no aporta ventaja para el genotipo

NPM1 mutado FLT germinal ni en términos de SLP ni de SG (Schlenk et al., 2008)

De esta manera en el momento actual, y dado que este grupo de pacientes se
caracteriza por marcadores moleculares reproducibles y validados para el seguimiento
de la enfermedad minima residual (Yin et al., 2012), la indicacién de Alo-TPH queda
reservada para aquellos pacientes definidos como de alto riesgo por cualquiera de los
siguientes circunstancias (Jourdan et al., 2013; Kadia, Ravandi, O'Brien, Cortes, &
Kantarjian, 2015):

- Fracaso a la induccion

- LMA CBF con hiperleucocitosis

- Persistencia de enfermedad tras consolidacion o reaparicion de la EMR por

PCR en el seguimiento post tratamiento.

b) pacientes de riesgo intermedio.
Se incluyen en este grupo aquellos pacientes con cariotipo normal y alteraciones no
caracteristicas de los grupos de buen y mal prondstico (Dohner et al., 2010; David

Grimwade & Hills, 2009; Miguel Angel Sanz & Moscardo, 2010).

Tres son los estudios claves que han marcado las directrices a seguir en la terapia post
remision de los pacientes con cariotipos de riesgo intermedio. En el primer lugar, el
estudio publicado en 1994 por Mayer y et al en que compararon tres dosis de
citarabina durante cuatro ciclos post remisién: Dosis de 3 gr/m2 cada 12 por 6 dosis,
400 mgr/m2 cada 12 por 6 dosis, y 1gr/m2 cada 12 horas por 6 dosis, cada uno
administrada por cuatro ciclos. Las conclusiones demostraron una ventaja significativa
para los pacientes que recibieron una dosis total de 72 gr/m2 post remisidon (Mayer et
al., 1994), lo cual comienza a generar una corriente de opinién claramente favorable
hacia el uso de quimioterapia a altas dosis como terapia de consolidacién que se ve
reforzada por el trabajo intergrupos americano publicado en 1998 en el que esta
aproximacion con altas dosis de citarabina es superior a TAPH y Alo-TPH (Cassileth et
al., 1998), como se puede comprobar en la revisién que sobre la LMA publican autores

tan consolidados como Elihu Estey y Hartmut Dohner en The Lancet en 2006, donde
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la opcion del Alo-TPH queda restringida a los pacientes con citogenéticas de mal

prondstico o fracasos a la quimioterapia de induccién (Estey & Déhner, 2006).

Sin embargo, en 2009 se produce la publicaciéon del mayor metaanalisis sobre el papel
del Alo-TPH, donde tras la revision de 24 ensayos clinicos con metodologia prospectiva,
se confirma la ventaja para el Alo-TPH en términos de supervivencia tanto libre de
progresién como global para los pacientes con cariotipos de riesgo intermedio (Koreth

et al., 2009).

Por todo ello, actualmente la recomendacién en pacientes jévenes con donante, es
proceder a Alo-TPH en primera remisidon, pero siempre con la valoracién
individualizada previa de sus comorbilidades y del riesgo de mortalidad asociado al
procedimiento, asi como considerar regimenes de intensidad reducida o fuentes

alternativos de progenitores (Dohner et al., 2010).

En nuestro entorno, el protocolo asistencial del grupo PETHEMA, mantiene como
primera recomendacion la opcion de Alo-TPH y en caso de no disponer de donante,
realizar TAPH con ciclo previo de citarabina a altas dosis (Miguel Angel Sanz &
Moscardo, 2010).
c) pacientes de alto riesgo citogenético.

Se incluyen los pacientes con cariotipos con -5/del(5q), -7/del(7q), abn(3q), 20q, 21q,
17p, t(6;9), t(9;22), cariotipos complejos con 3 0 mas anomalias, aquellos que fracasan
a la induccién, o con FLT3 mutados y NPM1 germinal (David Grimwade & Hills, 2009;
Miguel Angel Sanz & Moscardo, 2010) .

Este grupo de pacientes son especialmente pobres respondedores a la quimioterapia,
por lo que se deben considerar como candidatos para Alo-TPH en primera remisiéon
completa, con un nivel de evidencia bastante alto, no solo por el resultado del
metaanalisis anteriormente citado (Koreth et al., 2009), si no por nueva evidencia
publicada a posteriori de ensayos clinicos prospectivos, tanto de grupos cooperativos
franceses (Hospital et al., 2012) grupo cooperativo Alemdn-austriaco (Schlenk et al.,

2010) o los resultados del ensayo AML12 del MRC britanico, (Alan K. Burnett et al.,
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2010) que muestran superioridad para el Alo-TPH en pacientes de mal prondstico por

citogenética.

Probability of survival
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Figura 2.12 Probabilidad de supervivencia global en dos ensayos clinicos prospectivos para pacientes de
alto riesgo segun procedan a Alo TPH o no. A la izquierda datos de el ensayo francés (Hospital et al., 2012)
y a la derecha datos del grupo Austriaco-aleman (Schlenk et al., 2010)

2.2 Patobiologia de la LMA. Modelo actual de leucemogénesis

2.2.1 Regulacion de la hematopoyesis.

o o 7

2.2.1.1 Vision global de la mielopoyesis.

Definimos como mielopoyesis el proceso mediante el cual se obtienen los elementos
maduros de la serie mieloide a partir de una célula madre pluripotencial (Berliner,

2012).

Estas células con capacidad stem, en el contexto de la hematologia, se definen como
células madres de la hematopoyesis (HSC, en adelante). Definidas mediante técnicas
de citometria, sorting y enriquecimiento de medios de cultivos, de tal manera que es
conocido su fenotipo mediante la combinacion CD34+/CD38-. Son las células que, a
continuacioén, se dividirdn y originaran la célula definida unidad formadora de colonias
mieloide-monocitica-eritroide-magacariocitica (CFU-GEMM) capaz de crear colonias de

granulocitos, monocitos, eritrocitos y megacariocitos y por otro lado la unidad
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formadora de colonias linfoides (CFU-L) de la cual descienden las poblaciones linfoides

(Chute, 2012).

Es importante destacar, que las HSC poseen las caracteristicas que define a todo tipo
de célula madre (Sieff, 2015a):

- Capacidad pluripotencial: a partir de ellas puede surgir cualquier célula de la
hematopoyesis.
- Capacidad de autorrenovacién.
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Figura 2.13 Compartimentos precoces de HSC con su fenotipo caracteristico. Una vez alcanzado el
estadio de CFU, se pierde la capacidad de autorrenovacion. Adaptado de Hoffman 62 Ed 2012.
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Figura 2.14 Vision global de la hematopoyesis. Adaptado de Hoffman 62 Ed 2012.
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Los mecanismos de control de este proceso son extremadamente complejos y se basan
en la interaccién de varios elementos. Los principales protagonistas serian:

a) Factores de transcripcién

b) Factores de crecimiento hematopoyético.

c) Mecanismos epigenéticos

d) MicroRNA.

Globalmente, se han propuestos dos modelos tedricos para explicar cémo se produce
la interaccion entre todos estos factores, que conlleva si una HSC progresa hacia el
siguiente paso de maduracion o si por el contrario inicia el proceso de autor

renovacion (Sieff, 2015a).

En el primer modelo intrinseco o estocastico, este proceso se regula de manera
probabilistica en base a la presencia de factores intrinsecos a las células que determina

la expresién de determinados factores de transcripcion.

El siguiente modelo, conocido como extrinseco, considera que este proceso viene
dominado por la presencia de factores externos que influyen sobre la HSC y modifican
su programa de expresidn génica, confiriendo un papel primordial a los factores de
crecimiento hematopoyéticos que serian los encargados de vehiculizar ese proceso.
Actualmente, existen corrientes de opinién que propugnan un tercer modelo, que

apoya una visién integradora de ambas (Berliner, 2012).

2.2.1.2 Reguladores de la mielopoyesis.

2.2.1.2.1 Factores de Transcripcidon. Genes HOX.

Los FT son por definicion, cualquier proteina necesaria para iniciar el proceso de
transcripcion. Generalmente actuan mediante el reconocimiento de secuencias
especificas de ADN que forman parte de las regiones promotoras de los genes, si bien

en ocasiones pueden existir FT que se unan directamente a la propia RNA polimerasa.

Estas secuencias de ADN a las que se unen los FT suelen ser cortas y altamente

conservadas entre especies y se encuentran dentro de los promotores de los genes.
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Algunos de estos elementos y factores son comunes a varios genes, como por ejemplo

la secuencia contenida en la caja TATA. (Huret, 2012).

El papel de los FT en la mielopoyesis estd bien establecido y se ha podido definir un
grupo relativamente pequeiio de agentes implicados. Ademas, varios de ellos han sido
identificados como elementos claves en la leucemogénesis por su implicacion en

ejemplos concretos de LMA (Sieff, 2015b).

Entre los principales factores implicados en la mielopoyesis, destacan:

a) PU.1
Es un FT perteneciente a la familia Ets. Se ha descrito que actla uniéndose a regiones
promotoras de los genes que codifican para los receptores de G-CSF, de GM-CSF, de

M-CSF, de cadenas ligeras y el CD11b.

En modelos murinos, la ausencia de PU.1 se traduce muerte intra-Utero con ausencia
de monocitos, granulocitos y linfocitos. Ademas, la diferenciacion in vitro de
embriones PU.1 -/- muestra hematopoyesis sin marcadores de madurez, lo cual
sugiere que PU.1 juega un papel clave en los estadios finales de la maduracién
mieloide (Berliner, 2012) (Sieff, 2015b).
b) Familia CEBP

Este conjunto de FT se corresponden a un familia de proteinas con capacidad de unirse
a la secuencia promotora CCAAT (el acronimo CEBP proviene de CCAAT/enhancer

Binding Protein).

Se reconocen varios elementos con importancia crucial en la hematopoyesis aunque
con distintos niveles de expresiéon entre los distintos estadios y compartimentos
celulares. Entre los principales destacan C/EBP-alpha, C/EBP-beta, C/EBP-gamma,
C/EBP-delta y C/EBP-epsilon.

El mas destacado y estudiado es C/EBP-alpha, el cual se ha implicado en el desarrollo

de hepatocitos, adipocitos y la diferenciacién mieloide. Actia como FT uniéndose a
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la region promotora del gen que codifica para el receptor de G-CSF. En modelos
animales (ratones C/EBP-alpha -/-) se aprecia muerte precoz sin presencia de
elementos maduros de la mielopoyesis y sin detectarse niveles de ARNm del receptor
del G-CSF (Sieff, 2015b). Ademas, en colaboracién PU.1, es clave para el desarrollo de
macrofagos a partir de fibroblastos, por lo cual se supone que estos dos FT son
fundamentales en la linea monocitica (Alvarez-Errico, Vento-Tormo, Sieweke, &

Ballestar, 2015).

c) Familia CBF.
Esta familia de FT se relaciona con la transcripcidon de genes claves en la mielopoyesis,
como son los que codifican para la produccién de mieloperoxidasa y elastasa. Ademas

se ha documentado que regula la expresién de PU.1.

Se caracterizan por una estructura de dos subunidades, la primera de unién al ADN
conocida como subunidad alfa, y que puede ser AML1 o RUNX1, y una subunidad Beta

que fortalece la unién y que se denomina CBFp.

Se ha demostrado su papel clave en la mielopoyesis mediante estudios de expresion,
permaneciendo constantemente elevada (en especial RUNX1 y CBFB) a lo largo de
todos los estadios mieloides, pero descendiendo progresivamente en los elementos de
la maduracion eritroide, linfoide y plaquetar hasta ser casi inexistente en las células

maduras de estas series (Marella de Bruijn, 2004).

Otros datos a favor de su importancia son que los modelos murinos CBF -/- mueren
intradtero sin vestigios de hematopoyesis y que las translocaciones que afectan a este
complejo de FT son claves en el proceso de leucemogénesis, como demuestran los

casos de LMA con t(8;21) y con inv 16 (Berliner, 2012) (Sieff, 2015b).
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Figura 2.15 Representacién esquematica del complejo CBF compuesto AML1-CBFbeta
Tomado de http://www.lookfordiagnosis.com

d) Acido retinoico.
El acido retinoico actia como mensajero intracelular mediante la unién a receptores
nucleares, lo cual le permite intervenir sobre la expresién de genes, actuando en la
practica como un factor de transcripcion. Su papel en la hematopoyesis queda
demostrado por dos grupos de evidencias. En primer lugar el déficit de vitamina A se
asocia con déficits hematoldgicos y ,por ultimo, la translocacién que afecta a un grupo
de receptores intranucleares del acido retinoico (llamados RARa, para generar un gen
quimérico PML-RARa) es clave en el proceso de leucemogénesis de la leucemia

promielocitica aguda (Sieff, 2015b).

e) Genes HOX
Los genes HOX son un conjunto de genes, altamente conservados entre especies, que
codifican en mamiferos para un total de 39 FT. Esta claramente establecido su papel
clave durante la embriogénesis y morfogénesis del eje antero posterior. Se agrupan en
cuatro cluster, localizados en cuatro cromosomas diferentes, denominados HOXA
(7p15), HOXB (17q21), HOXC (12q13) y HOXD (2931).1, con expresion variable durante
el desarrollo de cada parte del organismo. Esta hecho esta claramente contrastado en

modelos animales como la Drosophilla melanogaster (RA Alharbi, 2013)
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Figura 2.16 Distribucidn de la expresion de los cluster de genes HOX en relacién a la morfogénesis de
drosophila. Tomado de http://www.molgen.mpg.de/

En la hematopoyesis, los genes HOX se expresan en HSC y demds progenitores con
patrones caracteristicos que varian segun el nivel de maduracion y la linea a la que
estén comprometidos. Se ha documentado la sobreexpresion de 22 de los 39 genes
HOX en células CD34+ de mamiferos, de hecho se ha propuesto una seleccién de linea
entre los distintos cluster de genes HOX. Asi el conjunto de genes HOXA estan mas

expresados en serie mieloide, HOXB en eritroide y HOXC en linfoide (RA Alharbi, 2013).

Por ultimo, hay que recalcar su papel en la leucemogénesis, estudiado a partir de las
LMA con reordenamientos en MLL. Hasta un 10% de las LMA secundarias y un 5% de
las de novo presentan reordenamientos del gen MLL (Slany, 2009) Este gen codifica
para la proteina MLL que se caracteriza por ser un FT que actia como uno de los
principales reguladores positivos de la expresiéon de los genes HOXA, (Méreau &
Schwaller, 2013) Esta regulacion se realiza a través la modificacidn de las histonas que
contienen los genes HOX, de tal manera que MLL es una proteina del tipo histona

metil-tranferasa encargada de la metilacion del residuo H3K4.

Los reordenamientos de MLL, generalmente conducen a la produccion de proteinas de
fusién capaces de activar la replicacién de los genes HOX (en especial HOXA), dando
lugar a la sobreexpresién de estos y la consecuente expansion de la serie mieloide con

blogueo madurativo (Muntean & Hess, 2012).
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Figura 2.17 Representacion esquematica de los principales factores de transcripcion implicados en ha
hematopoyesis y en los pasos en que su papel es primordial. Adaptado de Hoffman 62 Ed 2012.

2.2.1.2.2 Factores de crecimiento hematopoyéticos.
Los factores de crecimiento (FC) son sustancias, la mayoria de naturaleza proteica,

que junto con las hormonas y los neurotransmisores desempefian una importante
funcion en la comunicacién intercelular mediante el control externo del ciclo celular,
induciendo en la célula receptora del estimulo el abandono de la quiescencia (GO) y la

entrada en fase G1 (Sieff, 2015b).

Si bien los estadios mas iniciales de la maduraciéon las células de la hematopoyesis
expresan receptores para multiples citoquinas a medida que van avanzando en el
desarrollo y comprometiéndose hacia una determinada linea va disminuyendo el

numero de receptores.

Ejemplos de receptores de FC son los de G-CSF, TPO, EPO y GM-CSF, pertenecientes a
la familia de los receptores ligados a JAK-STAT. Una vez se ha producido la unién
ligando-receptor se produce el cambio estructural (generalmente homodimerizacién),
lo cual induce la fosforilacion de la quinasa JAK que activa los segundos mensajeros de
la via STAT. Estos acaban pasando al nudcleo donde actian como factores de

transcripcion capaces de iniciar el ciclo celular (Berliner, 2012).

48



Ratt) Ras K
P . STAT
MAP )
< R Ksisa 808 | |
‘MAP2K s 7\ JAK-STAT
Y Pathway
A s smAn”
PI3K-AKT
Pathway
’ M Gene Transcription
—_—

[ANKNKN KN KN ENKN K
Figura 2.18 Esquema general de sefalizacion de los receptores de citoquinas y factores de
crecimiento. Tomado de http://www.sinobiological.com

En conjunto, se podria definir un grupo de FC de accidon temprana (IL-1, IL-3, IL-6,
ligando FLT3, CSF, GM-CSF) con capacidad para estimular los HSC no comprometidas a
linea y un segundo grupo de accién tardia (EPO, TPO, G-CSF, M-CSF, IL-5) con afinidad

para las CFU comprometidas.

Dentro de los de accién temprana, parece ser IL-3 la que muestra especial afinidad
para dirigir HSC hacia CFU-GEMM, asi como GM-CSF muestra una actividad no
restringida a linea mieloide, pudiendo estimular también a CFU-E. Las citoquinas mas
tardias como CSF-G y CSF-M muestran afinidad de linea para los estadios finales de la
maduracion mieloide, de igual manera que TPO y EPO lo hacen para la series plaquetar

y eritroide respectivamente (Kaushansky, 2006).
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Figura 2.19 Representacion esquematica de las principales citoquinas implicadas en los distintos
estadios de la hematopoyesis. Tomado de Hoffman 62 ed 2012.

2.2.1.2.3 Mecanismos epigenéticos. ARN de interferencia (miRNA).

En condiciones normales la mayor parte del ADN en una célula se muestra inaccesible
a la maquinaria transcripcional, en virtud de la estructura terciaria y cuaternaria en la
gue se encuentra empaquetado el ADN. La accesibilidad de determinados genes en un
momento concreto para proceder a su transcripcion no se produce al azar sino que se
encuentra regulado por multiples factores que inciden sobre esta superestructura.
Estos mecanismos de control que influyen en la expresidon genética sin interferir en la

secuencia del ADN es lo que se conoce como epigenética (Chute, 2012).

Los principales mecanismos de regulacidn epigenética incluyen las modificaciones de
las histonas, principalmente mediante introduccidén en regiones concretas de residuos
de grupos acetilos y metilos. Las histonas en las que predomina la acetilacién
favoreceran la expresion de los genes que contienen, mientras que la desacetilacion
implica un perfil de represion de la transcripcién. Los cambios en el perfil de

acetilacién lo realizan enzimas especificas (histonas acetiltransferasa o HAT e histonas

deacetiltransferasas o HDAC).
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Por el contrario la metilacidn influye de una manera mas especifica, pues en funcién de
la posicidon del residuo cambiard el patron de expresién. Por ejemplo la presencia de
un residuo metilo en la lisina 4 de la histona 3 (H3K4me) implica transcripcion abierta,

mientras que la metilacién de H3K27 condiciona un cierre del programa de lectura.

El otro gran mecanismo de control es la metilacién en posicién 5°de la citosina en
regiones de alta repeticidon de pares CpG en la secuencia de ADN (conocidas como islas
CpG) que se sitlan proximas a los promotores (Alvarez, 2014). En situacién basal, la
mayoria de las regiones CpG se encuentran metiladas, pero existen regiones de alta
variabilidad en el patrén de metilacién, denominadas orillas de las islas CpG, y que son

las regiones dianas para intervenir en le regulacion de la expresidn génica.

La maquinaria enzimatica encargada del control de la metilaciéon lo constituyen la
DNMT1, que mantiene el perfil de metilacion existente durante la replicacion celular, y
DNMT3A y DNMT3B que son las encargadas de la metilacion de novo. El proceso de
desmetilacidn se encuentra dirigido por las enzimas TET, en especial TET2 que cataliza

el paso de citosina metilada (5'mC) a 5-hidroxi-metil-citosina (5’hmC).

En lineas generales, se puede asumir que una region con alta incidencia de metilacion
se encuentra cerrada para la transcripcidn genética y que la hidroximetilacion equivale
funcionalmente a la desmetilaciéon de los residuos de citosina (Chedin, 2011; Shih,

Abdel-Wahab, Patel, & Levine, 2012).

Con estos antecedentes, es légico suponer que la regulacién epigenética debe jugar un
papel clave en la hematopoyesis, controlando la expresién de los FT necesarios en

cada momento de la mielopoyesis.

Los trabajos realizados en modelos murinos confirman que enzimas como DNMT3A y
DNMT3B son necesarias para el control de los genes que mantienen activo el
programa de células stem. (Alvarez-Errico et al., 2015) Asi mismo, se ha demostrado
que los patrones de metilacion durante la hematopoyesis no se distribuyen al azar (Ji

et al., 2010) sino que existe un control exquisito de las regiones que muestran
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patrones cambiantes de metilacion y modificaciéon de histonas. De esta manera, “la
diferenciacién celular es un proceso epigenético que requiere programas especificos y
altamente ordenados de modificacion de la metilacién del ADN y modificacién de

histonas”(Issa, 2013).

En general se asume que existe una tendencia progresiva a la hipometilacién a lo largo
de la maduracién, pero con cambios puntuales, probablemente por la necesidad de

silenciar la expresion de genes relacionados con funciones stem.
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Figura 2.20 Representacion esquematica de los cambios en los patrones de metilacion a lo largo de la
mielopoyesis (Alvarez-Errico, et al 2015).

Finalmente, otro nivel de regulacidn de interés creciente, es la constituida por el ARN
de interferencia o microARN. Consiste en pequefios fragmentos de ARN no codificante,
monocatenario que tiene la capacidad de unirse a ARNm circulante con lo que es
capaz de bloquear su traduccién.(Chute, 2012) Si bien se ha demostrado que un
microRNA puede inhibir la expresidon de multiples genes, en los ultimos afios se ha
demostrado la importancia de miR-115, miR-125b, miR-126, miR-130 y miR-223 en el
desarrollo del compartimento mieloide. Sin embargo la tremenda complejidad de
estas redes de control dificulta el desarrollo de un modelo esquematico global de su

papel en la hematopoyesis(MF Alemdehy, 2012).

52



2.2.2 Fisiopatologia y bases moleculares de la LMA.
Desde los trabajos realizados a principios del siglo 20, se ha puesto de relieve la

importancia de los mecanismos que inducen ventaja proliferativa y bloqueo en el

proceso madurativo de la célula tienen en el desarrollo de la LMA (Naegeli, 1934).

Estos datos iniciales, basados en la observacién de los cambios citolégicos, han tenido
una reproducibilidad importante con los hallazgos moleculares y citogenéticos
observados durante las ultimas décadas del siglo 20, documentdndose mutaciones
que sustentaban esa ventaja proliferativa (mutaciones en FLT3 o K-RAS) vy
translocaciones genéticas que explicaban el bloqueo en la maduracién mieloide (PML-

RARa, AML1-ETO...).

De esta manera, a comienzos del siglo 21 se postula como idea dominante un modelo
basado en la cooperacion de dos tipos de mutaciones o alteraciones genéticas:
mutaciones tipo |, encargadas de dar ventaja proliferativa a la clona tumoral y tipo Il,

que interfieren sobre el proceso de maduracién celular.(Gilliland & Griffin, 2002)

Class | Mutations Class Il Mutations
PML/RAR
FLTSTD AML1/ETO
FLT2 D835y CBFB/SMMHC |
M- or K-RAS mutations -
s ! MLL fusions
Confer proliferative andfor Serve primarily to impair
survival advantage, but do not hematopoietic differentiation
affect differentiation and subsequent apoptosis

Rx
eg FLT3 inhibitors

Figura 2.21 Esquema original de Guilliland publicado en 2002 en el que se hace referencia a la
necesidad y cooperacion de dos tipos de eventos genéticos (Guilliland & Griffin, 2002).

Sin embargo, este modelo de doble hit se ha visto superado en los ultimos afios por
el aumento de informacion disponible por la mejora de las técnicas de analisis de
secuencias de ADN y de perfiles de expresion de ARNm, la protedmica, el

descubrimiento de los microARN y la definicién del epigenoma.
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De tal manera que se ha podido definir un perfil de expresién de ARNm caracteristico
para las distintas LMA (Valk et al., 2004) se ha propuesto una clasificaciéon basada en
los hallazgos de protedmica (Kornblau et al., 2009) , por los cambios de expresién de
microRNA, (K. M. z. Guido Marcucci, Michael D. Radmacher, Ramiro Garzon, Clara D.
Bloomfield, 2011) y de perfiles epigenéticos (Cancer Genome Atlas Research, 2013)
que pudieran relacionarse con los distintos subtipos de LMA y aportar  valor

prondstico.

En definitiva, se ha puesto de relieve un panorama muchos mds complejo en el que se
producen interacciones a multiples niveles de la expresién génica, de tal manera que
podemos concluir, citando a J. Chen et al, quienes en 2010 definieron la
leucemogénesis como un proceso en el que estdn implicados algo mas que
mutaciones de genes, y titularon literalmente su articulo como “Leukemogenesis:

more than mutant genes”(Chen, Odenike, & Rowley, 2010).

2.2.2.1 Proceso Secuencial. Evidencia a favor de leucemogénesis como
modelo multi-step.

El modelo de “doble hit” implica que la LMA es la consecuencia de al menos dos

mutaciones o alteraciones genéticas.

Actualmente se asume que este proceso es mucho mas complejo, y que la génesis de
la LMA es consecuencia de multiples hits genéticos que van generando un proceso de
seleccion clonal de tal manera que en el momento del diagnéstico puedan coexistir
varias clonas(Murati et al., 2012). La evidencia a favor de la existencia de multiples hits
genéticos que generan un proceso secuencial es amplia y se basa en los siguientes
aspectos:

a) Modelos animales: Existen multiples modelos de leucemogénesis en los que
se observa que la presencia de una Unica alteracion genética no es capaz de inducir un
fenotipo de LMA. Por ejemplo, Moriya et al, demostraron que la insercién mediante

retrovirus de genes K-ras y MLL-AF10 mutados por separado eran incapaz de inducir
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LMA, sin embargo cuando se insertaba ambas alteraciones simultdneamente se

desarrollaba LMA en un corto periodo de tiempo (Moriya et al., 2012).

Hallazgos similares han sido reproducidos en LMA con alteraciones genéticas bien
definidas, como son la translocacion t (8;21) o la t(15;17) que, a pesar de inducir su
expresion en ratones, precisan de segundos eventos genéticos para desarrollar la

leucemia (Kelly et al., 2002) (Higuchi et al., 2002).

b) LMA secundarias a otras neoplasias mieloides: Aproximadamente un 20% de
las LMA son secundarias a enfermedades hematoldgicas previas, lo que las convierte

en buenos modelos para el estudio de la evolucidn a leucemogénesis.

En 2012, M. Walter, mediante técnicas de secuenciacion masiva en las muestras al
diagnostico de SMD y del momento de su transformacion a LMA secundaria,
describieron los cambios genéticos observados en esta transicion. Como hechos
destacados, encontraron un aumento en el numero de clones y que la progresién
venia dada por la ganancia de nuevas mutaciones en los clones presentes en el

momento del diagnéstico de SMD (Matthew J. Walter, 2012).

c) LMA en recaida: El estudio citogenético convencional ya habia demostrado
gue las LMA en recaida se caracterizaban por la ganancia de nuevos eventos genéticos
(OM Garson, 1989), pero la llegada de las técnicas de secuenciacion masiva ha
permitido profundizar en este campo. Ding et al secuenciaron las muestras al
diagndstico y recaida de una serie de pacientes, observando dos patrones
moleculares distintos en las recaidas. En primer lugar, encontraron pacientes en los
que la recaida provenia del clon mayoritario al diagndstico pero con ganancia de
nuevas mutaciones, y otros en los que la recaida acontecia de un clon minoritario,
pero que durante la evolucion adquiria nuevas mutaciones y se transformaba en el

mayoritario en el momento de la recaida.

En ambos casos, la presencia de nuevas mutaciones es clave para el desarrollo de Ia

recaida clinica de la LMA (Ding et al., 2012).
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d) Secuenciacion masiva al diagndstico: Entre las conclusiones del proyecto The
Cancer Genome Atlas Research Network (TCGA) sobre LMA, se encontré la presencia
de al menos un subclén minoritario al diagndstico en mas de la mitad de los pacientes,

y un maximo de 5 subclones por paciente (Cancer Genome Atlas Research, 2013).

Previamente, investigadores del grupo de Washington describieron la evoluciéon clonal
de LMA. Asi, observaron como una mutacidn que confiere ventaja a una célula HSC
(definidas como driver), era transmitida junto con todas las mutaciones no leucémicas
(“passengers”) a la siguiente progenie. Luego, sucesivos hits genéticos iban afiadiendo
mutaciones de ambos tipos hasta el desarrollo clinico de la enfermedad, en la que se
pueden identificar los distintos subclones cada uno con sus mutaciones drivers y

“passengers” caracteristicas (Welch et al., 2012).

M1 initiating mutations cooperating mutations
(NPT, DNIF2A, 1D, TET2 & others) {FLT2 2nd others)
/ subclone 1
— X —
+

HSPC founding AML\
clone

M3 initiating mutation
{PIIL-RARA)
#:age-dependent passanger mutations pr-axisting in HSPZ:
¥ passenger rutations gained between initiating and cooperating mutations
Z: passenger rmutations gainmed during progression o zubclones

subclone 2

Figura 2.22 Evolucion clonal propuesto por investigadores del grupo de Washington. Donde “X”
define las mutaciones inherentes al proceso de division de toda HSC, al que se van sumando
mutaciones driver que en sucesivas divisiones se iran transmitiendo a los clones con todo el cortejo

3

de mutaciones no leucemogenas, definidas como passengers ( representadas como “X”, Y” 6 “Z”) de
nueva adquisicion (Welch et al., 2012)

e) LMA CBF: Las LMA con reordenamientos del CBF permiten el seguimiento de
los pacientes mediante técnicas de PCR por tratarse de una alteracion genética estable
y considerada imprescindible para el desarrollo del clon leucémico. Sin embargo se ha

demostrado la persistencia del transcrito AML1-ETO en largos supervivientes fuera de
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tratamiento e incluso en pacientes con trasplante alogénico, todos ellos en situacion
en remision completa (Jurlander et al., 1996). Estos hallazgos sugieren que la
presencia del transcrito AML1-ETO, si bien es un evento inicial necesita de otras

lesiones cooperantes para el desarrollo clinico de la LMA.

Igualmente, Wiemels y et al desarrollaron un trabajo en 12 niflos con diagndstico de
LMA CBF con t(8;21) de los cuales se recuperaron muestras al nacimiento.
Consiguieron demostrar la presencia del reordenamiento AML1-ETO en cinco de ellos,
observando periodos de latencia hasta la presentacién clinica de la LMA de 3 a 10
afios, lo cual ahonda en la necesidad de lesiones cooperantes aun a pesar de tratarse

de LMA con lesiones genéticas bien definidas (Wiemels et al., 2002).

f) Hematopoyesis clonal en pacientes ancianos sin evidencia de LMA:
Recientemente dos grupos han demostrado de manera simultdnea la presencia de
mutaciones asociadas a LMA en pacientes ancianos, sin evidencia de neoplasia
hematoldgica activa. Ambos coinciden en que, la frecuencia aumenta con la edad,
observando diferencias significativas incluso entre los segmentos de edad entre 70 y
90 afios, y en que las mutaciones de la maquinaria epigenética y del splicing son las

mas frecuentes.

Estos trabajos ponen en evidencia la presencia de hematopoyesis clonal como lesiones
pre-malignas en poblacion anciana, que aumentan el riesgo de desarrollo de LMA
especialmente cuando se asocian dos o mas lesiones. Este hecho constituye una
prueba de concepto importante a favor de la presencia de mutaciones como DNMT3A,
TET, ASXL1, como lesiones pre leucémicas y de la necesidad de eventos genéticos
sucesivos para el desarrollo de la enfermedad (McKerrell et al., 2015) (Jaiswal et al.,

2014).

En conjunto, y citando a Murati y Welch, ante la evidencia disponible se puede concluir
gue la leucemogénesis es un proceso secuencial donde una serie de mutaciones
iniciales o drivers confieren una ventaja inicial a la HSC sobre la que ha ocurrido este

primer evento y que ya cuenta con una serie de mutaciones no codificantes que
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denominamos “passenger”. Como diana de estas mutaciones drivers se han propuesto
genes como, NPM1, DNMT3a, TET2 y AXL1 entre otros. A continuacién, sucesivos
danos irdn confiriendo nuevas ventajas evolutivas a los clones que iran progresando
con las nuevas mutaciones tanto drivers como “passengers”, hecho que nos permite

identificar los distintos clones que componen la enfermedad. El numero de pasos

necesarios para el desarrollo de la leucemia dependera de las caracteristicas de las
lesiones iniciales y sucesivas, de tal manera que podemos concluir que existen

multiples mecanismos genéticos y multiples vias para establecer el desarrollo de un

cuadro de LMA. (Welch et al., 2012) (Murati et al., 2012)

Initial step  Second step Third step Fourth step

Signaling Miscellaneous ; gg )
1DH1

TF ER
(RUNX1) (BCORL1)
ER Sgnaling
(L) (CBL)

TSG ," Signaling '- Sphcing
(TPs3) . (JAK2) (SUZ12) . (U24F35)
TF : Signaling *  Splicing
(in(18) 3 (NF1) s (sFaBi)

....-.EF.....;.... TF
(NPMT) (CEBPA
Sphecing Signaling TF Splicing
{U2aF1) {MPL) (ETVE) (SRSF2)

Figura 2.23 Esquema de leucemogénesis modificado del propuesto por Murati. Tras una primera
lesion que confiere ventaja a la HSC se van afnadiendo sucesivos eventos genéticos hasta el desarrollo
clinico de la LMA. Este modelo permite explicar tanto la evolucién secuencial como policlonal, y en
especial la heterogeneidad bioldgica y clinica de la LMA. Se observa como la LMA seiialada en rojo,
se asocia con otros dos subclones que no han desarrollado LMA y el modelo verde, con otro subclon

(Murati et al., 2012).
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Es importante remarcar que estos modelos de evolucion secuencial estan fuertemente
validadas fuera de la hematologia, con abundante evidencia a su favor en el contexto
de neoplasias de érgano sélido, como por ejemplo el cancer colorrectal, donde
existen publicaciones desde hace mas de 30 afios (Vogelstein et al.,, 1988).
Recientemente, investigadores britanicos han ido un paso mas allad al demostrar con
solidez el concepto de heterogeneidad tumoral, mediante la demostracién de la
coexistencia en un mismo paciente y en la misma neoplasia de distintos clones

tumorales (Gerlinger et al., 2012).

2.2.2.2 Mutaciones en LMA

Ante la gran variedad de mutaciones descritas en la LMA, se seguird la clasificacion
propuesta por el TCGA (Cancer Genome Atlas Research, 2013) con la intencién de
favorecer un desarrollo lo mas diddctico y de reconocer la importancia que ha
supuesto en el avance de la génesis de la LMA. Esta clasificacién destaca la presencia
de una media 13 mutaciones en secuencias codificantes por paciente y pone de
manifiesto la necesidad de multiples hits genéticos para el desarrollo de la

leucemogénesis.

2.2.2.2.1 Mutaciones en NPM1.

En el aflo 2005 autores del grupo GIMEMA describieron por primera vez la presencia
de la mutacién de esta fosfoproteina que funciona de lanzadera intracelular entre
nucleo y citoplasma en LMA. En este trabajo inicial, la frecuencia fue del 35% con
fuerte asociacién con cariotipo normal y LMA de novo (Falini et al., 2005). Trabajos
posteriores, como el citado del TGCA, situan la frecuencia entre el 30-35% de los casos
y confirman esa fuerte asociacion con cariotipo normal (Cancer Genome Atlas

Research, 2013).

Su funcidn se relaciona con la prevencion de la agregacion de proteinas nucleolares y
la regulacién del gen supresor tumoral TP53 a través de p19ARF, localizdndose en
condiciones fisioldgicas a nivel nucleolar. La mutacion de NPM1 implica el acumulo de

la proteina a nivel citoplasmatico lo que, junto a que sea excluyente con las
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mutaciones TP53, apoyan a que esta sea la via (interfiriendo en el mecanismo de
apoptosis via ARF mediada por P53) por la que interviene en el desarrollo de la

leucemia(Michael Andreeff, 2012).

Actualmente se cree que la mutacion NPM1 es un evento de alto poder leucemégeno
de aparicion precoz en el desarrollo de la LMA. Esto se apoya principalmente en dos
observaciones bioldgicas. En primer lugar, en estudios en poblacion anciana sin datos
de hemopatia activa, en los que se objetivan datos de hematopoyesis clonal con
presencia de mutaciones pre-leucémicas como DNMT3A o TET2, pero en los que no se
encontraron individuos sanos con NMP1 mutado (Jaiswal et al., 2014; McKerrell et al.,
2015). Y por otro lado, en su alta estabilidad en los pacientes secuenciados en el
momento de la recaida de tal manera que, cuando esta presente al diagndstico de la
LMA, la clona responsable de la recaida conserva la mutacién en NPM1 en mas del

90% de los casos (Kronke et al., 2013).

Ademas, es conocido su papel como factor prondstico, asocidndose a mayor
qguimiosensibilidad de tal manera que actualmente los pacientes con cariotipo normal
y presencia de NPM1 mutado, no son considerados para Alo-TPH en primera remisién
por disponer de similares probabilidades de supervivencia con intensificacién con

quimioterapia que con trasplante, de aproximadamente 40% a los 5 afios, (Schlenk et

al., 2008)
2 Acquired at
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Figura 2.24 Grafico tomado de Kronke et al, en el que se muestra la estabilidad de las mutaciones en
NPM1 y DNMT3A al diagndstico (D) y recaida (R) y como por el contrario FLT3 es un evento secundario
que se puede perder o adquirir en las recaidas (Kronke et al., 2013)
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2.2.2.2.2 Factores de transcripcion: fusiones y mutaciones.

En el estudio del TGCA se describieron hasta 71 fusiones de genes, en los que
mayoritariamente estaban implicados factores de transcripcidn (FT), seguidos por los
reordenamientos de MLL. Ademas de estos reordenamientos, se demostraron
mutaciones que afectaban a regiones codificantes de FT como CEBPA o RUNX1,y se
objetivd que los diversos eventos genéticos para FT eran excluyentes entre si (Cancer
Genome Atlas Research, 2013). Las principales alteraciones genéticas referidas a FT de

la mielopoyesis son las siguientes:

a) Reordenamientos Core Binding Factor (CBF)
En global, representan hasta un 15% de las LMA (Michael Andreeff, 2012) y se

caracterizan por su relativo buen prondstico.

Las translocaciones mas frecuentes son, con mucho, la t(8;21) AML1/ETO vy la
inv(16)(p13922) CBFb/MYH11. Los reordenamientos de estos genes con estos y otros
“partners”, dan lugar a proteinas quiméricas que alteran el complejo CBF y resultan en
graves consecuencias en el programa de transcripcion de la mielopoyesis, de tal
manera que las LMA con t (8;21) AML1/ETO, inv(16)(p13g22) o mutaciones de CEBPA
se caracterizan por tener un perfil de expresién de genes propio y caracteristico y que

les distingue de otras LMA (Valk et al., 2004).

Otras translocaciones que afectan a componentes del CBF, pero no definidos dentro
del subgrupo de LMA de buen prondstico seria los reordenamientos t(12;21) TEL-

AML1 o t(3;21) EVI1-AML1.

b) Mutaciones en factores de transcripcion.
Los mas conocidos son las mutaciones que afecta a la secuencia de RUNX1

(AML1) y CEBPA.

RUNX1 es la subunidad a del CBF también denominada AML1. En modelos animales, el
desarrollo de mutaciones en AML1 inactivantes producen un fenotipo similar al

observado en la translocacion AML1-ETO, (Huang et al., 2003) hallazgo corroborado
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por el hecho de que son mutuamente excluyentes . Su frecuencia global en LMA de
novo es baja, por debajo del 5% y no se ha podido aclarar su papel prondstico (Cancer

Genome Atlas Research, 2013).

El gen CEBPA codifica para un FT clave para la diferenciacién mieloide. Su mutacion se
ha descrito con una frecuencia de entre el 10-15% de los pacientes con LMA y cariotipo
normal. Esta mutacidn origina un transcrito incompleto con resultado de pérdida de
funcién que, segun estudios en modelos animales, se traduce en una ventaja
proliferativa del componente mieloide con fenotipos que remedan a sindromes
mieloproliferativos (Porse et al., 2005) y perdida de la capacidad de autor renovacién

de las células HSC (Hasemann et al., 2014).

2.2.2.2.3 Maquinaria epigenética del ADN. Genes de metilacidony
modificadores cromatina.

Desde hace afios existe una evidencia creciente a favor del papel fundamental que las
mutaciones que codifican para la maquinaria enzimatica que controla la expresion
epigenética en el desarrollo de las neoplasias mieloides, tanto de LMA como

sindromes mielodisplasicos y mieloproliferativos (Shih et al., 2012).

Los resultados de estudios de secuenciacion masiva del TCGA han confirmado estos
hallazgos y han estimado en un 44% de mutaciones y eventos genéticos relacionados
con la metilacién del ADN, centrada en los genes DNMT3A, DNMT3B, DNMT1, IDH1,
IDH2, TET1 y TET2.

Ademas, se observaron alteraciones en el 30% de la serie en genes encargados de la
modificacion de la cromatina, especialmente MLL, EZH2 y ASXL1 (Cancer Genome

Atlas Research, 2013).

a) Mutaciones en genes que regulan metilacion de ADN.
Destacan las mutaciones de los genes que codifican para la familia de las
metiltransferasas (constituida por la DMINT3A, DNMT3B, encargadas de la metilacién

de novo y la DNMT1, de transmitir las marcas epigenéticas en la divisién celular) (Goll
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& Bestor, 2005) y, por otra parte, de TET2 que es la encargada de la retirada de estas
marcas mediante la hidroximetilacion y de sus reguladores metabdlicos IDH1/2

(Schoofs, Berdel, & Muller-Tidow, 2014).

La presencia de mutaciones en DNMT3A fue descrita en 2010 por Ley et al,(Ley et al.,
2010) vy se caracteriza por el desarrollo de una proteina truncada, generalmente por
mutaciones de cambios de lectura, cuya alteracion mas frecuente, la R882, condiciona
una pérdida de la capacidad de uniéon al ADN, que se traduce en modelos in vitro a una
menor metilacion del ADN. Sin embargo en modelos in vivo esto no ha podido ser
reproducido, aunque se asume una situacion de hipometilacidon selectiva, y por lo
tanto silenciamiento de determinados genes que participan en el mantenimiento del

fenotipo stem de las HSC (Schoofs et al., 2014).

En general se asume una frecuencia aproximada del 20% de las LMA, y parecen tener
un impacto prondstico negativo aunque estos hallazgos requieren de valoracién
prospectiva y no han sido incluidos en las guias clinicas asistenciales para la asignacién

de riesgo biolégico de los pacientes (Thol et al., 2011).

Por el contrario las mutaciones en DNMT1 y DNMT3B son extraordinariamente

infrecuentes en neoplasias mieloides, con una incidencia en LMA <1% (Chedin, 2011).

Por su parte las enzimas del grupo TET son enzimas dependientes de hierro y a-
ketoglutarato que catalizan la conversion de 5 metilcitosina (5-mC) a 5-
hidroximetilcitosina (5-hmC), lo que equivale funcionalmente a las pérdidas de las

marcas de metilaciéon (Alvarez, 2014).

Los estudios de secuenciacién masiva han puesto de manifiesto que la incidencia de
mutaciones de TET1 es menor al 1%, mientras que la frecuencia de alteraciones

genéticas en la otra isoforma, TET2 oscila entre el 7-23 % (Schoofs et al., 2014).

Las mutaciones de TET2 condicionan una proteina con pérdida de funcién, lo cual
implica una disminucién global de 5-hmC y un aumento de la hipermetilacién del ADN.

Sin embargo, estos hallazgos reportados inicialmente en LMA, no han podido de
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reproducidos en otras neoplasias mieloides con mutaciones en TET2 como SMD NMP.
Es por esto por lo que en la actualidad no se puede asumir que las mutaciones de TET2
condicionen una hipermetilacion global del ADN, de igual manera que las de DNTM3A
tampoco condicionan una hipometilacién general. Se asume por tanto, que
condicionan cambios en las marcas de metilacion de determinados genes implicados

en la hematopoyesis (Chen et al., 2010; Schoofs et al., 2014; Shih et al., 2012).

Por ultimo, se deben mencionar las mutaciones en los reguladores metabdlicos de las
enzimas TET, las enzimas IDH 1 e IDH2, que forman parte del ciclo de Krebs en el que
se encargan del paso del metabolito isocitrato a a-ketoglutarato (a-KG), producen un

patrén similar de metilacion del ADN a las de TET2.

Los reguladores metabdlicos de TET2, constan de dos isoformas, IDH1 de localizacion
citoplasmatica e IDH2 mitocondrial. Se han identificado mutaciones de IDH1 de forma
recurrente en distintos tumores de érgano sdélido, como glioblastomas o cdncer
colorrectal (Cohen, Holmen, & Colman, 2013). En el contexto de LMA fueron
inicialmente descubiertas en IDH1 y a continuacidn se observaron en IDH2 con una
frecuencia algo mas elevada, y que oscila en LMA de cariotipo normal entre 7-8%

segln las series consultadas (Marcucci et al., 2010).

Las mutaciones son generalmente heterocigotas y la consecuencia de estos cambios es
una ganancia de nueva funcién (mutacién neomorfica ) en la que se convierte el a-KG,
necesario para el funcionamiento de TET2, en 2-Hidroxiglutarato (2-HG), de tal manera
que en pacientes con LMA y mutacién en IDH1/2 es posible identificar aumentos en los

niveles séricos de de 2-HG (Ward et al., 2010).

La consecuencia funcional se cree que es una pérdida del poder de desmetilacion
enzimatica del ADN, probablemente por pérdida de los metabolitos necesarios para el

correcto funcionamiento de la hidroximetilacién de TET (Figueroa et al., 2010).

Esta correlacién funcional entre TET2 y las enzimas IDH se ve reforzado por dos

hallazgos. En primer lugar, el TGCA ha puesto de manifiesto que las mutaciones entre
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ambas son excluyentes entre si (Cancer Genome Atlas Research, 2013) vy en segundo
lugar , estudios de patrones de metilacion muestran que las mutaciones de ambos
genes muestran un perfil de metilacién del ADN similar, caracterizada por la
hipermetilacién global de regiones promotoras. Es por esto que, citando a Ross Levine
“las mutaciones de IDH1/2 y TET2 constituyen un nuevo grupo funcional mutacional en

LMA” (Shih et al., 2012).

b) Mutaciones en genes modificadores de histonas.

Los cambios en la expresion de genes motivados por los cambios estructurales
en la configuracién de las histonas son claves para el correcto desarrollo de una
hematopoyesis sana (Chen et al., 2010). En los estudios de secuenciacién masiva se
han identificado dos grupos de eventos: las alteraciones en MLL, y por el otro las que

afectan al complejo Polycomb, en especial PRC2.

1. Alteraciones en MLL
La proteina MLL forma parte de un complejo con actividad histona metiltransferasa,
encargado de mantener la transcripcién del locus de genes HOX mediante control
epigenético a través de de la metilacion del residuo de lisina 4 en la histona 3 (H3K4),
gue condiciona un cambio estructural en la histona que se asocia con actividad
transcripcional. El gen se encuentra localizado en el cromosoma 11 regién q23.(Zhang,

Chen, Yan, & Huang, 2012)

Las leucemias con alteraciones en MLL representan hasta el 85 % de las LMA

infantiles y aproximadamente el 10% de las LMA de adultos.

El principal mecanismo genético es el reordenamiento con otro gen, que producen una
translocacién balanceada entre la regidn amino terminal de MLL con la regién C-

Ill

terminal del “partner” habiéndose identificado mas de 100 posibles combinaciones, y
por otro, las mutaciones en tdndem de extremo N-Terminal (MLL-PTD) (Muntean &

Hess, 2012).
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Figura 2.25 Representacion esquematica de la estructura de MLL y del punto de corte de algunos de
los principales reordenamientos conocidos (Muntean & Hess, 2012).

El gran nimero de genes acompanantes con los que se puede reordenar MLL hace
dificil definir una funcién comun, de manera esquematica, se asume que se pierde la
capacidad de catalizar la metilacion de H3K4, pero con aumento de actividad de otro
de los componentes del complejo, en concreto la proteina DotlL que aumenta su
actividad de dimetilacion de H3K79 que se asocia a aumento de la actividad

transcripcional del locus de genes HOXA (Zhang et al., 2012).
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Figura 2.26 Consecuencia de las fusiones de MLL y aumento actividad BRD4 y de poder de
dimetilacion de DOT1L (Zhang, Chen, Yan, & Huang, 2012).
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La importancia funcional que tienen estos reordenamientos, se aprecia en el hecho
que este grupo de LMA es la que necesita menor nimero de mutaciones cooperantes,
solo una media de 2,09 mutaciones ademads de la alteracién de MLL (Cancer Genome
Atlas Research, 2013). Ademds las translocaciones de MLL son especialmente
frecuentes en LMA secundarias a quimioterapia, da idea de la potencia leucemdgena

de las alteraciones de este complejo enzimatico.

2. Mutaciones en EZH2 y ASXL1
Ambas enzimas forman parte del conjunto de proteinas Polycomb (PcG) encargados
de actuar como represores de la transcripcion mediante la induccién de cambios en la
estructura de las histonas. PcG se encuentra altamente conservado en mamiferos y se
organiza a través de dos complejos enzimatico conocidos como PRC1 y PRC2, siendo
este ultimo el de papel y funcién mejor conocida especialmente en el contexto de la
mielopoyesis y las hemopatias malignas. Esta constituido por cuatro miembros
principales: EZH1 o EZH2, EED, SUZ12 y JARID12, mientras que ASXL1 es responsable
del reclutamiento y estabilizacion de estos cuatro componentes del complejo

(Margueron & Reinberg, 2011).

La funcion de EZH2 a nivel molecular se realiza a través de su actividad
metiltransferasa sobre el residuo H3K27, en concreto cataliza la trimetilacion de dicho
residuo, tras lo cual se producen cambios estructurales con condensacién de la

cromatina que conducen al silenciamiento transcripcional.

La frecuencia de las mutaciones de EZH2 en hemopatias malignas es variable, pues
oscila entre el 7 y el 20% en neoplasias linfoides del centro germinal, en donde
acontecen mutaciones con ganancia de funcién (Kahn, 2013), mientras que en el
contexto de neoplasias mieloides la frecuencia muestra un patron distinto. Asi en LMA
secundarias a neoplasias mieloproliferativas, se observa en aproximadamente entre 8-

12%, mientras que en LMA de novo, baja hasta el 2-3 % de los casos (Shih et al., 2012) .

Los estudios in vitro han demostrado que estas mutaciones en el contexto de

neoplasias mieloides confieren perdida de funcién, por lo que se asume que esto
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conduciria a una situacion de aumento de la transcripcion de los genes implicados,
entre los que se ha demostrado que la perdida de expresién de EZH2 implica un

aumento de la del cluster HOXA9 (Kahn, 2013).

Suz13EeD)

EZH2

ASXLN
WT

Transcription

1 @
/-*>6%Qn€3 OFF

Transcrption

K27 ON
/

A

Figura 2.27 Representacion esquematica y funcional del complejo PRC2 y ASXL1 y sus implicaciones
funcionales en la transcripcién génica. Arriba situacion en condiciones fisiolégicas, y abajo con pérdida
de funcion del reclutador ASXL1 Modificado de Sara Alvarez:”Epigenética en LMA” Congreso Nacional
SEHH 2014

Por su parte, ASXL1, se encuentra mutado en LMA en aproximadamente en un 5% de
los casos, y de igual manera a EZH2 también se encuentra mutado con frecuencias
entre el 5-25% en otras neoplasias mieloides como SMD, NMP o SMD/NMP. (Shih et
al., 2012).

La funcidn fisiolégica de ASXL1 es la de reclutar y estabilizar el complejo PRC2 para que
lleve a cabo su funcién. Sin embargo, parece menos claro las consecuencias
funcionales de las mutaciones, estando descritas, tanto como para pérdida como para
ganancia de funcidn, si bien en el contexto de neoplasias mieloides se han relacionado
con mas frecuencia los eventos que conducen a una situacién de pérdida de actividad

(Alvarez-Errico et al., 2015; Shih et al., 2012).
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2.2.2.2.4 Supresores tumorales.

La presencia de mutaciones en los mecanismos celulares de muerte celular, tanto en
respuesta a situaciones externas como internas de la célula esta bien establecida como
uno de las vias bdsicas de oncogénesis. Ya en el aflo 2000, Hanahan y Weinberg,
consideraron que toda célula tumoral deberia desarrollar capacidades para evadir la
apoptosis y ser resistentes las sefiales exdgenas de inhibicion del crecimiento, de tal
manera que, en su opinidn eran dos de las seis capacidades bdsicas que permitian a la

célula tumoral desarrollarse (Douglas Hanahan, 2000).

En general, estas funciones son realizadas por los genes supresores tumorales, en
especial TP53 o RB que actuan como integradores de toda una red de sefiales, tanto
externas como internas de la célula y la traducen a los puntos de control del ciclo
celular encargados de activar las vias de muerte celular programada con el fin de
minimizar los errores genéticos que puedan conducir al desarrollo del cadncer u otras

enfermedades (Arnold Levine, 2004).

En el contexto de LMA, el trabajo del TCGA, ha confirmado la presencia de mutaciones
en varios genes supresores tumorales, en especial TP53, WT1 y PHF6. A continuacién

se describen las principales caracteristicas de las mutaciones de TP53 y WT1.

a) Mutaciones en TP53

El gen TP53 es el mas frecuentemente mutado en tumores humanos con
frecuencias que alcanzan el 50% de los casos en tumores digestivos como eséfago
(Vogelstein, Lane, & Levine, 2000), Esto es debido al papel clave de TP53 en el control
de ciclo celular en respuesta a situaciones de estrés celular como dano al ADN siendo
capaz de activar una series de vias intracelulares que conducen a la parada del ciclo
celular, activar los mecanismos de reparacion ADN, vy en ultima instancia si fuera

preciso, inducir la apoptosis celular (Soussi, 2012).

El gen se encuentra alojado en el brazo corto del cromosoma 17 (17p13.1) y codifica
para una proteina con cinco regiones siendo la seccién central de unién al ADN dénde

se concentran la mayoria de las mutaciones (80%) (Vogelstein et al., 2000).
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En el contexto de la LMA, las mutaciones en TP53 tiene una frecuencia que oscila entre
el 5-8% segun series (Cancer Genome Atlas Research, 2013), con clara asociacién con
citogenéticas de mal prondstico (Zhao et al., 2010), por lo que no es de sorprender el
impacto prondstico negativo que muestra en la supervivencia de los pacientes (Frank

G. Rucker et al., 2012)

b) Mutaciones en WT1.
El gen del WT1 se encuentra alojado en el cromosoma 11p13 y codifica para una
proteina con estructura en dedos de Zn, que se considera con funcién de FT. En el
contexto de la hematopoyesis se asume que tiene un funcidn de supresor tumoral, con
capacidad de controlar el ciclo celular, por lo que en LMA, sus mutaciones se han
considerado que son de pérdida de funcidn en base a los altos niveles de ARNm

observados (Yang, Han, Saurez Saiz, & Minden, 2007).

La frecuencia de mutaciones en LMA es baja, entre 5-10% (Hou et al., 2010) y se
consideran en general de mal prondstico. A pesar de esta baja frecuencia, parecen
mostrar un patron mutuamente excluyente con mutaciones en otros supresores

tumorales (Cancer Genome Atlas Research, 2013).

En la actualidad, es campo activo de investigaciéon el estudio de los niveles de
expresion de WT1 por su potencial como marcador prondstico tras la quimioterapia de

induccion (Buccisano et al., 2012; David Grimwade & Hills, 2009).

2.2.2.2.5 Mutaciones en genes de vias seializacion celular.

Desde que en la década pasada se postuld la teoria de los eventos tipo | y tipo Il se
reconocia que era obligatorio la presencia de mutaciones en las vias de sefializacién
celular para el desarrollo de la LMA (Gilliland & Griffin, 2002). En la actualidad los
estudios de secuenciacion masiva han puesto de manifiesto que sélo entre 50 y el 60%
de los casos muestran mutaciones en alguno de los elementos de estas vias de

sefalizacion celular.
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A pesar de ello, contintan siendo el grupo mas frecuentemente mutado, si bien son
multiples los genes afectados en este grupo. Entre los mas importantes por su

frecuencia destacan FLT3, KIT y KRAS/NRAS (Cancer Genome Atlas Research, 2013).

Las vias de seiializacién celular ligadas a estimulos externos, estan bien establecidas
como elemento etioldgico en la oncologia molecular y constituyen vias moleculares
bien definidas, pero con multiples redundancias que hacen dificil su control
farmacoldgico. Las alteraciones las podemos encontrar a nivel de cantidad de ligando,
alteraciones estructurales de receptores o lesiones que configuran ganancia o pérdida
de funcién en segundos mensajeros, o traductores de la seifal intracelular. Con
diferencia, el efecto genético mas frecuentemente alterado son las mutaciones en los

efectores situados debajo de los receptores (Hanahan & Weinberg, 2011).

A modo de resumen, podriamos identificar como principales vias intracelulares en la
hematopoyesis mieloide las siguientes (Grafone et al., 2012; Hanahan & Weinberg,
2011; Krause & Van Etten, 2005):

- La via RAS: Que a través de segundos mensajeros como Raf-MEK y las MAP
quinasas puede llegar a inducir el paso nuclear de Myc y traducir el estimulo de
proliferacién celular.

- La via JAK-STAT. Muy vinculada a receptores de la hematopoyesis como TPO y
EPO, y que traducen estimulos de proliferacién celular

- La via PI3K-AKT. Que a través del estimulo sobre mTOR puede inducir
supervivencia celular.

- La via de IKB- NFkP. capaz de actuar sobre la apoptosis.

Los resultados del TCGA mostraron una frecuencia de mutaciones en FLT3 similar a la
descrita en la bibliografia, de aproximadamente el 35% en pacientes con cariotipo
normal, de aproximadamente el 5 % en KIT y del 10% para NRAS/KRAS. Sin embargo, lo
mas relevante, fue el hecho de que muchas de estas mutaciones fueron excluyentes
entre si, lo cual da pie a establecer que solo es preciso una mutacién en este conjunto

de genes para el desarrollo de la LMA (Cancer Genome Atlas Research, 2013)
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Figura 2.28 Vias moleculares relacionadas con FLT3 ligando. A pesar
representacion esquematica con fines didacticos se aprecian las interconexiones y redundancias de las

vias por debajo del receptor (Grafone, Palmisano, Nicci, & Storti, 2012).

de tratarse de una

2.2.2.2.6 Mutaciones en la maquinaria de splicing.
La presencia de mutaciones en la maquinaria genética encargada del splicing,

constituida por ocho elementos (SF3B1, SRSF2, U2AF35, ZRSR2, U2AF65, SF1, SF3Al y
PRPF40B) fue inicialmente puesta de manifiesto en los pacientes con SMD, en especial

en las formas con sideroblastos en anillo donde la mutaciéon de SF3B1, se posiciona

como un criterio diagndstico cada vez con mayor peso.

Algunos grupos han descrito una incidencia global de mutaciones en este grupo del
27% en pacientes con LMA secundaria a SMD (Dolnik et al., 2012), pero a través de los

trabajos de secuenciacién masiva se ha puesto de manifiesto que en pacientes con

LMA de novo también pueden existir mutaciones en este grupo de genes, con

incidencias globales que oscila entre el 15% del trabajo TCGA y el 7% de otros grupos

(Cancer Genome Atlas Research, 2013; Taskesen et al., 2014).
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En la actualidad es dificil conocer el impacto prondstico de estas lesiones, pero lo es
aun mas intuir el impacto funcional en el desarrollo de la leucemogénesis de estas
mutaciones que afectan al proceso de maduracién del ARNm, con lo que se pueden
producir multiples formas de transcritos alternativos o desarrollo de proteinas
truncadas, con ganancia o pérdidas de funcion (Visconte, Makishima, Maciejewski, &

Tiu, 2012).

2.2.2.2.7 Mutaciones en el complejo de la cohesina.

La cohesina es un complejo de proteinasinvolucrado en la separacion de
las cromatidas, y de mediar su unidn en la metafase. Es pues uno de los complejos
proteicos responsables de mantener la estructura de los cromosomas, y su estructura
consta de dos proteinas de gran tamafio, SMC1A y SMC3, encargadas de dar
estabilidad estructural a las cromatidas y de otras dos proteinas STAG1/STAG2, con

funcién de adaptar el complejo (Thota et al., 2014).

Dado esta funcion de estabilizar cromatidas durante la mitosis, se ha postulado su
relacién con cariotipos complejos e inestabilidad cromosémica. Sin embargo, los
trabajos mas sélidos hasta la fecha han descartado esta asociacion, por lo que en la
actualidad su mecanismo de accién en la leucemogénesis continua siendo
desconocido, si bien parece juegan un papel en la evolucién clonal, siendo mas
frecuentes en las recaidas que en el momento del diagndstico, por lo que se les postula

como lesiones cooperantes, mas que iniciadoras (Thol et al., 2014; Thota et al., 2014).

2.3 Sobreexpresion de genes en LMA. Utilidad de la sobreexpresion
de genes en el manejo clinico de LMA. Arrays de expresiony
clasificacion. Los genes MN1 y BAALC.

2.3.1 Expresion de genes. Técnicas de estudio en ARNm

El dogma central de la biologia molecular propuesto por Francis Crick en 1970 asume
gue existe unidireccionalidad en la expresion de la informacién contenida en los genes,
es decir, el ADN es transcrito a ARN mensajero (ARNm) (transcripcion) y que éste es

traducido a proteina (traduccién), elemento que finalmente realiza la accidn celular. El
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dogma también postula que sdlo el ADN puede duplicarse y, por tanto transmitir la

informacién genética a la descendencia (Crick, 1970).

Por tanto el estudio de la expresion de un gen se realiza a partir de la cuantificacion del
numero de copias de ARNm presentes en un momento concreto. Esta idea, es valida si
seguimos el dogma propuesto por F. Crick, sin embargo, no tiene en cuenta muchas
otras variables bioldgicas que hoy en dia sabemos presentes y que influyen tanto en el
proceso de transcripcion, como la presencia del ARN de interferencia, como posterior
a la traduccidn, con modificaciones estructurales de las proteinas llevadas a cabo en
organelas como el érgano de Golgi y que acaban induciendo cambios en la funcion de

la proteina (D.L. Nelson, 2014).

Si bien esta extendido el concepto de genoma humano, no cabe hablar de
transcriptoma humano, ya que dentro de un mismo individuo cada tejido va a tener
un perfil de expresidn caracteristico que incluso puede cambiar en virtud del momento

y de la situacion funcional.

Las técnicas que disponemos para el estudio las podemos agrupar en dos tipos.
- Técnicas basadas en la tecnologia de la reaccidén en cadena de la polimerasa
(qPCR).

- Técnicas de arrays masivos basados en hibridacién en placa (microarrays).

En lineas generales se asume que el estudio basado en arrays es valido para analisis de
la situacidn transcripcional completa de una célula o tejido en un momento concreto
por su capacidad de analizar la expresion de cientos o incluso miles de genes, de tal
manera que con las técnicas actuales se ha introducido el concepto de “Gene
Expression Profile” (GEP), mientras que las técnicas de cuantificacion por gPCR,
permiten estudiar de manera individualizada la expresion de un gen concreto, por lo
gue se recomiendan como validas para la confirmacion de los hallazgos obtenidos

previamente por GEP.
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Es importante también remarcar otras diferencias practicas. En la actualidad los
estudios de GEP estan basados en plataformas comerciales lo que ha permitido
disponer de técnicas estandarizadas, posibilitando trabajar con valores reproducibles
lo que facilita contrastar y comparar resultados entre distintos laboratorios e incluso
entre distintas plataformas comerciales (Bacher, Kohlmann, & Haferlach, 2009). Sin
embargo en la tecnologia de gPCR la definicién de un valor estandar de niveles de
expresion es mas compleja y requiere de esfuerzos de coordinacion entre los
laboratorios implicados como por ejemplo ha sido el trabajo cooperativo internacional
por desarrollar un modelo de cuantificacion de los transcritos de BCR-ABL para el

diagnodstico y seguimiento de la Leucemia mieloide crénica (Mller et al., 2007).

2.3.2 Perfiles de expresion: Gene Expression Profile (GEP) en LMA

Los primeros trabajos en los que se demostré la potencial utilidad de GEP en pacientes
con neoplasias, y en concreto en leucemias agudas fue publicado en 1999 por Golub
et al quienes con un set inicial de 38 muestras de pacientes con LMA (11) y LLA (27)
tras aplicar un array con mds de 6800 genes fueron capaces de clasificar
correctamente las 38 muestras como LLA y LMA usando sélo 50 genes. En sus
conclusiones estos autores postulan por primera vez “es posible clasificar un cdncer
basandonos exclusivamente en su perfil de expresién” (T. R. Golub, M. Gaasenbeek, J.

R. Downing, & Lander, 1999).

En afos sucesivos han ido saliendo numerosas publicaciones en los que se profundiza
en la utilidad de los GEP en LMA, pero a modo de resumen esta tecnologia ha
conseguido dos grandes objetivos (Bacher et al., 2009):

a) Clasificacion morfoldgica

Desde el estudio inicial de Golub, los trabajos publicados con las distintas plataformas
disponibles en el mercado han ido mejorando su capacidad de demostrar

correspondencia con los subtipos morfoldgicos y genéticos de LMA.
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El mejor ejemplo de la capacidad diagndstica de estas técnicas fue disefiado por un
grupo cooperativo internacional Microarray Innovations in Leukemia (MILE) donde 11
laboratorios de diferentes paises analizaron mas de 3000 muestras de pacientes con
distintos tipos de leucemias, alcanzando un elevado grado de concordancia para el
grupo morfolégico de las Leucemias Agudas (sensibilidad del 95,6% y una
especificidad del 99,8 %), por lo que se concluyen que “los perfiles de expresion génica
(GEP) son una tecnologia robusta para el diagndstico de neoplasias malignas

hematoldgicas” (T. Haferlach et al., 2010).

Esta fiabilidad a la hora de clasificar correctamente las LMA segln su grupo
morfoldgico, también se ha conseguido para las algunas de las principales alteraciones
citogenéticas recurrentes en la LMA, pero casi exclusivamente referidos a los
cariotipos de buen prondstico tipo CBF, t(15;17) y mutaciones de CEBPA, No obstante,
es especialmente poco fiable para FLT3, RAS, y alteraciones citogenéticas recurrentes

como las alteraciones del 3q, -5, -7 y cariotipos complejos (Verhaak et al., 2009).

b) Clasificacidon prondstica.

En el afo 2004 el New England Journal of Medicine publicé simultaneamente dos
trabajos basados en estudio de GEP en pacientes con LMA de similar metodologia y

conclusiones.

Los estudios fueron llevados a cabo por el grupo HOVON encabezado por Bob
Lowenberg y Peter Valk (Valk et al., 2004) y por el grupo aleman de Ulm ALMSG,
dirigido por Lars Bullinger, y Konstanze Dohner (Lars Bullinger & Robert Tibshirani,

2004).

Los autores holandeses observaron que los 16 cluster en los que agrupan a los
pacientes segun su GEP, mostraban diferentes probabilidades de supervivencia, hecho
que se fundamentaba en que los cluster venian “dirigidos” por la presencia de

alteraciones citogenéticas recurrentes como las CBF, por mutaciones en CEBPA o por la
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sobreexpresion del gen EVI1, por lo que los cluster asociados a tales eventos

mantenian esa significacion.

Los autores alemanes también consiguieron identificar los pacientes asociados a
alteraciones genéticas de buen pronostico, pero observaron que dentro del grupo con
cariotipo normal encontraron dos cluster con diferente probabilidad de supervivencia,
concluyendo que el estudio mediante GEP en los pacientes con LMA y citogenética
normal, mejora la informacién prondstica de los estudios moleculares (Lars Bullinger &

Robert Tibshirani, 2004).
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Figura 2.29 Probabilidad de supervivencia para los pacientes con cariotipo normal segtin su perfil de
expresion definido por GEP en estudio del grupo de Ulm. Cohorte de validacién (Lars Bullinger &
Robert Tibshirani, 2004)

Tras la aparicion de estos dos trabajos, han seguido desarrolldndose investigaciones

para aclarar la utilidad de esta herramienta en el manejo clinico de la LMA.

El trabajo mds ambicioso ha sido publicado recientemente, en el que se comparaban
resultados de distintos laboratorios y plataformas comerciales en pacientes tratados
con protocolos intensivos de distintos paises, para conseguir una adecuada validaciéon

cruzada.

Finalmente, se concluyd que con un array de sélo 24 genes esta tecnologia es superior

a la clasificacidn propuesta por al European LeukemiaNET y permite asignar con mayor

fiabilidad a los pacientes a la terapia post-remisiéon mas adecuada (Li et al., 2013).
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En definitiva, los estudios basados en los arrays masivos de expresiéon han demostrado
su utilidad como clasificadores, tanto de los distintos grupos morfolégicos como de los

principales hallazgos citogenéticos y moleculares de buen prondéstico.

Ademas, parecen aportar una informacion prondstica, en especial en el grupo de
pacientes con cariotipo normal, que en opinidén de algunos autores pueden ayudar en
la “dificil seleccion de pacientes con LMA en primera remision completa que deben
recibir Alo-TPH” (Bacher et al., 2009). Sin embargo, en el momento actual todavia no
estdn incluidos en la practica clinica asistencial, ya que requieren establecer una
validacién prospectiva en una cohorte independiente para poder alcanzar la fase

definitiva de desarrollo comercial e incorporarse a las guias.

2.3.3 Sobreexpresion de genes en LMA
Como se explicd previamente, ademas de las técnicas de arrays masivos, podemos

analizar la expresion de genes de manera individualizada mediante el estudio por
técnicas de PCR cuantitativa del nimero de copias de ARNm del gen a estudio
normalizado frente a un gen control y comparada con una poblacion de referencia

(Prelich, 2012).

En pacientes con LMA se han identificado varios genes cuya expresion puede implicar
cambios en el prondstico de la LMA, y por tanto en el manejo clinico de los pacientes.

Entre estos caben destacar los siguientes: EVI1, ERG, PRAME, WT1, MN1 y BAALC.

A continuacién se citan algunos de estos genes con referencia a los trabajos y autores
mas destacados. En los apartados siguientes de esta revisidn se describiran con mas
detalle y profundidad los resultados y evidencia disponibles para los genes MN1 y
BAALC.

a) Sobreexpresion de EVI1.
El protooncogén EVI1 se encuentra localizado en el cromosoma 3926 y esta
desregulado en practicamente todas las LMA con inv(3)(q21g26.2 o presencia de la

t(3,3)(g21;926.2). Presenta varias transcritos alternativos de los cuales principalmente
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se ha validado en diversos trabajos el impacto pronéstico del EVI1, mientras que el

MSD-EVI1 parece perder su significacién prondstica.

La frecuencia global de sobreexpresién se situa en el 8% de los pacientes con LMA de
novo, independientemente del cariotipo. Los trabajos sobre su papel en LMA han sido
iniciados por el grupo HOVON, mostrando una peor SLP y global estadisticamente
significativa en estudios basados en sus cohortes histéricas de mas de 500 pacientes y
han sido posteriormente confirmados en varias series de otros grupos analizados de

manera retrospectiva.

Ademas trabajos basados en GEP, han identificados cluster especificos en los que la
presencia de la sobreexpresion de EVI1 es el principal evento molecular, de tal manera
que varios autores recomiendan su inclusién en las guias clinicas asistenciales para
orientar el tratamiento post-remisidn de los pacientes. (David Grimwade & Hills, 2009;

Groschel S, 2010; T. H. Guido Marcucci, Hartmut Déhner, 2011; Lugthart S, 2008).

b) Sobreexpresiéon de ERG
El gen Erg pertenece a la familia de factores de transcripcién ETS con actividad

reconocida en los procesos celulares de proliferacién, diferenciacion y apoptosis.

Su papel pronédstico ha sido estudiado por autores del grupo cooperativo CALGB
quienes ya en 2005 defendieron su papel en los pacientes con LMA y cariotipo normal,
y lo corroboraron mediante técnicas de cuantificaciéon por PCR en 2007 en una cohorte
independiente. Se observd peor probabilidad de SLP y global para aquellos pacientes
con niveles de expresion por encima del percentil 75 de la serie (Marcucci G, 2007). En
2009 autores alemanes del grupo AMLCG, corroboraron estos hallazgos mediante
técnicas de arrays de oligonucledtidos (T. H. Guido Marcucci, Hartmut Déhner, 2011).
No obstante, resultados publicados por el grupo de Salamanca no consiguieron validar

estos resultados (Santamaria et al., 2009).

c) Sobreexpresiéon WT1
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El gen WT1 o Tumor de Wilm’s, se encuentra localizado en el cromosoma 11p13 vy
codifica para un factor de transcripcion en dedos de Zinc conocido por un jugar un
papel clave en el control de la apoptosis a nivel celular. Es uno de los genes
encontrados como frecuentemente mutados en el estudio TCGA para la LMA,
(frecuencia aproximada del 5%), agrupado junto a otros genes supresores tumorales
como TP53 (Cancer Genome Atlas Research, 2013), previamente se habian publicado

resultados de importancia prondstica en relacién a su sobreexpresion.

Los primeros trabajo en este campo corresponden a autores alemanes, quienes en
1997 demostraron que elevados niveles de expresién de WT1 al diagndstico en una
serie que incluia pacientes tanto con LLA como LMA, mostraban peor SLP y SG. Ya en
este trabajo, los autores comprobaron que el nivel de expresiéon de WT1 era una
marcador potencialmente fiable y estable para predecir la posibilidad de recaida,
sugiriendo un papel como marcador de enfermedad minima residual (Bergmann et al.,
1997). Similares hallazgos han sido reportados por autores britdnicos (Garg, Moore,

Tobal, & Yin, 2003) espafioles (Barragan et al., 2004) o chinos (Lyu et al., 2014).

En la actualidad, es un tema de investigacion su utilidad como potencial marcador de
seguimiento de enfermedad minima residual y predictor de recaida, con trabajos

recientes que avalan su utilidad (Lambert et al., 2014).

d) Sobreexpresiéon PRAME
El gen PRAME fue descrito por primera vez en el contexto de pacientes con melanoma
en el afo 1997. Se encuentra localizado en la regién 22q11 y codifica para una proteina
gue participa en el reconocimiento y presentacién de antigenos a los linfocitos
citotoxicos. Varios grupos han demostrado niveles elevados en células leucémicas e
incluso algunos autores han observado menores probabilidades de SLP y SG para
aquellos pacientes con niveles de expresién mas elevados (Paydas et al., 2005), si bien
otros autores como el trabajo anteriormente referido del grupo de Salamanca no

reprodujeron esos resultados (Santamaria et al., 2009).
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En definitiva, a pesar de que la evidencia disponible se sostiene sobre trabajos de base
retrospectiva, cada vez mas autores reclaman que estos marcadores de expresion
deben ser incluidos en la bateria de pruebas diagndsticas a realizar en los pacientes
con LMA, aungque continua siendo un tema de debate abierto (Dohner et al., 2010;
David Grimwade & Hills, 2009; T. H. Guido Marcucci, Hartmut Déhner, 2011; Mrozek,
Marcucci, Paschka, Whitman, & Bloomfield, 2007).

2.3.4 MN1
El gen MN1 se encuentra situado en el cromosoma 22 en la banda 2212, y codifica

una proteina nuclear de 136 kDa, que se encuentra altamente conservada entre
vertebrados. Su nombre “meningiomal” hace referencia a que fue identificado por
primera vez en un paciente con meningioma portador de la translocacion t

(4;22)(p16;911) (Heuser et al., 2006).

Su funcién exacta continua siendo desconocida, y se ha postulado su papel con los
receptores nucleares ligados al acido retinoico (RAR-RXR) por presentar una secuencia

de nucledtidos de la que se deduce una similitud estructural (Grosveld, 2007).

Su implicacién en la hematopoyesis se ha definido a través de dos tipos de evidencias.

En primer lugar, la via de los receptores del acido retinoico es una de las principales
vias fisiolégicas encargadas del control de la proliferaciéon y maduracion celular, con
funciones bien establecidas en el desarrollo embrionario en especial de las estructuras

derivadas del tubo neural.

Los receptores del acido retinoico (RAR) y receptores retinoides X (RXR) , son factores
de transcripcién nucleares con capacidad de reconocer al dcido retinoico, que a su vez
es metabolizados a partir de carotenoides y retinoides, y unirse a regiones concretas
del ADN (Das et al.,, 2014) ejerciendo una funcién activadora o represora de la
transcripcion segun las interacciones con coactivadores y correpresores. En este grupo
de co-metabolitos se incluye a MN1, dado que se ha descrito su interaccién con

coactivadores de los receptores RAR/RXR como P300 y RAC3 (van Wely et al., 2003),
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siendo esta la via por lo cual regularia la expresién de genes claves en la

hematopoyesis.

Y en segundo lugar, se ha documentado niveles de expresion de MN1 elevados en
células madre de la hematopoyesis en estadios iniciales, mientras que en estados mas
avanzados de la hematopoyesis ni en los elementos presentes en sangre periférica es
practicamente ausente (Heuser et al., 2006), lo cual sugiere un papel clave en

mantener las capacidades funcionales de las células stem.
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Figura 2.30 Niveles de expresion de CD34 (gris) y MN1 en muestras de donantes sanos. Se observa
diferencias significativas segin sean la expresion de CD34. Grafica extraida del trabajo original
(Heuser et al., 2006)

En lo referente a que genes son modulados por la acciéon de MN1 los resultados no son
concluyentes. Magda A.Meester-Smoor et al demostraron en 2008, que MNI1 puede
tener una accién dual, potenciando e inhibiendo la expresién de genes claves en la
hematopoyesis entre los que encontraron un marcado aumento de la expresion de
BMI1, SPAG6, DNAJC1 y COMMD3 (Magda A. Meester-Smoor et al., 2008). Por su
parte Liu et al mediante técnicas de arrays de, observaron aumento de expresién de
genes como FLT3 y CD34, postulandolos como posibles dianas “downstream” de MN1

(Liu et al., 2010).
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Por dltimo en modelos murinos, Suzan Imren et al, demostraron que inducir la
sobreexpresion de MN1 en células hematopoyéticas CD34+ es capaz de promover las
capacidades de auto renovacion e inhibir la diferenciacién al mantenerlas en cultivos in
vitro (Imren et al.,, 2014) lo cual constituye una prueba de que participa en la

maquinaria genética necesaria para mantener el fenotipo stem.
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Figura 2.31 Esquema del mecanismo de accion de MN1. A) unido al cofactor p300 se une a receptores
nucleares RAR/RXR sobre los que inducira una accidn positiva o negativa de la transcripcién. B) Unién
directa sobre factores de transcripcion aun no identificados y modulacion de la expresion.

Adaptado de G. Grosveld et al 2007.

Su papel en la LMA se puso de relieve por primera vez en relacidn a la descripcion de
la translocacion t(12;22)(p13;g911) cuyo resultado es la proteina de fusion MN1-TEL, a
partir de lo cual se ha estudiado en distintos modelos el mecanismo a partir del cual

interviene MN1 en la leucemogénesis.

En primer lugar a partir del estudio de las consecuencias de la proteina de fusién
MN1-TEL resultante de la t(12;22)(p13;q11). Trabajos de ingenieria genética en
modelos murinos han permitido la insercién de la proteina quimérica para poder
estudiar sus consecuencias desde el desarrollo embrioldgico. Asi Hiroyuki Kawagoe y
Gerard C. Grosveld demostraron que MN1-TEL puede ser considerado como un
oncogén sobre la hematopoyesis al demostrar que esta proteina de fusion era capaz
de generar fenotipos de expansion mieloide y linfoide a partir de progenitores, si bien
por si sola no era capaz de generar un cuadro de leucemia aguda, siendo necesario el
desarrollo de mutaciones cooperantes (Kawagoe & Grosveld, 2005b).

83



Estos mismos autores crearon un modelo de leucemogénesis secuencial a partir de
MN1 mediante la asociacidon de la proteina MN1-TEL con la sobreexpresién de HOXA9

que fue capaz de generar LMA en animales (Kawagoe & Grosveld, 2005a).

De igual manera se ha demostrado que la sobreexpresion de MN1 puede actuar

funcionalmente como un oncogén para la hematopoyesis.

Michael Heuser et al demostraron que la insercién mediante retrovirus del gen MN1
en modelos animales, era capaz de inducir un fenotipo de LMA con una latencia
atenuada, y que lo hace induciendo dos tipos de cambios en las células leucémicas, en
primer lugar promoviendo la capacidad de auto renovacién y proliferaciéon y
bloqueando la diferenciacién. Esta doble accién justifica, segun estos autores que se
pueda generar un modelo de LMA animal con un solo hit genético. De hecho en sus
conclusiones, se refieren a MN1 como uno de los mds poderosos oncogenes

hematoldgicos descritos hasta la fecha (Heuser et al., 2007).

Otros autores también han demostrado el efecto leucemdgeno de la sobreexpresion
de MN1 pero en mecanismo de doble-hit. Por ejemplo, Suzan Imren et al demostraron
que el trasplante de células CD34+ con insercidn por retrovirus de MN1+, desarrollaba
en los animales un fenotipo transitorio similar a un sdr mieloproliferativo (Imren et al.,
2014), pero cuando asociaban ademas la expresion de un gen HOX, en concreto

NUP98HOXD13, la transferencia de estas células generaba un fenotipo de LMA.

Hallazgos similares son los aportados por Liu et al, que consiguen desarrollar el
fenotipo de LMA con la asociacion de la sobreexpresién de MN1 y el transcrito MLL-
ENL (Liu et al., 2010). O por C. Carrella et al que asociando a la sobreexpresion de MN1
el gen quimérico Cbfb—SMMHC, generd un modelo de LMA de desarrollo rapido y con

fenotipo similar al caracteristico de la LMA CBF con inv16 (Carella et al., 2007).
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Figura 2.32 Ejemplo de experimento de en modelos animales con transfeccion por retrovirus del gen

MN1 comparada con controles sanos (GFP), tiempo hasta muerte por desarrollo de LMA. (Heuser et
al., 2007)

Ademas de esta evidencia obtenida de modelos in vitro y animales, se ha estudiado el
impacto pronodstico que la sobreexpresion de MN1, definida a partir del nimero de

copias de ARNm, tiene en grupos de pacientes afectos de LMA uniformemente

tratadas.

Los trabajos iniciales en este sentido corresponden a Michael Heuser et al del grupo
cooperativo aleman AML-SHG en el afio 2006 vy fueron seguidos por trabajos del
CALGB, Christian Langer et al en el afio 2009, a los que se han ido sumando distintas

series de otros grupos cooperativos y estudios unicéntricos.

M .Heuser estudié una cohorte de 142 pacientes jévenes con cariotipo normal, en el
qgue tras analisis de la expresién de ARNm de MNI mediante técnicas de gPCR,
definieron el criterio de sobreexpresion del gen a partir del valor de la mediana

poblacional, obteniendo una aproximacidn dicotémica de esta serie.

Los resultados mostraron una menor tasa de remisidon completa tras el ciclo de
induccion (87,3% vs 71,8% p=0,02), mayor tasa de recaida (56.1% versus 36.5%, P =0
.03) y menor supervivencia global (38.1% versus 58.8% a 3 los afios, P=0 .03) para el

grupo definido como sobreexpresion de MN1.
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Ademads, en lo referente a las caracteristicas bioldgicas de la LMA, no encontraron
diferencias en el numero de leucocitos, edad, distribucién por sexos, subtipos
morfolégicos o numero de blastos al diagndstico. Si encontraron asociacién
significativa con la presencia de NPM1 germinal y con alta expresién de CD34+ por los

blastos leucémicos (Heuser et al., 2006).
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Figura 2.33 Probabilidad de supervivencia segun el nivel de expresion de MN1 en la serie original
estudiada por M. Heuser. Obsérvese la distribucion dicotomica de la serie. (Heuser et al., 2006).

A continuacidn, los autores del grupo CALGB reprodujeron estos resultados en una
serie de 119 pacientes con LMA con cariotipo normal, igualmente de manera

retrospectiva, en una cohorte con tratamiento homogéneo (Langer et al., 2009).

Si bien los resultados en términos de tasa de remision completa, SLP y SG son
reproducibles a los del trabajo original, es de interés remarcar ciertas diferencias

metodoldgicas.
En primer lugar, estos autores consideran los niveles de expresién como una variable

cuantitativa, no cualitativa y reproducen los resultados a partir de aquellos por debajo

del percentil 25 de la variable (SG a los 5 afios del 80% frente al 40%).
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Y en segundo lugar tuvieron la posibilidad de profundizar en los hallazgos bioldgicos y
las asociaciones de MN1 mediante la realizacion de arrays de expresion, encontrando
una fuerte asociacidn entre los niveles elevados de MNI1 y BAALC, y ademas

confirmaron asociacién con el genotipo NPM1 germinal.

Por ultimo, el impacto prondstico en este trabajo se mantuvo tras hacer analisis

multivariable, conservando la significacion tanto para tasa de RC, SLP y SG.

En los afios siguientes han continuado publicdndose trabajos que exploran el papel de
MN1. En general, estos trabajos consisten en andlisis retrospectivos de series de
pacientes homogéneamente tratados en los que los autores estudian MN1 en el
contexto de andlisis de multiples variables, con la finalidad de determinar, primero el
impacto individual de cada una de ellas en la SG y SLP, y a partir de ahi construir
modelos predictivos para optimizar la estratificacion prondstica de los pacientes en

especial del grupo de riesgo intermedio.

En el afio 2009, autores del grupo de Salamanca encabezados por Jesus San Miguel y
Marcos Gonzalez, proponen un modelos de estratificacion para LMA de riesgo
citogenético intermedio, tras estudiar marcadores que incluian la sobreexpresién de
los genes ERG, EVI1, MLL-PTD, MN1, PRAME, RHAMM, y WT1, en una cohorte de 121
pacientes tratados de acuerdo al protocolo PETHEMA LMA 99 (Santamaria et al.,
2009). En el analisis bivariante, MN1 no demostro significacidon estadistica ni para SLP
ni SG, por lo que no fue incluido en el modelo predictivo propuesto en el que si se

incluyeron ERG, EVI1y PRAME (Santamaria et al., 2009).

El grupo HOVON en el afio 2011, a partir del estudio de las muestras de 439 pacientes
tratados conforme a sus protocolos desde 1986 hasta 2006, e incluyendo cualquier
tipo de citogenética construyeron un modelo pronéstico a partir de los niveles de
expresion de los genes EVI1, WT1, BCL2, ABCB1, BAALC, FLT3, CD34, INDO, ERG y
MN1, y las mutaciones en FLT3, NPM1, N-RAS, K-RAS, IDH1, IDH2, CEBPA.
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En el analisis bivariante, la sobreexpresion de MN1 mostro significacion estadistica
para peor SG y SLP, en especial para aquellos pacientes con cariotipos de riesgo
intermedio. Sin embargo, tras el ajuste estadistico multivariante MN1 perdié la
significacién estadistica y no fue incorporado al modelo predictivo en el que si se
incluyeron niveles de expresién de CD34 y mutaciones de IDH2 y CEBPA(Rockova et

al., 2011).

Similar aproximacién realizaron los grupos AML SHG y HOVON-SAKK, para pacientes
con LMA de riesgo intermedio en los que analizaron las mutaciones NPM1, FLT3,
CEBPA, MLL, NRAS, IDH1/2, y WT1, junto con los niveles de expresion de BAALC, ERG,
EVI1, ID1, MN1, PRAME y WT1, medidos a por gPCR y definidos a partir del valor de la
mediana poblacional. En este estudio, la sobreexpresion de MNI1 si demostrd un

impacto en la SG por lo que se incluyd en el score predictivo (Damm et al., 2011).

Haferlach et al estudiaron la sobreexpresién de MN1, BAALC, CDKN1B, y ERG con
independencia del grupo citogenético. Se definid sobreexpresion a partir del percentil
50 del valor de la serie, con una distribucién dicotdmica. El andlisis para el gen MN1,
demostré impacto estadisticamente significativo tanto para SLP como SG, que se
conservé al completar el estudio multivariante por lo que estos autores lo incluyen en

su modelo predictivo (C. Haferlach et al., 2012).

Para finalizar la revisidén sobre el impacto prondstico, recientemente se han publicado
tres nuevos trabajos, basados en tecnologia de qPCR y asignacion dicotémica a partir
del valor de la mediana de la poblacién de pacientes con LMA a estudio. Autores del
CALGB, demostraron que en pacientes mayores de 60 afios, bajos niveles de expresion
de MN1 se asocia mayor probabilidad de respuesta y por tanto mejor probabilidad de
supervivencia (Schwind et al., 2011), autores chinos reproducen el impacto prondstico
en pacientes jovenes tanto en tasa de RC, de SG y de recaida, (Xiang et al., 2013), y por
ultimos autores egipcios reprodujeron resultados prondsticos con la novedad de
definir un punto de corte a partir de técnicas de qPCR (Aref, Ibrahim, Morkes, Azmy, &

Ebrahim, 2013).
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En dltimo lugar, tras revisar la evidencia de su papel prondstico en pacientes con LMA,
a continuacién resumiremos su posible papel como marcador bioldgico para

seleccidn tratamiento.

Ya se ha explicado con anterioridad como MN1 actua a través de la via de los
receptores nucleares RAR/RXR modulando su actividad al actuar como
coactivador/correpresor (van Wely et al., 2003), siendo esta la diana molecular de
accion del Acido al-trans-retinoico (ATRA) de uso clave en el tratamiento de la

leucemia agua promielocitica t(15;17) PML-RARa (Miguel A. Sanz et al., 2004).

En los ultimos afios, varios grupos cooperativos han testado la posibilidad de
incorporar el ATRA al tratamiento de las LMA sin presencia de la t(15;17) PML-RARa. Si
bien los resultados clinicos publicados hasta la fecha no avalan su uso, analisis a
posteriori en los que se han ido incluyendo nuevas variables biolégicas, como MN1

han aportado informacién que puede avalar su uso en subgrupos de pacientes.

En 2007 M. Heuser et al analizaron retrospectivamente una cohorte de 83 pacientes
con LMA y mayores de 60 afios tratados con quimioterapia intensiva y randomizados
a recibir ATRA como tratamiento asociado. Si bien no encontraron diferencias en
probabilidad de supervivencia ni de remisién completa segun los niveles de expresién
de MN1, cuando se analizaba a los pacientes con bajo nivel y que recibieron
tratamiento con ATRA si presentaban un aumento significativo en la probabilidad

tanto de SLP como de SG frente a los otros grupos de pacientes (Heuser et al., 2007).

Tras la publicacién de este trabajo, el grupo britadnico revisé su experiencia en un grupo
de pacientes de similares caracteristicas (n=196) pero menores de 60 afios y con un
disefio de ensayo clinico similar con randomizacién a recibir ATRA o no. En su
publicacién, aunque no encontraron impacto prondstico para la sobreexpresién de
MN1, ni efecto del tratamiento con ATRA en términos de SG o tasa de RC, si
encontraron una ventaja estadisticamente significativa en términos de SLP, justo para
aquellos pacientes con bajos niveles de MN1 y asignados a recibir tratamiento con

ATRA (Carol Guy, 2008).
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En definitiva, estas observaciones obtenidas a partir de dos ensayos clinicos
sélidamente disefados de dos grupos cooperativos independientes, y congruentes con
los hallazgos bioldgicos obtenidos a partir de la experiencia en modelos animales,
podrian sugerir la potencial utilidad del ATRA en pacientes seleccionados a partir de
sus bajos niveles de expresidn de MN1, por lo que este marcador podria no solo jugar
un papel como factor prondstico sino también como biomarcador capaz de
seleccionar tratamiento, si bien esto precisa de validacion en estudios prospectivos.

Tabla resumen con trabajos publicados sobre la sobreexpresiéon de MN1 en LMA

N Riesgo CG  Impacto Impacto Impacto Método Definicion Cut-off
RC SLP SG laboratorio sobreexpresion
Heuser 142  Intermedio SI SI SI gPCR Mediana NO
(2006) (cualitativo)
Guy 196 Todas NO Sl + NO gPCR Mediana NO
(2008) (cualitativo)
Langer 119 Intermedio Sl Sl Sl gPCR Cuantitativo NO
(2009)
Santamaria 121  Intermedio NR NO NO gPCR Mediana NO
(2009) (cualitativo)
Rockova 439 NR Sl * SI* Affymetrix Cuantitativo (- Sl
(2011) Intermedio GeneChips 2log)
Damm 568 NR NR Sl gPCR/ Mediana NO
(2011) Intermedio Affymetrix (cualitativo)
GeneChips
Schwind 140 Intermedio SI SI SI gPCR Mediana NO
(2011) (cualitativo)
Haferlach 286 Todas NR SI SI Affymetrix Mediana NO
(2012) GeneChips (cualitativo)
Aref 100 Intermedio SI SI SI gPCR Mediana Sl
(2013) (cualitativo)
Xiang 158 SI SI SI gPCR Mediana Sl
(2013) (cualitativo)
Leyenda

+ impacto estadistico sdlo para el subgrupo de pacientes que reciben ATRA

* impacto estadistico sdlo en analisis bivariante. No existe significacion tras ajuste por otros factores de riesgo
RC: remisién completa

SLP: Supervivencia libre de progresion

SG: Supervivencia global

NR: No comunicado
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Tabla 2.4 Tabla resumen con los principales trabajos publicados sobre el papel de la sobreexpresion
de MN1 en LMA

2.3.5 BAALC
El gen “brain and acute leukemia, cytoplasmic”, BAALC se encuentra localizado en el

cromosoma 8qg22.3 y codifica para una proteina con varios transcritos alternativos, de
localizacion citoplasmatica y funciones no claramente conocidas pero relacionadas con
el citoesqueleto y mecanismos de adhesion celular. Es un gen altamente conservado
entre mamiferos, que no se encuentran en vertebrados inferiores. Su funcién no esta
claramente establecido, pero los trabajos iniciales realizados por Tanner et al en 2001
pusieron de relieve su papel en tejidos derivados del neuroectodermo en especial en el
sistema nervioso central (SNC), observando aumento de expresion del gen BAALC en
células del SNC, pero no en otros tejidos derivados del neuroectodermo como glandula
suprarrenal. Ademds demostraron su sobreexpresidn fisiolégica en progenitores de la
hematopoyesis al encontrarla en células CD34+ de médula ésea, pero no en estadios
mas avanzados ni en poblaciones de leucocitos de sangre periférica, por lo que se ha
concluido que en condiciones fisioldgicas es un gen clave en mantener la capacidad de
proliferar y frenar la diferenciacién de las células precursoras de los tejidos cerebrales

y de la hematopoyesis (Tanner et al., 2001).

En el contexto de pacientes con LMA, inicialmente se asocié su sobreexpresién con
pacientes con trisomia del cromosoma 8, pero en el afio 2003, Baldus et al publicaron
el primer trabajo de pacientes con LMA y cariotipo normal en el que la sobreexpresion
de BAALC se asocié a menor probabilidad de SG y menor SLP. De tal manera que
concluyeron por primera vez, que la sobreexpresion de BAALC predice un prondstico
adverso y puede ser un importante factor de riesgo en el grupo de LMA con cariotipo
normal (Baldus et al., 2003).

Para ello analizaron las muestras de 86 pacientes con LMA y cariotipo normal, y
estudiaron la expresién de BAALC mediante numero de copias de ARNm. A

continuaciéon definieron como sobreexpresién aquellos situados por encima del valor

91



de la mediana de la serie, de tal manera que la cohorte quedé dividida en dos grupo

iguales.

Posteriormente, autores suizos también sobre una serie homogénea (n=67) de un
mismo centro estudiaron el impacto de la sobreexpresién de BAALC. Para ello,
midieron mediante qPCR los niveles de expresion del gen en una cohorte de donantes
sanos en muestras de sangre periférica y médula dsea, a partir de los cuales
obtuvieron un valor medio, y definieron como sobreexpresién aquellos valores de

ARNmM superiores a la mediana de los controles sanos (0,09 en serie).
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Figura 2.34 Graficas del trabajo original de Claudia Baldus en el que se aprecian las diferencias en
probabilidad de supervivencia global, libre de evento y de recaida segun niveles de expresion de
BAALC (Baldus et al., 2003)

A pesar de esta diferencia en la metodologia seguida para definir sobreexpresion, sus
resultados fueron similares a los descritos por C. Baldus, con impacto estadisticamente
significativo en la probabilidad de SG, probabilidad de recaida y de SLP para el grupo

caracterizado como de alta expresion (Bienz et al., 2005).

En el afio 2006, nuevamente Claudia Baldus et al, ampliaron su serie hasta un total de
307 pacientes con LMA y cariotipo normal, en lo que es hasta la fecha la segunda serie
mas grande publicada y manteniendo su concepcién de la sobreexpresidn a partir de la

mediana del valor de la poblacién de pacientes enfermos.

En esta cohorte ampliada de pacientes, consiguieron revalidar sus hallazgos iniciales en
cuanto a SG y probabilidad de recaida, y documentaron por primera vez que BAALC se

asocid a menor probabilidad de alcanzar la RC con la quimioterapia de induccién (73 %
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para el grupo de baja expresion frente a 62 % con una p=0,038). Concluyeron que
BAALC en conjunto con las mutaciones de FLT3 permitian identificar pacientes de alto
riesgo dentro del subgrupo de riesgo intermedio, siendo uno de los factores biolégicos

mas asociados a enfermedad resistente (Baldus et al., 2006).

En los afios posteriores, se han seguido publicando trabajos con similares
metodologias para intentar aclarar el impacto que BAALC pueda tener sobre los
pacientes afectos de LMA, y que han sido recientemente revisados en un metaanlisis

publicado por Shi-Ji Xiao.

Del total de 362 estudios encontrados inicialmente en la busqueda bibliogréfica se
consideraron validos para el andlisis 15 trabajos con informacién y metodologia
correctas. Sin embargo, a pesar de esta seleccién encontraron varios sesgos, lo que
conlleva a un indice de heterogeneidad para el impacto en SG elevado (1>=68%). Las

razones atribuidas por los revisores, son principalmente las siguientes:

- Los trabajos revisados eran todos de disefio retrospectivo.

- No existe una metodologia comun para definir la sobreexpresién del gen. Si
bien 13 usan la misma técnica (qPCR) y sélo 2 microarrays, no existe un valor de corte
universal, de tal manera que hasta en 10 trabajos se usa un valor a partir de la propia
mediana de la poblacién a estudio, lo cual impide hacer comparaciones cruzadas.

- Grupos de LMA heterogéneos, ya que hasta 5 de los trabajos, no

seleccionaban a los pacientes a estudio por citogenética.

Sin embargo a pesar de estas limitaciones metodoldgicas, los resultados del meta-
analisis son congruentes con la bibliografia y demuestran un impacto prondstico
adverso para los pacientes con sobreexpresién. Tanto respecto a la probabilidad de
alcanzar la remisién completa (Odds Ratio de 2,28 con IC 95% 1,55-2,45), como
menor supervivencia global (HR de 1,95, IC 95% 1,55-2,45) para el global de los 15
estudios. Ademas, acotado para los pacientes con cariotipo normal mantuvo su

significacidn estadistica HR 1,93 (IC 95% 1,39-2,69).
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En cuanto a las caracteristicas bioldgicas, se observd una tendencia para la asociacion

de la sobreexpresion del gen con los subtipos morfolégicos de la FAB LMA MO, LMA

M1y LMA M2.

No se encontré relacién con el nimero de leucocitos al diagndstico, asi como tampoco

con sexo, edad, porcentaje de blastos en sangre periférica o en médula ésea, ni cifra

de plaquetas, pero si asociacién con presencia de NPM1 germinal.

En definitiva y en opinion de los autores del meta-andlisis, “la sobreexpresién de

BAALC sirve como un marcador de mal prondstico independiente en LMA, y que por

ello podria ser aplicado en la evaluacion prondstica clinica y guiar el tratamiento de los

pacientes con LMA” (Xiao, Shen, Huang, & Fu, 2015).
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Figura 2.35 Forest plot para la probabilidad de alcanzar remisién completa (Xiao et al., 2015)
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Figura 2.36 Forest plot para la probabilidad de supervivencia global (Xiao, Shen, Huang, & Fu, 2015)

Sin embargo a pesar de esta creciente evidencia a favor de su rol como marcador

prondstico, poco se ha avanzado hacer de cual es su papel en la leucemogénesis.

Algunos de los hallazgos mas relevantes pertenezcan a Heuser et al quienes han
postulado que la sobreexpresion de BAALC actuaria como agente en el bloqueo
madurativo en el proceso de diferenciaciéon de las células mieloides mediante su
interaccion con el paquete de genes HOXA y en concreto HOXA9 (Heuser et al., 2012).
O los trabajos de Christina Langer et al que mediante técnicas de GEP, demostraron
gue aquellos pacientes con sobreexpresion de BAALC, tenian una firma caracteristica
en la que se observaba aumento de la expresiéon de genes asociados a fenotipos de
resistencia a drogas (como MDR1) y de marcadores propios de célula stems (CD34, KIT)

(Langer et al., 2008).

Sin embargo, estos hallazgos dan solo una idea del amplio abanico de posibilidades por
las que BAALC puede interactuar en el proceso de leucemogénesis, siendo necesario

mas investigaciones para cerrar una cuestion todavia abierta.
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3.- Fundamento del presente trabajo. Utilidad de la
sobreexpresion de genes MN1 y BAALC en el manejo de
los pacientes con LMA

Tras mas de diez aios transcurridos desde la publicacion de los primeros resultados de

expresion de los genes MN1 y BAALC (Baldus et al., 2003; Heuser et al., 2006) por
cuantificacién de ARNm en pacientes con LMA, estas determinaciones todavia siguen
fuera de la practica clinica asistencial, permanecen sin ser recomendadas por los
distintos grupos cooperativos como necesarias para el abordaje de la LMA, ni por las
recomendaciones de expertos de la European LeukemiaNET (Dohner et al., 2010;

Miguel Angel Sanz & Moscardo, 2010) .

Todo ello a pesar de la evidencia creciente a favor del papel que los cambios de
expresion de genes pueden tener en el proceso de leucemogénesis y que podemos

resumir en los cinco puntos siguientes.

a) Papel en la hematopoyesis: Tanto MN1 como BAALC, se encuentran
sobreexpresadas en las células stem de la hematopoyesis en condiciones normales

(Heuser et al., 2006; Tanner et al., 2001).

b) Papel en la Leucemogénesis: Si bien existen mds puntos por dilucidar en
relacion a BAALC, en la actualidad existen modelos animales de leucemogénesis a
partir de MN1 lo que constituye una prueba de concepto de su potencial papel como

oncogén de la hematopoyesis (Heuser et al., 2012; Imren et al., 2014).

c) Papel en el prondstico de los pacientes con LMA. Como se ha descrito en las
paginas previas, existe abundante literatura, incluyendo un metaanalisis de publicacion
reciente para BAALC en que se aprecia el impacto prondstico, en especial en términos
de SLP y SG de los pacientes asociado a mayores niveles de expresion (Langer et al.,

2009; Xiang et al., 2013; Xiao et al., 2015).
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d) Plausibilidad bioldgica: Los estudios de secuenciacidon masiva de pacientes
con LMA, han puesto de manifiesto que las mutaciones en la maquinaria enzimatica
que regula la expresidn génica son un evento extraordinariamente frecuente (Cancer
Genome Atlas Research, 2013). Las consecuencias funcionales de estas mutaciones,
implican a su vez cambios en las expresiones de genes que juegan papeles claves en las

hematopoyesis y que contribuyen al proceso de leucemogénesis (Chen et al., 2010).

e) Potencial papel como marcadores de Enfermedad minima residual: Existe
publicaciones que de manera retrospectiva ha definido puntos de corte con capacidad
de anticipar la recaida para los pacientes con sobreexpresién de BAALC, WT1 y PRAME
(Lapillonne et al., 2006; Weber et al., 2014).

Sin embargo, existe una serie de factores, que pueden explicar el por qué estas

determinaciones contintan fuera de la practica asistencial:

a) Problemas de estandarizacion.
Si bien la tecnologia de cuantificacion por PCR de ARNm estd ampliamente extendida y
validada, la definicién de sobreexpresién para cada gen se realiza de manera
independiente por cada grupo de trabajo, por lo que los resultados y las mediciones no

son extrapolables.

b) Definicidn de sobreexpresién.
En ese sentido, es importante remarcar, que en muchos trabajos la definicion de
sobreexpresidn se hace en base a un criterio puramente poblacional, de tal manera
gue se definen como portador de sobreexpresién del gen a los que se encuentran por
encima del valor del percentil 50 del conjunto de la serie. Esto implica que cuando
enfocamos la necesidad de tomar decisiones en un paciente requerimos del estudio
previo de una poblacion de pacientes con LMA para poder definir el patrén de

expresion y asignar al nuevo paciente a un grupo de riesgo (Xiao et al., 2015).

c) Tipo de investigacion.
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Hasta el momento, todos los trabajos publicados con sobreexpresiéon de genes son
retrospectivos, no existiendo datos de estudios prospectivos, ni muchos menos,

protocolos asistenciales en los que se incluyan dentro del algoritmo terapéutico.

Por todo ello, se propone el presente trabajo, en el que a partir de una serie de 119
pacientes afectos de LMA, tratados homogéneamente con quimioterapia de induccidn
basada en la combinacion de antraciclinicos y citarabina, se pretende estudiar el papel
de la expresion de los genes MN1 y BAALC, en la probabilidad de alcanzar remisién

completa, y secundariamente en SLP y SG.

Dado que se trata de una serie retrospectiva, como novedad se investigaran dos
valores para definir la sobreexpresion del gen:

- A partir del percentil 50 de la poblacién estudiada como ha sido descrito
previamente en la literatura como método estandar.

- A partir de 2,5 desviaciones estandar de la media observada en una poblacién

de donantes sanos.

Ademas se explorard la relacién existente entre la respuesta morfolégica tras la
guimioterapia de induccién y la expresién de ambos genes en el momento de estudio
de la respuesta alcanzada y el papel de este nivel de expresién son la SLP y SG y por
ultimo, se estudiard el perfil de expresién de los genes MN1 y BAALC en el momento
de la recaida, como andlisis exploratorio de su potencial papel como marcadores de
enfermedad minima residual, si se confirman como valores estables tanto al

diagndstico como en la recaida.
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4.- Objetivos

4.1 Objetivo principal:

Estudiar el Impacto de la sobreexpresiéon de los genes MN1 y BAALC al diagndstico
sobre la probabilidad de alcanzar la remision completa morfoldgica con el primer ciclo

de quimioterapia en una serie de pacientes con LMA homogéneamente tratados.

4.2 Objetivos secundarios:

1.- Comparacion de dos métodos de analisis para definir sobreexpresion de los
genes estudiados: 1) Desde criterios poblacionales, a partir del percentil 50 de la
poblacién estudiada, y 2) Estableciendo como punto de corte + 2,5 desviaciones
estandar del valor medio de expresion en un grupo control de pacientes sanos.

2.- Impacto de la sobreexpresién de los genes MN1 y BAALC, al diagndstico en
la supervivencia libre de progresidn y supervivencia global.

3.- Asociacién entre la sobreexpresion de los genes MN1y BAALC, tras el
primer ciclo de quimioterapia con la respuesta morfoldgica alcanzada y con
supervivencia global y libre de progresion

4.- Asociaciéon entre el perfil de expresion de los genes MN1 y BAALC, al
diagndstico con el existente en el momento de la recaida morfoldgica.

5.- Comparacion de los niveles de expresion de MN1 y BAALC al diagndstico con
los detectados en la evaluacion postquimioterapia de induccién y en el momento de la

recaida.
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5.- Material y métodos

5.1 Planteamiento metodoldgico y poblacion a estudio

Se realizé un estudio de tipo retrospectivo transversal sobre una cohorte de 119
pacientes con diagndstico confirmado de Leucemia Mieloblastica Aguda y tratados con
al menos un ciclo de quimioterapia de induccidon basado en la combinacidén entre
citarabina en perfusién continua y un antraciclinico. Se incluyeron pacientes tratados
en el servicio de Hematologia del Hospital Dr. Negrin entre el 1 de enero de 2004 y el
31 de diciembre de 2014, y tratados en el servicio de Hematologia del Hospital Insular
entre el 1 de enero de 2009 y 31 de diciembre de 2013. Se debia disponer de una
muestra valida para analisis de la respuesta morfoldgica alcanzada tras el primer ciclo

de quimioterapia.

No se incluyeron en esta tesis los pacientes con diagndstico de leucemia promielocitica
(LPA) ni aquellos que cumplian alguno de los siguientes criterios:

- Paciente con diagndstico de LMA y que habiendo recibido quimioterapia de tipo
intensivo, no existiese reevaluacion de la respuesta obtenida.

- Paciente con diagndstico de LMA y que habiendo recibido quimioterapia de tipo
intensivo, fuera exitus sin poder documentarse la respuesta obtenida al tratamiento
guimioterapico.

- Pacientes afectos de sarcoma mieloide sin presencia de enfermedad en médula 6sea.

El punto de fin de seguimiento se establecié en mayo de 2015. El trabajo ha sido de

tipo observacional, no intervencionista.

5.2 Procedimientos técnicos

5.2.1 Diagnostico de LMA
El diagndstico de LMA se establecid en base a los criterios definidos por la OMS en sus

manuales de referencia para el diagnéstico de las hemopatias malignas en su edicidn

2001 (Vardiman, Harris, & Brunning, 2002) y 2008 (Arber et al., 2008).
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Para establecer el diagndstico se estudiaron muestras de aspirado de médula 6sea,
mediante tincion de May-Griinwald Giemsa y se siguieron los criterios morfoldgicos
habituales, mediante recuento en medulograma de 500 células, que requieren un
porcentaje de blastos superior al 20%. Los criterios seguidos para la correcta
clasificacién morfolégica se complementaron con los criterios FAB (Bennett et al.,
1976). Solamente en los casos en los que no se pudo disponer de muestra de medula
dsea se considerd el estudio en sangre periférica como valido, con presencia de mas de
un 20% de blastos sobre un recuento de 200 células (Dohner et al., 2010). Las técnicas
de citoquimica se realizaron a criterio de los hematdlogos expertos en citologia que

valoraron las muestras.

La codificacidn de las LMA se realizo segun la clasificacién de la OMS del afio 2008 (S.H.
Swerdlow, 2008), de tal manera que se definieron los subtipos de LMA en base a los
hallazgos morfolégicos de manera inicial y sélo tras los hallazgos de la citogenética se

incluyeron en el grupo oportuno.

Ademas, se reconocieron dos entidades ya definidas por la OMS, como son las LMA
con displasia multilinea, en la que ademds de por los hallazgos morfoldgicos se
incluyen los pacientes con historia previa de enfermedades del compartimento de las
células stem (SMD o SMD/NMPC), y las LMA secundarias a tratamiento quimio o
radioterdpico, de tal manera que la clasificacion por grupos morfolégicos quedd de la

siguiente manera tal y como se indica en la tabla 5-1.

Grupo morfoldgico TIPO FAB DIFERENCIACION PREDOMINANTE
LMA minimamente diferenciada MO Serie granulocitica.

LMA sin maduracion M1 Serie granulocitica.

LMA con maduracion M2 Serie granulocitica.

LMA Mielomonocitica M4 Serie granulocitica y monocitica.
LMA Monoblastica/Monocitica M5 Serie monocitica.

Leucemia eritroide aguda M6 Serie eritroide y granulocitica.
LMA Megacariobléastica M7 Serie megacariocitica.

LMA Basofilica aguda Serie granulocitica.

Panmielosis aguda con fibrosis

Con displasia multilinea Cualquiera
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Secundaria a terapia Cualquiera

Tabla 5.1 Clasificacion morfolégica segun criterios OMS, independiente de la citogenética y
molecular

5.2.2 Analisis citogenético y FISH.

Citogenética: Se basé en el andlisis de 2 ml de muestra de médula dsea en Heparina de
Litio para estudio citogenético.

Las muestras del hospital Dr. Negrin entre los afios 2004 y 2010 se remitieron al
Laboratorio externo Balagué Center, y a partir de Julio 2010 y hasta la fecha de fin del
presente estudio a Reference Laboratory. Las muestras del Hospital Insular de Gran

Canaria se enviaron para estudio al laboratorio externo Reference Laboratory.

Ambos centros cuentan con criterios de trabajo validados por auditorias externas y con
certificados de gestidén de calidad expedidos por AENOR conformes a las normativas
ISO 9001 (desde el afio 2000 para Balague Center y desde 1998 para Reference

Laboratory).

De manera estandar se consideraron para el andlisis 20 metafases. Cuando no se
obtuvieron metafases, se investigd la presencia de alteraciones especificas mediante
FISH segun el criterio del citdlogo responsable de estudio de la muestra y en funcién

de los hallazgos morfoldgicos y clinicos del caso.

FISH: El estudio FISH de las muestras del Hospital Insular se ha realizado en laboratorio
externo Reference Laboratory, mientras que para las muestras del Hospital Dr. Negrin
hasta el afio 2010 se uso estudiaron en el laboratorio Balagué Center. Desde esa fecha
hasta 2014 en la seccidn de biologia Molecular y FISH del laboratorio de Hematologia

del Hospital Dr. Negrin partiendo de 2 ml de muestra de médula dsea en EDTA.

5.2.3 Estudio de citometria.
En el momento del diagndstico se obtuvieron 2 ml de médula ésea conservada en

EDTA para el estudio expresidon antigénica mediante citometria de flujo.

105



Aunque desde el ano 2012 se disponen de las combinaciones de anticuerpos definidas
por consenso y validadas prospectivamente creadas por el grupo Euroflow (van
Dongen et al.,, 2012), las combinaciones de anticuerpos usadas en este estudio

generalmente se basaron en las recomendaciones del grupo EGIL (Bene et al., 1995).

5.2.4 Estudios moleculares.

5.2.4.1 Extraccion de acidos nucleicos y sintesis de ADNc.

En el momento del diagndstico se remitieron muestras de 2 ml de médula dsea en
EDTA al laboratorio de Biologia Molecular y FISH del Servicio de Hematologia del
Hospital Dr. Negrin. El protocolo habitual de trabajo fue el siguiente.

a) Extraccion de ADN
Se utilizaron dos métodos de extracciéon de ADN para el estudio de mutaciones.

- Método de Salting-Out: Previa lisis celular y digestiéon de proteinas por
una proteasa, se precipitan las proteinas y detritus en un medio hiperténico, que crea
un gradiente de densidad tal que, por la accién de la fuerza centrifuga el ADN se
separa del resto de moléculas presentes en el medio, quedando éste contenido en el
sobrenadante. A continuacidn gracias a la accion del isopropanol precipitamos el ADN
creando enlaces entre las distintas cadenas, hasta conseguir la formacién de una malla
ADN que podremos aislar del medio

- Automatizado en un Magna Pure Compact (Roche).

b) Extraccion ARN: en nuestro laboratorio este procedimiento se realizé bien
con el kit QlAamp ARN Blood Mini (Qiagen) o de manera automatizada en el equipo

QIACUBE (Qiagen).

c) Obtencién ADN complementario (ADNc): Consiste en la fabricacién de una
molécula de ADN utilizando como molde el ARN extraido de la muestra problema. En
nuestro laboratorio se realizd mediante la accién de la Transcriptasa inversa M-MULV
(durante el periodo del estudio se han usado distintos casas comerciales como
suministradoras de MULV) con su buffer correspondiente, deoxinucleotidos, inhibidor

de RNAsay hexameros random.
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Todas las muestras incluidas en este estudio se trabajaron segun este esquema en el
Laboratorio de Biologia Molecular del Servicio de Hematologia del Hospital Dr. Negrin,

guién cuenta con la acreditacion AENOR ISO 9001 desde el afio 2010.

5.2.4.2 Mutaciones NPM1y FLT3.

En las muestras con cariotipo normal o de riesgo intermedio se determind la presencia
de mutaciones en NPM1 y FLT3 siguiendo las recomendaciones actuales (Dohner et al.,

2010).

En nuestro laboratorio el abordaje inicial para la identificacion de estas mutaciones se
hizo utilizando la High Resolution Melting (HRM) como técnica de cribado empleando

para ello el kit Light Cycler High Resolution Melting Master (Roche).

Esta tecnologia se basa en la deteccién de heteroduplex. Las muestras, previamente
amplificada por PCR en presencia de un agente intercalante de ADN emisor de
fluorescencia, son sometidas a una desnaturalizacién y rdpido enfriamiento, lo que
favorece la formacidn de heteroduplex en caso de existir alguna alteracién en una de
las secuencias. A continuacién se comparan los cambios en la temperatura de fusién
de un “wildtype”, de un control positivo y de las muestras en estudio, pudiéndose
agrupar segun su patrén de fusion. La plataforma empleada para realizarlo es el
sistema LightCycler 480 (Roche). El analisis de las curvas de fusion se realizd segun el
Software Gene Scanning provisto con el aparato LC480 (Roche). La confirmacion de la
presencia de la mutacién se llevd a cabo mediante secuenciacién Sanger en un ABI

3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

Cuando procedid, se llevd a cabo seguimiento de la mutacion de NPM1 mediante PCR
cuantitativa (QPCR), empleando curvas de calibracion especificas para obtener la
cuantificacién absoluta del transcrito mutado siguiendo el procedimiento descrito en
la bibliografia (Schnittger et al., 2005). Para FLT3, en concreto FLT3-ITD el producto de

amplificacién obtenido tras realizar una PCR especifica se sometidé a electroforesis
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capilar en un ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) para confirmacion y

cuantificacion relativa del alelo mutado (Sheikhha, Awan, Tobal, & Liu Yin, 2003).

5.2.4.3 Estudio de sobreexpresion de los genes MN1 y BAALC

Para el estudio de los niveles de expresion de los genes sometidos a investigacion en
este trabajo, se cuantific6 el ARNm de cada gen, tras obtener el ADNc a partir de

muestras de médula dsea de los pacientes.

La técnica usada consistié en cuantificacidon relativa mediante PCR cuantitativa a
tiempo real en un Light Cycler 480 (Roche) en presencia SYBR Green como agente
intercalante fluorescente, empleando para ello el kit Perfecta SYBR Green FastMix
(Quanta Bioscience). Como gen control (housekeeping) se utiliz6 ABL tal y como
recomienda la bibliografia (Weisser, Haferlach, Schoch, Hiddemann, & Schnittger,
2004). La cuantificacion relativa se llevé a cabo mediante el Light Cycler 480 Software
(Roche).
a) sobreexpresion de BAALC

La técnica general seguida es la descrita por C. Baldus (Baldus et al., 2003), pero tal y
como se ha indicado en vez de emplear GPlI como gen control, nosotros utilizamos
ABL. tal y como recomienda la bibliografia (Weisser et al., 2004)

Los cebadores especificos son los publicados por C. Baldus y se describen a

continuacion:

BAALC F GCCCTCTGACCCAGAAACAG R CTTTTGCAGGCATTCTCTTAGCA
ABL F TGGAGATAACACTCTAAGCATAACTAAAGGT | R GATGTAGTTGCTTGGGACCCA

Por ultimo, como control interno positivo, usamos linea celular KG1 y negativo, agua
destilada. Una vez obtenido el resultado se calculd el ratio normalizado del gen
BAALC/gen ABL

b) sobreexpresién de MN1.
En este caso seguimos, la metodologia usada por C Heuser(Heuser et al., 2006). Los

cebadores usados fueron los siguientes:

MN1 F GACGACGACAAGACGTTGG R GACAGACAGGCACTGCAAG
ABL F TGGAGATAACACTCTAAGCATAACTAAAGGT | R GATGTAGTTGCTTGGGACCCA

Una vez obtenido el resultado se calculd el ratio normalizado del gen MN1/gen ABL
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5.3 Definiciones y variables a estudio.

5.3.1 Clasificacion LMA

Se siguieron las recomendaciones OMS 2008 (Arber et al., 2008) clasificando a los
pacientes en funcion de los hallazgos citogenéticos. Si presentaban cariotipo normal o
en ausencia de crecimiento del cultivo, segun hallazgos de FISH o biologia molecular, y

solo cuando estos parametros fueron normales, en base a los criterios morfoldgicos

5.3.2 Clasificacion por tratamiento
Como criterio de inclusién se expuso que los pacientes hubieran recibido

quimioterapia de inducciéon con la combinacién de un antraciclinico y citarabina.
Después de la induccién en funcion del tratamiento recibido los pacientes fueron

clasificados en cuatro categorias para facilitar el estudio estadistico.

a) En primer lugar se consideraron todas las modalidades de Alo-TPH como
equivalentes pues existe suficiente evidencia que apoya que tienen similar poder anti
leucémico (Stanghellini, 2013).

b) También fueron considerados como equivalentes, en base a lo descrito en la
bibliografia, las regimenes basados en citarabina a altas dosis o trasplante autdlogo.
(Lowenberg et al., 2011; Ohtake et al., 2011; Vellenga et al., 2011).

c) Pacientes no tratados de forma intensiva después de la inducciéon y que
recibieron tratamiento con farmacos hipometilantes.

d) Paciente que no reciben un tratamiento completo de intensificacién, bien

por quimiorrefractariedad primaria, recaidas precoces, o por complicaciones.

5.3.3 Sobreexpresion de los genes a estudio MN1 y BAALC
El método seguido para definir la sobreexpresién de los genes sometidos a

investigacidn fue similar a lo descrito previamente en la bibliografia.

En primer lugar, el valor estandar que se asume como referencia consistié en definir

sobreexpresidon en aquellos pacientes que tienen niveles de expresion del gen mas alla
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del percentil 50 o mediana de la serie completa de pacientes afectos de LMA. Esta
definicidn es la descrita por Heuser en su trabajo original acerca del papel prondstico
de MN1 en paciente con LMA (Heuser et al.,, 2006) y es el método mas usado en
relaciéon a la sobreexpresion de BAALC segun lo descrito por Xiao en su metaanlisis
recientemente publicado sobre la utilidad como BAALC como marcador prondstico

(Xiao et al., 2015).

En segundo lugar se somete a contraste una definicion determinada de manera
independiente a la poblacién enferma. Para ello se han medido los niveles de

expresion de ambos genes en 20 donantes sanos.

Las muestras de donantes se obtuvieron mediante el procedimiento estandar habitual,
con aspirado de médula dsea. Todas las muestras fueron revisadas por hematdlogos
expertos en citologia que confirmaron la ausencia de hallazgos compatibles con una

hemopatia maligna.

Una vez obtenida la media de estos 20 controles, se definié sobreexpresién al valor
situado mds alla de 2,5 Desviaciones estandar (2,5 DS) de la media que correspondié

con un valor de 0,14 para MN1y 0,3 para BAALC.

El uso de valores mas alla de 2,5 DS de la media de una poblacidn es habitual para
definir a los extremos de la poblacion, ya que hace referencia al 2,5% con mayores
niveles. Es una metodologia de amplio uso en biologia y existe referentes bibliografico
en el campo de la sobreexpresién de genes en LMA como por ejemplo para el gen WT1

(Lapillonne et al., 2006).

Esta definicion es la que se someterd a contraste y comparacion con el estandar

descrito en la bibliografia.
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5.3.4 Definicion de las respuestas obtenidas.
Los criterios para definir el estado de remisién completa estan fijados en base a lo

descrito por B. Cheson (Cheson et al., 2003) y que han sido validados y auspiciados
mas recientemente por el grupo de expertos de European Leukemia NET (Dohner et
al., 2010)

a) Remision Completa
Presencia de menos de un 5% de blastos en médula ésea, ausencia de blastos con
bastones de Auer, ausencia de enfermedad extramedular, todo ello con cifra de
neutrofilos >1000/uL, recuento de plaquetas superior a 100.000/uL e independencia
de soporte transfusional

b) Remisidon completa con recuperacién periférica incompleta
Todos los criterios descritos para la Remisiéon completa pero con cifras de neutrdfilos
inferior a 1000/ uL o trombocitopenia con cifras inferiores a 100.000/uL

c) Estado libre de enfermedad leucémica
Presencia de menos de un 5% de blastos en médula dsea, ausencia de blastos con
bastones de Auer, ausencia de enfermedad extramedular, sin valorar la situacion en

sangre periférica.

Actualmente se considera como bien establecido el papel prondstico que tiene la
respuesta a la quimioterapia de induccion. Sin embargo, la bibliografia es unanime en
considerar como factor la situacion de persistencia de enfermedad, por lo que en el
presente trabajo se consideran estos tres tipos de respuesta como equivalentes entre
si y fueron definidas como remisién completa tras la quimioterapia de induccién

(Dohner et al., 2010; Schlenk, 2014).

d) Fallo induccion/ Resistencia a la induccion:
Describe una situacién de ausencia de remisién completa o remisién completa con
recuperacién periférica incompleta. Por lo tanto, se consideran aquellos con mas de
5% de blastos en la médula 6sea, persistencia de blastos con bastones de Auer o
persistencia de la enfermedad extramedular y con una supervivencia minima de al

menos 7 dias tras finalizar la quimioterapia.
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En la literatura médica se incluye una categoria no reconocida en nuestro trabajo que
es la situacion de Respuesta parcial definida por la presencia de un recuento en el
aspirado de médula dsea de la reevaluacién de blastos entre el 5y el 25 % 0 un

descenso del 50% comparado con la cifra inicial de blastos.

Sin embargo, esta definicion se considera relevante sélo en el contexto de ensayos
clinicos fase 1-2, por lo que para nuestro trabajo se siguié la recomendacién del grupo
PETHEMA (Miguel Angel Sanz & Moscardo, 2010), quienes recomiendan repetir
medulograma en el plazo de una semana aproximadamente para discernir si nos
encontramos en una situacion de recuperaciéon o de persistencia de enfermedad,

siendo este segundo aspirado el fue considerado para definir al respuesta obtenida.

e) Recaida.
Reaparicion de mds de un 5% de blastos en médula dsea o en sangre periférica en
paciente que previamente ha alcanzado una respuesta de remisidn completa o
remision completa sin recuperacion periférica. En nuestro trabajo no se requirié que

esta remision completa estuviera mantenida en el tiempo.

5.3.5 Definicion de tiempos de supervivencia.
a) Supervivencia global.

Tiempo entre el momento del diagndstico y el dltimo seguimiento del paciente. En
este Ultimo seguimiento se codificd la situacion del paciente en relacién a su
enfermedad, en forma de tres posibles situaciones:

- Exitus: En nuestra serie se consideran todas las causas de exitus, no solo las
relativas a la leucemia, si bien, dado que como criterio de inclusiéon se consideraron
aquellos pacientes que habian alcanzado alguna respuesta a la quimioterapia de

induccion, quedan excluidos los exitus en la induccién por complicaciones.

- Remisidon completa. Dentro de los dos primeros afios de seguimiento, se

codificé como ultimo seguimiento la fecha del Ultimo aspirado de control. En pacientes
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con supervivencia superior a los dos afios, se incluyd la fecha de ultima visita en
consulta de Hematologia
- Persistencia de la enfermedad. Paciente que la ultima visita realizada existen

datos objetivos de persistencia o reaparicion de la LMA.

b) Supervivencia libre de progresion.
Tiempo transcurrido entre el momento de alcanzar la primera remisién
completa y la recaida. Se aplican los mismos matices definidos que para la

supervivencia global.

5.4 Método de recogida y explotacion de datos.

La recogida de datos se realizé mediante revisiéon de historias clinicas informatizadas
con consulta de datos analiticos en bases informaticas. Los datos de todos los casos y
sus respectivas variables se recopilaron en una hoja de calculo.

Todos los pacientes firmaron un consentimiento informado que permitié el uso de esta

informacién para su investigacion.

La descripcién de las variables se realizéd con medidas de tendencia central y dispersion
en las cuantitativas y con proporciones en las categdricas. Ademas en aquellos casos
representativos se mostrd histograma (con curva de normalidad) y gréaficos de cajay
bigotes.

La normalidad de las variables cuantitativas se analizdé mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov (con correccién de Lilliefors) de manera global y categorizada
cuando procedié.

La supervivencia se estudié mediante Kaplan-Meier y curvas de supervivencia.

Para valorar la sensibilidad y especificidad de una variable cuantitativa segin puntos

de corte se emplearon curvas ROC con su drea bajo la curva (AUC).

Las pruebas empleadas para el analisis bivariante fueron las siguientes:
- Correlacién entre variables cuantitativas: test de Pearson o Spearman segun

cumplieran o no normalidad.
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- Asociacién entre variables cuantitativas y categoricas: test de Levene para
comparar varianzas, ANOVA (con test post-hoc de Bon Ferroni), test de t-Student, U de
Mann-Whitney y U de Wilcoxon para datos apareados.

- Asociacién entre variables categoéricas: test de Chi cuadrado, asociacion Lineal
por Lineal (LxL) y test exacto de Fisher. Como medida de asociacién se empled el
Riesgo Relativo.

- Andlisis de supervivencia: prueba de log-rank y regresién de Cox. Como
medida de asociacion se empled Hazard Ratio.

- Asociacién entre variables categdricas con datos apareados, prueba de

MacNemar.
Las pruebas empleadas para el analisis multivariantes fueron las siguientes:
- Regresion logistica binaria para variable dependiente dicotémica.

- Regresién de Cox para supervivencia.

En todos los casos se utilizd un limite de significacion menor de 0,05, considerandose

cuasi significativo entre 0,10 y 0,05.

El software empleado fue Excel 2003 para la recogida de datos y SPSS para Windows

versién 15.0 para el andlisis estadistico.
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6.- Resultados.

6.1 Anadlisis descriptivo de la serie. Caracteristicas demogridficas,
biolégicas y terapéuticas.

Se incluyeron un total de 119 pacientes que cumplian los criterios de inclusién.
La distribucién por sexos reflejo6 un predominio de varones sobre mujeres (58,8%

frente a 41,2%).

La edad media de diagndstico de la LMA fue de 53,7 afios con un IC al 95% 50,8 -56,5,
siguiendo una distribuciéon no normal (prueba de Kolmogorov-Smirnov p 0,004). Por lo
qgue usamos la mediana como estadistico de tendencia central con un valor de 56 afios
(rango 15-79 afios) que define un recorrido de la variable de 64 afios y un rango
intercuartilico de 23 afios. En el histograma de frecuencia con curva de normalidad, se

aprecia una curva bimodal tomando como referencia la edad de 60 anos.

Frecuencia

:

o I T T T
10,00 20,00 40,00 60,00 80,00

Edad al diagndstico

Figura 6.1 Distribucion de frecuencias de los pacientes segtin edad al diagndstico

El estado general de los pacientes definido mediante valoracién por la escala funcional

ECOG revel6 la distribucién indicada en la Tabla 6.1
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Tabla 6.1 Distribucion de pacientes de acuerdo a la escala ECOG

Frecuencia Porcentaje
0 11 9,2
1 59 49,6
Valor Escala 2 42 35,3
3 7 5,9
Total 119 100,0

Las caracteristicas de las variables bioldgicas cuantitativas en nuestra serie como
leucocitos, hemoglobina, blastos en médula dsea, en sangre periférica, plaguetas y

creatinina, se muestran en la Tabla 6.2

Tabla 6.2 Resumen de los descriptivos de tendencia central de Leucocitos, Hemoglobina,
plaquetas y blastos al momento del diagndstico

Media IC 95% Mediana Amplitud recorrido
Leucocitos 36874,45 25264,92 - 7600 40100 900-314000
48483,97
Hemoglobina* 9 8,66 —9,35 8,9 2,3 4,5-14,4
Plagquetas 75594,92 61673,34- 52100 79225 2200-530000
89516,49
Blastos SP 35,62 29,53-41,71 27 60 0-96
Blastos MO 55,98 51,37-60,59 53,5 45 2-99
Creatinina 0,91 0,86 -0,97. 0,8 0,3 0,5-2,4

* Variable con distribuciéon normal

La distribucion de las LMA por grupos morfoldgicos fue la siguiente (Tabla 6.3):

Tabla 6.3 Distribucion por grupos morfolégicos segun criterios OMS

Tipo Morfolégico Frecuencia Porcentaje
LAM indiferenciada 9 7,6
LAM sin maduracion 16 13,4
LAM con maduracién 19 16,0
LAM Mielomonocitica 25 21,0
LAM Monoblastica 13 10,9
Eritroleucemia 6 5,0
LAM con displasia multilinea 19 16,0
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LAM relacionada con terapia 12 10,1
Total 119 100,0

En la tabla 6.4 se muestran los resultados obtenidos en el estudio citogenético al

momento del diagnéstico de la LMA y su frecuencia en la cohorte de pacientes.

Tabla 6.4 | Frecuencia de los hallazgos observados en el estudio de cariotipo al diagnéstico

Cariotipo n % Cariotipo n %

Normal 69 57,98 t(6,9) 1 0, 84
t (8;21) 8 6,72 t(3;4) 1 0,84
Inv16 2 1,68 t (15;21) 1 0,84
+8 8 6,72 48 XY 1 0,84
Complejo (2 alt) 13 10,92 add 15 (q26) 1 0, 84
-7 3 2,52 add 14 1 0,84
Del 5q 2 1,68 +11 1 0,84
Hiperdiploide 2 1,68 +21 1 0, 84
t(3;17) 1 0, 84 No crecio 3 2,52

La presencia de mutaciones en NPM1 y FLT3 se estudié en los pacientes con cariotipo

normal y también en los de cariotipo sin crecimiento. La incidencia se muestra en la

Tabla 6.5.

Tabla 6.5 Mutaciéon NPM1 Mutacion FLT3
Frecuencia Porcentaje Frecuencia Porcentaje

Mutado 27 37,0 23 31,5

No mutado 45 63,0 49 68,5

Total 72 100,0 72 100,0

La frecuencia de los grupos de riesgo citogenético segln clasificacion recomendada
por PETHEMA (Miguel Angel Sanz & Moscardo, 2010) y por European Leukemia NET en
el afio 2010 (Dohner et al., 2010) se indican en las Tabla 6.6 y 6.7.
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Tabla 6.6 Grupos de riesgo segtin citogenética al diagndstico

Frecuencia Porcentaje
Grupo de buen pronéstico 10 8,4
Riesgo Intermedio 90 75,6
Prondstico Adverso 19 16,0
Total 119 100,0
Tabla 6.7 Riesgo bioldgico segun clasificacion ELN 2010
Frecuencia Porcentaje
Bueno 28 23,5
. Intermedio 72 60,5
Grupos de riesgo
Intermedio 1 53 44,5
Intermedio 2 19 16,0
Adverso 19 16,0
Total 119 100,0

Las caracteristicas de expresion de antigenos celulares al diagndstico se resumen en la

Tabla 6.8
Tabla 6.8 Caracteristicas de inmunofenotipo
POSITIVO NEGATIVO NO DISPONIBLE/NO DATOS
Antigeno N % N % N %
CD34 71 59,5 27 22,7 21 17,6
CD117 83 69,7 10 8,4 26 21,8
DR 84 70,6 12 10,1 23 19,3

Los 119 pacientes (100%) recibieron quimioterapia de induccion mediante dos
esquemas “7+3” y” 5+2”. Las frecuencias observadas fueron las siguientes para ambos

tratamientos (Tabla 6.9).

Tabla 6.9 Tipo Quimioterapia induccion

Esquema induccion Frecuencia Porcentaje
7+3 107 89,9
5+2 12 10,1
Total 119 100,0
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Tal y como se muestra en la figura 6.2, la edad media de los pacientes fue
significativamente diferente segln el tipo de quimioterapia de induccién recibida.
Siendo de 51,66 afios (IC 95%, 48,79 — 54,52) en los pacientes tratados con el esquema
7+3 y de 72,08 aios (IC 95% 69,08-75,08) en los que recibieron el protocolo 5+2
(p<0,001).

80,00

60,00

iagnéstico

40,00

Edad al d

20,00

0,00 T T
7+3 5+2

Tipo Quimioterapia induccién

Figura 6.2 Comparacion entre edades medias al momento del diagnéstico seglin el tipo de
quimioterapia recibida.

En cuanto al tratamiento de intensificacion, en la serie se observaron cuatro
posibilidades. Las frecuencias observadas para estas opciones son las siguientes (Tabla

6.10).

Tabla 6.10 Tipo de tratamiento post-induccién o de intensificacién.

Frecuencia Porcentaje
TPH Alogénico 38 31,9
Quimioterapia o TPH Autoélogo 38 31,9
Hipometilantes (Azacitidina) 4 3,4
No recibe 39 32,8
Total 119 100,0
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6.2 Caracteristicas de las variables a estudio

6.2.1 Caracteristicas descriptivas y analiticas de la variable expresion
MN1 en relacion al resto de variables.

El nivel de expresion de MN1 se obtuvo en un total de 113 casos (95%) del total de la
serie con 6 casos perdidos. El recorrido de la variable discurre entre 0,00 y 36,11, sin
seguir una distribucion normal (prueba de Kolmogorov-Smirnov p<0,001). La media
observada fue de 1,89 con IC al 95% entre 0,94-2,84. La mediana fue de 0,41 con un
rango intercuartilico de 0,99. El histograma con la distribucion de la variable se

muestra a continuacion (Figura 6.3).

1200

1000+

600
400+

2,004

T

0,01

|
VELOR RN

Figura 6.3 Grafico de cajas y bigotes para la distribucion de la variable MN1 de manera cuantitativa

Como se describe en la bibliografia, se define sobreexpresion mediante estudio de la
poblacién enferma a partir del Percentil 50 o mediana, es decir, >0.41 en nuestra
cohorte. En el presente trabajo planteamos un criterio alternativo, que es considerar
sobreexpresién a partir de 2,5 DS de una poblaciéon control, es decir, >0,14 (ver

apartado 5.5.2 de Material y Métodos)
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La frecuencia de pacientes definidos como sobreexpresion mediante P50 fue la
siguiente (Tabla 6.11):

Tabla 6.11 Frecuencia de Sobreexpresion MN1 si >P50 poblacion enferma.

Frecuencia Porcentaje
Sobreexpresidon Positiva 58 51,3
Sobreexpresion Negativo 55 48,7
Total 113 100,0

Mientras que la distribucidon segin nuestro método (>2,5DS) se indica a continuacién

(Tabla 6.12):

Tabla 6.12 Frecuencia de Sobreexpresion MN1 si >2,5 DS media poblacién control.

Frecuencia Porcentaje
Sobreexpresidn Positiva 77 68,1
Sobreexpresién Negativo 36 31,9
Total 113 100,0

El estudio analitico de la asociacién de la expresion de MN1 con otras variables
bioldgicas se hizo teniendo en cuenta sélo aquellos pacientes para los que se tenia

valor de MN1 excluyéndose los 6 casos con valores perdidos.

En primer lugar se analizaron las asociaciones con otras variables cuantitativas y

considerando a MN1 como una variable cuantitativa.

No se observo correlacion entre MN1 con cifra de leucocitos (p >0,5), hemoglobina
(p>0,05), plaquetas (p>0,5), blastos en sangre periférica (p >0,1), blastos en médula

osea (p>0,05) ni edad (p>0,1).
El estudio de la asociacién y correlacion entre las variables principales del estudio,

MN1 y BAALC, como variables cuantitativas revelé una correlaciéon r? lineal de 0,28,

mientras que el indice de correlacion de Spearman resulté de 0,7 (p<0,001).
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Figura 6.4 Correlacidon estadistica entre MN1 y BAALC como variables cuantitativas

A continuacion se estudio la asociacion de la sobreexpresion de MN1 como variable
cualitativa por los dos métodos investigados con las distintas variables bioldgicas
descritas en la bibliografia.

Tabla 6.13 Asociacion de sobreexpresion de MN1 si > P50 de la serie de pacientes con
otros marcadores moleculares y citogenéticos

p RR IC 95 estadistico indice
Correlacién
NPM1 no mutado <0,001 1,707 1,328-2,194 x>
FLT3 mutado >0,05 0,411 0,165-1,022 x>
Expresion CD34 <0,001 2,006 1,418-2,839 x>
Expresion CD117 0,073 1,162 0,995-1,356 Fisher
Expresion DR 0,022 1,196 1,020-1,401 x>
Riesgo 0,414 LxL
Citogenético
Global
BAALC >P50 <0,001 2,929 1,782-4,813 x>
BAALC>2,5DS <0,001 1,898 1,415-2,545 x>
Correlacion <0,001 Spearman 0,695
cuantitativa MN1y
BAALC
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En la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos de la asociacion de la

variable MN1 definida como sobreexpresiéon a partir de >2,5 DS

Tabla 6.14

NPM1 no
mutado
FLT3 mutado

Expresion
CD34
Expresion
CcD117
Expresion DR

Riesgo
Citogenético
Global
BAALC >P50

BAALC>2,5DS

<0,001

>0,5

<0,001

0,040

0,033

0,193

<0,001

<0,001

RR
1,987

0,833

2,863

1,216

1,233

4,503

2,720

IC95
1,366-2,889

0,437-1,786

1,534-5,346

0,961-1,537

0,994-1,530

1,972-10,282

1,661-4,454

Asociacion de sobreexpresion de MN1 si >2,5 DS de media de una poblacion
sana con otros marcadores moleculares y citogenéticos

estadistico

Fisher

Fisher

LxL

6.2.2 Caracteristicas descriptivas y analiticas de la variable expresion
BAALC en relacion al resto de variables.

El nivel de expresidon de BAALC se obtuvo para un total de 108 casos (90,8%) del total

de la serie con 11 casos perdidos. El recorrido de la variable discurre entre 0,00 y

54,80, sin seguir una distribucién normal (prueba de Kolmogorov-Smirnov p<0,001). La

media observada fue de 5,11 con IC al 95% entre 3,08-7,13, y la mediana fue de 0,96

con un rango intercuartilico de 4,52.

A continuacién se muestra histograma con la distribucion de la variable (Figura 6.5).
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Figura 6.5 Grafico de cajas y bigotes de BAALC como variable cuantitativa

En base a esto, se defini6 como valor de sobreexpresién el situado mas alld de la
mediana de la poblacién enferma, en nuestra serie >0,96. Mientras que el valor
definido como sobreexpresion >2,5 DS de la media un grupo de control, se
correspondié con >0,3. A continuacién se muestra la frecuencia de distribucién de

sobreexpresidn segin ambos criterios (Tabla 6.15y 6.16)

Tabla 6.15 Sobreexpresion BAALC > P50 poblacién enferma

Frecuencia Porcentaje
Sobreexpresion Positiva 54 50,0
Sobreexpresion Negativa 54 50,0
Total 108 100,0

Tabla 6.16 Sobreexpresion BAALC > 2,5 DS poblacién control

Frecuencia Porcentaje
Sobreexpresion Positiva 76 70,4
Sobreexpresion Negativa 32 29,6
Total 108 100,0

El analisis de asociacion de la expresién de BAALC con otras variables bioldgicas se hizo
teniendo en cuenta sélo aquellos pacientes para los que se disponia del valor de

BAALC excluyéndose los 11 casos con valores perdidos.
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Como variable cuantitativa no mostré correlacion con Leucocitos (p>0,1), hemoglobina

(p>0,5), plaquetas (p>0,5), blastos sangre periférica (p>0,5), blastos médula désea (p

>0,1), ni edad (p>0,5).

A continuacién las asociaciones de BAALC como variable cualitativa a partir de los dos

criterios de sobreexpresion estudiados (Tabla 6.17).

Tabla 6.17

NPM1 no
mutado
FLT3
No mutado
Expresion
CD34
Expresion
CD117
Expresion DR

Riesgo
Citogenético
Global
Riesgo
Citogenética
Bueno
Riesgo
Citogenético
Intermedio
Riesgo
Citogenético
Adverso
MN1 >P50

MN>2,5DS

<0,001

>0,1

<0,001

>0,1

<0,001

0,014

<0,05

>0,1

>0,5

<0,001

<0,001

RR
1,759

1,184

1,847

1,134

1,367

0,833

0,867

0,667

2,733

1,960

IC95
1,362-2,272

0,960-1,461

1,322-2,582

0,961-1,340

1,135-1,645

0,740-0,939

0,707-1,063

0,255-1,744

1,733-4,311

1,453-2,645

Asociacion de sobreexpresion de BAALC si > P50 de la serie de pacientes con otros
marcadores moleculares y citogenéticos

estadistico

Fisher

LxL

Fisher

Para profundizar en el andlisis de la asociacién con riesgo citogenético en la tabla 6.18

se muestra la distribucion de los casos de sobreexpresién BAALC>P50 por grupos de

riesgo citogenético.
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Tabla 6.18 Sobreexpresién BAALC P50 con Riesgo CG codificado

Riesgo CG codificado

Bueno Intermedio Adverso Total
Sobreexpresion  Positiva 9 55 12 76
BAALC>P50 Negativa 0 29 3 32
Total 9 84 15 108

En la tabla 6.19 se muestran las asociaciones obtenidas con la definicion de
sobreexpresidn a partir de BAALC >2,5 DS de la poblacién control.

Tabla 6.19 Asociacion de sobreexpresion de BAALC si >2,5 DS de media de una
poblacion sana con otros marcadores moleculares y citogenéticos

p RR IC95 estadistico
NPM1 no <0,001 2,386 1,515-3,757 x2
mutado
FLT3 mutado >0,5 0,895 0,430-1,860 x2
Expresion <0,001 4,348 1,801-10,496 X2
CD34
Expresion >0,05 1,212 0,923-1,590 Fisher
CD117
Expresion DR <0,001 1,464 1081-1,982 Fisher
Riesgo >0,5 LxL
Citogenético
Global
MN1 >P50 <0,001 4,295 1,891-9,755 x>
MN1>2,5DS <0,001 3,041 1,734-5,332 x>

6.3 Andlisis bivariante y mutivariante de la probabilidad de fracaso
a la quimioterapia de induccion, de supervivencia global y libre de
progresion.

6.3.1 Analisis respecto a la remision completa y persistencia
La frecuencia global de remisidn completa (RC) en la serie tras el primer ciclo de

guimioterapia fue de 55,5 % y la de persistencia de 44,5%. La tasa global de remisién

completa con sucesivos ciclos de quimioterapia fue de 77%.
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El estudio del impacto de las variables cuantitativas se muestra a continuacion en la

Tabla 6.20.
Tabla 6.20 Asociacidn de variables cuantitativas con la condicion de RC y persistencia
Pruebas no paramétricas Pruebas paramétricas
Variable a U de Mann-Whitney T de Student
estudio Rango Rango
P valor promedio promedio P valor Media Media para
para RC para para RC Persistencia
persistencia
Edad al <0,001 49,7 72,8 <0,001 49,70 58,72
diagndstico
Leucocitos 0,5 61,95 57,57 >0,5 35366 38085
Hemoglobina * No procede No procede >0,5 8,95 9,08
Plaquetas >0,2 56,55 63,25 0,082 63957 90365
Blastos SP >0,5 53,89 55,29 >0,5 34,25 37,40
Blastos MO >0,5 59,30 55,20 >0,5 57,34 54,24
MN1 <0,001 46,95 70,12 0,163 1,3 2,65
BAALC 0,023 48,5 62,29 0,152 3,74 6,87

*: variable de distribucion normal

Tal y como se muestra en la tabla anterior, edad mas avanzada al diagndstico y mayor
expresion de MN1 y BAALC se asociaron a persistencia de la enfermedad de manera

significativa.

En la tabla 6.21 se indican los resultados para las distintas variables cualitativas
analizadas. La RC fue mas frecuente en pacientes con NPM1 mutado y con

guimioterapia 7+3, asi mismo, el riesgo citogenético determind RC o persistencia.

Tabla 6.21 Frecuencia de remision completa y persistencia de enfermedad a la

quimioterapia de Induccion para las distintas variables cualitativas

Variable a estudio RC Persistencia P valor estadistico
NPM1 mutado 75,9% 24,1% 0,011 X2
FLT3 mutado 55,6% 44,4% >0,5 x>
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Expresiéon CD34
Expresiéon CD117

Expresion DR
CG buen pronéstico
CG riesgo intermedio
CG prondstico

Adverso
Quimioterapia 7+3

Quimioterapia 5+2

47,9%
54,2%

57,1%
80%
56,7%
36,8%

58,9%
25%

52,1%
45,8%

42,9%
20%
43,3%
63,2%

41,1%
75%

>0,5
>0,5

>0,5

0,024

0,025
0,025

LxL

Para analizar el impacto de los grupos de riesgo citogenético se realizd regresion

logistica binaria, y considerdandose como factor de riesgo

la condicidn

persistencia de enfermedad y con el grupo de buen pronédstico como referencia con un

Exp(B) de 6,857 (IC 95% 1,124-41,82) p=0,037 para adverso y con p>0,1 con Exp(B)

3,06 (IC95% 0,61-15,22) para el intermedio.

En la tabla 6.22 se muestra la asociacién de las principales variables categéricas

estudiadas con la remisién o persistencia, asi como el valor de los riesgos relativos

encontrados.
Tabla 6.22 Asociacién de variables cualitativas con la condicién de PERSISTENCIA a la
quimioterapia de Induccion
Variable P valor RR IC Estadistico
NPM1 mutado 0,011 0,472 0,240-0,929 x>
FLT3 mutado >0,5 0,997 0,618-1,611 x2
Expresién CD34 >0,5 1,563 0,877-2,787 x>
Expresién CD117 0,99 1,145 0,517-2533 Fisher
Expresién DR >0,5 1,286 0,557-2,970 x>
Quimioterapia
5+2 frente 7+3 0,025 1,824 1,225-2,714 x>
Quimioterapia
7+3 frente a 5+2 0,025 0,548 0,368-0,816 x>
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Variable
NPM1 mutado
FLT3 mutado
Expresion CD34
Expresion CD117
Expresion DR
Quimioterapia
5+2 frente 7+3
Quimioterapia

7+3 frente a 5+2

6.3.1.1 Influencia de MN1 y BAALC sobre la RC y persistencia

Asociacion de variables cualitativas con la condicion de REMISION COMPLETA a

P valor

0,011
>0,5
>0,5
0,99
>0,5

0,025

0,025

la quimioterapia de Induccion

RR
1,552
1,002
0,718
0,904
0,857

0,425

2,355

IC
1,156-2,083
0,683-1,471
0,877-2,787
0,525-1,556
0,552-1,332

0,157-1,146

0,873-6,355

Estadistico

Fisher

XZ

El andlisis del impacto de las variables principales del estudio MN1 y BAALC sobre la

persistencia se llevé a cabo considerando las variables como cuantitativas (resultados

ya mostrados en Tabla 6.20), y también como categdricas segin los dos puntos de

corte correspondientes a los dos criterios establecidos.

A continuacién se muestran los resultados para la variable MN1, para el cual solo se

consideraron los casos con valor de MN1, excluyéndose 6 casos perdidos.

Ademas de los resultados mostrados en la tabla 6.20 como variable cuantitativa con

distribucién no normal, se procedié realizar estudio mediante curvas ROC, para

identificar la asociacién entre MN1 y la condicién de persistencia
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Figura 6.6 Curvas ROC de la variable MN1 para la condicidn de persistencia de enfermedad
A continuacidén, en la Tabla 6.23 se muestra el estudio de sensibilidad y especificidad
de los valores de MN1 respecto a la persistencia de enfermedad tras la quimioterapia

de induccion.

Tabla6.23  Correspondencia entre valores de MN1 y sensibilidad y especificidad para
hallazgo de persistencia a la quimioterapia de induccién

Valor MN1  Sensibilidad Especificidad Valor MN1 Sensibilidad Especificidad
0,000225 100% 2% 0,415 65% 63%
0,00515 100% 5% 0,425 65% 64%
0,0068 100% 6% 0,445 61% 66%
0,008 100% 8% 0,465 59% 67%
0,01 100% 9% 0,51 57% 69%
0,0115 98% 11% 0,535 55% 70%
0,013 98% 13% 0,56 53% 73%
0,016 96% 19% 0,625 51% 75%
0,0175 96% 20% 0,69 49% 75%
0,0195 94% 20% 0,78 49% 80%
0,0215 94% 22% 0,795 47% 80%
0,0225 92% 22% 0,81 45% 80%
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0,0235
0,032
0,0385
0,045
0,075
0,11
0,125
0,135
0,145
0,16
0,175
0,19
0,21
0,23
0,25
0,27
0,3
0,34
0,385

92%
92%
92%
90%
90%
90%
90%
90%
88%
86%
82%
82%
82%
76%
76%
76%
71%
69%
67%

23%
28%
30%
30%
38%
45%
47%
48%
52%
52%
55%
56%
58%
58%
59%
61%
61%
61%
61%

En rojo, los valores de corte para MN>2,5 DS

(>0,14) y para MN1>P50 (>0,41)

0,96
1,005
1,06
1,325
1,4
1,635
1,705
1,83
2,21
2,575
3,08
3,835
4,54
5,2
8,045
10,08
12,585
14,735
15,48
22,89
37,11

41%
39%
33%
33%
31%
27%
24%
22%
20%
18%
16%
16%
14%
12%
10%

8%

6%

4%

4%

2%

0%

81%
81%
81%
86%
86%
86%
86%
88%
89%
89%
91%
94%
95%
95%
97%
97%
97%
97%
98%
98%
100%

Tal y como se observa en la tabla anterior, la sensibilidad para el punto de corte de

>2.5DS fue de 88% y considerando el punto >P50 de 65% vy la especificidad fue del 52%

frente al 63% respectivamente.

Se repitid la misma aproximacién pero excluyendo del analisis los pacientes que han

recibido quimioterapia con el esquema “5+2 “, obteniéndose una AUC de 0,712

En la tabla siguiente (tabla 6.24) se muestran los resultados de asociacién con

persistencia de enfermedad para la variable categdrica MN1, seguin grupos de riesgo

citogenético y segun tratamiento de induccién recibido.
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Tabla 6.24 Tablas de contingencia para MN1. Todos los grupos citogenéticos y todos los

tratamientos

Variable a estudio
Positivo
Negativo

RR para persistencia

Positivo
Negativo

RR para persistencia

Frecuencia de remision completa y persistencia de enfermedad a la

quimioterapia de Induccion para la variable MN1 si >P50

Persistencia RC P valor estadistico
56,9% (33/58) 43,1%(25/58)
29,1% (16/55) 70,9% (39/55) 0,003 X

1,956 (1C95% 1,223-3,128)

Frecuencia de remision completa y persistencia de enfermedad a la
quimioterapia de Induccion para la variable MN1 si >2,5 DS
57,1% (44/77) 42,9% (33/77)

13,9% (5/36) 86,1% (31/36) <0,001 X

4,114 (IC95% 1,783-9,493)

Tabla 6.25 Tablas de contingencia para MN1. Todos los grupos citogenéticos y sélo 7+3

Variable a estudio
Positivo
Negativo

RR para persistencia

Positivo
Negativo

RR para persistencia

Frecuencia de remision completa y persistencia de enfermedad a la
quimioterapia de Induccion para la variable MN1 si >P50 excluidos

pacientes con quimioterapia tipo “5+2”

Persistencia RC P valor estadistico
54,9% (28/51) 45,1%(23/51)
27,8% (15/54) 72,2% (39/54) 0,005 X

1,976 (1C95% 1,203-3,248)

Frecuencia de remision completa y persistencia de enfermedad a la
quimioterapia de Induccion para la variable MN1 si >2,5 DS
excluidos pacientes con quimioterapia tipo “5+2”

55,7% (39/70) 44,3% (31/70)

11,4% (4/35) 88,6% (31/35) <0,001 X

4,875 (IC95% 1,894-12,550)
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Seguidamente se muestran las tablas de contingencia y riesgo relativos y la

distribucién de frecuencias para persistencia de los dos puntos de corte de MN1,

considerando, sélo el subgrupo de pacientes con cariotipo de riesgo intermedio.

Tabla 6.26 Tablas de contingencia para MN1. CG de riesgo intermedio

Variable a estudio
Positivo
Negativo

RR para persistencia

Positivo
Negativo

RR para persistencia

Frecuencia de remision completa y persistencia de enfermedad a la

quimioterapia de Induccion para la variable MN1 si >P50

Persistencia RC P valor estadistico
58,5% (24/41) 41,5% (17/41)
28,3% (13/46) 71,7% (33/46) 0,004 X
2,071 (1C95% 1,222-3,511)

Frecuencia de remision completa y persistencia de enfermedad a la
quimioterapia de Induccién para la variable MN1 si >2,5 DS
60,7% (34/56) 39,3% (22/56)
9,7% (3/31) 90,3% (28/31) <0,001 X
6,274 (1C95% 2,097-18,770)

A continuacién, excluyendo pacientes con tratamiento de induccidn tipo 5+2

Tabla 6.27 Tablas de contingencia para MNL1. CG de riesgo intermedio y solo 7+3

Variable a estudio
Positivo
Negativo

RR para persistencia

Positivo
Negativo

RR para persistencia

Frecuencia de remision completa y persistencia de enfermedad a la

quimioterapia de Induccién para la variable MN1 si >P50

Persistencia RC P valor estadistico
60,5% (23/38) 39,5% (15/38)
26,7% (12/45) 73,3% (33/45) 0,002 X
2,270 (IC95% 1,312-3,928)

Frecuencia de remision completa y persistencia de enfermedad a la
quimioterapia de Induccion para la variable MN1 si >2,5 DS
62,3% (33/53) 37,7% (20/53)
6,7% (2/30) 93,3% (28/30) <0,001 x>
9,340 (1C95% 2,409-36,215)
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Seguidamente en las tablas 6.28 y 6.29 los resultados para pacientes con cariotipo

normal.

Tabla 6.28 Tablas de contingencia para MN1. CG normal y todos los tratamientos

Variable a estudio
Positivo
Negativo

RR para persistencia

Positivo
Negativo

RR para persistencia

Frecuencia de remision completa y persistencia de enfermedad a la
quimioterapia de Induccion para la variable MN1 si >P50
Persistencia RC P valor estadistico

54,8% (17/ 31) 45,2% (14/31)
25% (10/40) 75% (30/40) 0,010 X
2,194 (1C95% 1,175-4,097)

Frecuencia de remision completa y persistencia de enfermedad a la
quimioterapia de Induccién para la variable MN1 si >2,5 DS
58,1% (25/43) 41,9% (18/43)
7,1% (2/28) 92,9% (26/28) <0,001 X
8,140 (1C95% 2,090-31,699)

Tabla 6.29 Tablas de contingencia para MN1. CG normal y solo tratamiento 7+3

Variable a estudio
Positivo
Negativo

RR para persistencia

Positivo
Negativo

RR para persistencia

Frecuencia de remision completa y persistencia de enfermedad a la
quimioterapia de Induccidn para la variable MN1 si >P50 excluidos
quimioterapia tipo 5+2
Persistencia RC P valor estadistico

57,1% (16/ 28) 42,9% (12/28)
25% (10/40) 75% (30/40) 0,007 X
2,286 (1C95% 1,223-4,272)

Frecuencia de remision completa y persistencia de enfermedad a la
quimioterapia de Induccién para la variable MN1 si >2,5 DS
excluidos quimioterapia tipo 5+2

60% (24/40) 40% (16/40)
7,1% (2/26) 92,9% (24/26) <0,001 X
8,400 (1C95% 2,158-32,703)

134



Estos resultados muestran que, considerando ambos puntos de corte en los distintos
subgrupos, existe una asociaciéon significativa entre ausencia de sobreexpresién de

MN1 y RC, que se traduce en mayor riesgo relativo (RR) para persistencia.

La misma metodologia se siguidé para la variable a estudio BAALC. De igual manera al
procedimiento seguido con MN1, se han excluido del andlisis los pacientes sin valores

de BAALC. El niUmero total de casos para estudio fue de 108.

En primer lugar los resultados de su anadlisis como variable cuantitativa, por test

paramétricos y no paramétricos, se muestran en la tabla 6.20

Estudio mediante curvas ROC de la asociacion con persistencia de enfermedad

Curva COR

0,87

Sensibilidad
g

o
~
1

0,2

AUC 0,628

0,07 T T T T
0,0 0,2 0,4 06 0,8 1,0

1 - Especificidad

Figura 6.7 Curvas ROC para la variable BAALC para la situacion de persistencia de enfermedad

La sensibilidad y especificidad de la variable respecto a la persistencia de enfermedad

se muestra en la tabla adjunta
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Tabla 6.30 Valor Sensibilidad y especificidad BAALC para persistencia

Valor Sensibilidad Especificidad Valor Sensibilidad Especificidad
BAALC BAALC
0,0000135 100% 2% 1,27 53% 59%
0,0043 98% 5% 1,475 53% 62%
0,01145 98% 8% 1,55 51% 62%
0,015 98% 11% 1,635 49% 62%
0,0215 98% 15% 1,745 47% 64%
0,032 98% 18% 1,865 45% 64%
0,037 96% 21% 2,106 43% 66%
0,048 96% 23% 2,285 43% 69%
0,063 96% 26% 2,365 40% 69%
0,0995 96% 30% 2,475 38% 69%
0,105 94% 30% 2,69 36% 70%
0,14 91% 33% 3,755 34% 74%
0,155 89% 33% 3,89 32% 74%
0,18 87% 34% 4,41 32% 79%
0,23 87% 38% 4,6 30% 79%
0,255 83% 38% 5 28% 80%
0,29 81% 41% 5,205 28% 82%
0,305 79% 43% 5,575 26% 84%
0,32 77% 44% 5,705 23% 85%
0,4 74% 44% 6,26 21% 85%
0,495 72% 44% 7,655 19% 87%
0,53 70% 46% 8,38 17% 87%
0,56 70% 48% 9,56 17% 89%
0,595 70% 49% 11,47 15% 89%
0,635 68% 49% 14,36 15% 92%
0,675 68% 51% 15,995 13% 92%
0,715 68% 52% 16,75 13% 93%
0,79 66% 52% 17,03 13% 95%
0,845 66% 54% 18,06 13% 97%
0,855 64% 56% 19,035 11% 97%
0,87 60% 56% 28,66 9% 98%
0,965 57% 56% 41,22 6% 98%
1,085 57% 57% 46,225 4% 98%
1,195 55% 59% 50,62 1% 99%
1,27 53% 59% 54,205 0% 100%
En rojo, los valores de corte para 55,8 0% 100%
BAALC>2,5 DS (>0,3) y para BAALC>P50
(>0,96)

Tal y como se observa en la tabla, la sensibilidad para el punto de corte de >2.5DS fue

de 79% y de 57% considerando punto >P50 y la especificidad fue del 43% frente al 56%
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respectivamente. Cuando Se excluyeron los casos con quimioterapia tipo 5+2 y se

realizo el estudio de curvas ROC, con un total de 100 casos validos para analisis, con un

AUC de 0,643

En cuanto al estudio como variable categérica, el analisis se realizé segun los hallazgos

citogenéticos y la quimioterapia de induccién. Primero con todos los pacientes por CG

y tratamiento (n=108) y luego excluidos los que reciben “5+2” (n=100)

Tabla 6.31 Tabla de contingencia para Sobreexpresién de BAALC incluyendo todos los cariotipos.

Variable a estudio
Positivo
Negativo

RR para persistencia

Positivo
Negativo

RR para persistencia

Frecuencia de remision completa y persistencia de enfermedad a la

quimioterapia de Induccion para la variable BAALC si >P50

Persistencia RC P valor estadistico
50% (27/54) 50% (27/54)
37% (20/54) 63% (34/54) 0,174 X

1,350 (1C95% 0,871-2,093)

Frecuencia de remision completa y persistencia de enfermedad a la
quimioterapia de Induccion para la variable BAALC si >2,5 DS
50% (38/76) 50% (38/76)
28,1% (9/32) 71,9% (23/32) 0,036 X
1,778(1C95% 0,978-3,232)

Tabla 6.32 Tabla de contingencia para Sobreexpresion de BAALC incluyendo todos los cariotipos y sélo

paciente con quimioterapia tipo 7+3

Variable a estudio
Positivo
Negativo

RR para persistencia

Frecuencia de remision completa y persistencia de enfermedad a la
quimioterapia de Induccion para la variable BAALC si >P50
Persistencia RC P valor estadistico
47,9% (23/48)  52,1% (25/48)
34,6% (18/52)  65,4% (34/52) 0,117 X
1,384 (1C95% 0,860-2,228)
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Frecuencia de remision completa y persistencia de enfermedad a la

quimioterapia de Induccion para la variable BAALC si >2,5 DS

Positivo 47,8% (33/69) 52,2% (36/69)
Negativo 25,8% (8/31) 74,2% (23/31) 0,038 X
RR para persistencia 1,853 (IC95% 0,972-3,535)

A continuacion los hallazgos con la misma aproximacién solo para pacientes con

cariotipo de riesgo intermedio para n =84

Tabla 6.33 Tabla de contingencia para Sobreexpresion de BAALC incluyendo cariotipos de riesgo
intermedio y todos las quimioterapias
Frecuencia de remision completa y persistencia de enfermedad a la

quimioterapia de Induccién para la variable BAALC si >P50

Variable a estudio Persistencia RC P valor estadistico
Positivo 56,4% (22/39)  43,6%(17/39)
Negativo 31,1% (14/45)  68,9% (31/45) 0,019 X
RR para persistencia 1,813 (1C95% 1,083-3,034)

Frecuencia de remision completa y persistencia de enfermedad a la

quimioterapia de Induccidn para la variable BAALC si >2,5

Positivo 51,8 (28/55) 48,2% (27/55)
Negativo 27,6% (8/29)  72,4% (21/29) 0,040 X
RR para persistencia 1,877 (1C95% 0,988-3,566)

Misma aproximacién excluyendo los pacientes que recibieron quimioterapia tipo 5+2

para un total de 80 pacientes validos par el estudio.
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Tabla 6.34 Tabla de contingencia para Sobreexpresiéon de BAALC para CG de riesgo intermedio

excluidos pacientes con quimioterapia 5+2

Variable a estudio
Positivo
Negativo

RR para persistencia

Positivo
Negativo

RR para persistencia

Frecuencia de remision completa y persistencia de enfermedad a la

quimioterapia de Induccion para la variable BAALC si >P50

Persistencia RC P valor estadistico
58,3% (21/36)  41,.7% (15/36)
29,5% (13/44) 70,5% (31/44) 0,010 X2

1,974 (1C95% 1,158-3,365)

Frecuencia de remision completa y persistencia de enfermedad a la
quimioterapia de Induccion para la variable BAALC si >2,5 DS

51,9% (27/52)  48,1% (25/52)

25% (7/28) 75% (21/28) 0,020 2

2,077 1C95% 1,039-4,152)

Por dultimo, los resultados estudiando solo pacientes con CG normal para n=69

incluyendo todas las quimioterapias (Tabla 6.35) y 66 pacientes cuando solo se

consideran los tratados con 7+3 (tabla 6.36)

Tabla 6.35 Tabla de contingencia para Sobreexpresion de BAALC para CG normal incluidas todos los

tipos de quimioterapia

Variable a estudio
Positivo
Negativo

RR para persistencia

Positivo
Negativo

RR para persistencia

Frecuencia de remision completa y persistencia de enfermedad a la

quimioterapia de Induccién para la variable BAALC si >P50

Persistencia RC P valor estadistico
54,8% (17/31) 45,2% (14/31)
26,3% (10/38) 73,7% (28/38) 0,016 X

2,084 (1C95% 1,120-3,876)

Frecuencia de remision completa y persistencia de enfermedad a la
quimioterapia de Induccion para la variable BAALC si >2,5 DS
excluidos pacientes con quimioterapia tipo “5+2”

46,7% (21/45)  53,3% (23/45)

25% (6/24) 75% (18/24) 0,079 X

1,867 1C95% 0,873-3,992)

Y por ultimo, resultados excluidos pacientes con quimioterapia tipo 5+2
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Tabla 6.36 Tabla de contingencia para Sobreexpresion de BAALC para CG normal excluidos pacientes
con quimioterapia 5+2

Frecuencia de remisién completa y persistencia de enfermedad a la
guimioterapia de Induccidn para la variable BAALC si >P50 excluidos

pacientes con quimioterapia tipo “5+2"

Variable a estudio Persistencia RC P valor estadistico
Positivo 57,1% (16/28)  42,9% (12/28)
Negativo 26,3% (10/38)  73,7% (28/38) 0,011 X
RR para persistencia 2,171 (1C95% 1,167-4,042)

Frecuencia de remision completa y persistencia de enfermedad a la
quimioterapia de Induccién para la variable BAALC si >2,5 DS

excluidos pacientes con quimioterapia tipo “5+2”

Positivo 47,6% (22/42) 52,4% (22/42)
Negativo 25% (6/24) 75% (18/24) 0,070 X
RR para persistencia 1,905 1C95% 0,889-4,081)

6.3.1.2 Modelos multivariantes respecto a la influencia de las variables
categoricas en la persistencia tras induccidn.

Se construyeron varios modelos multivariante para estudiar como se relacionan entre
si las distintas variables con impacto significativo sobre la persistencia en el estudio

bivariante, tomando como punto de partida las variables MN1 y BAALC.

Modelos construidos para la variable MN1 >P50 para persistencia tras quimioterapia

de induccidn.
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Tabla 6.37a

Variables incluidas

MN1 P50
Edad

Riesgo CG
Bueno frente

adverso
Bueno frente
Intermedio
R2: 0,216

*: no significativo

Tabla 6.37b

Variables incluidas

MN1 P50
Edad

Riesgo CG
Bueno frente

adverso
Bueno frente
Intermedio
BAALC 2,5 DS
R2: 0,216

*: no significativo

Tabla 6.37c

Variables incluidas
MN1 P50
Edad
Riesgo CG

Bueno frente

Modelo multivariante n21 para persistencia de enfermedad a la

quimioterapia de Induccion para la variable MN 1 positivo si >P50

P valor

0,134

0,050

0,051

0,183

OR

3,271

0,134

0,442

IC95%

1,408-7,594

0,018-1,011

0,133-1,470

RR bivariante

1,976

0,146

0,326 *

Modelo multivariante n22 para persistencia de enfermedad a la

quimioterapia de Induccion para la variable MN 1 positivo si >P50

P valor

0,134

0,029

0,076

0,298

0,1

OR

2,080

0,155

0,523

2,439

IC95%

0,799-5,418

0,020-1,212

0,155-1,773

0,842-7,064

RR bivariante

1,976

0,146

0,326 *

1,718

Modelo multivariante n23 para persistencia de enfermedad a la

quimioterapia de Induccion para la variable MN 1 positivo si >P50

P valor
0,143
0,05

0,075

OR

2,047

0,151

IC95%

0,786-5,333

0,019-1,212

RR bivariante

1,976

0,146
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adverso

Bueno frente 0,347
Intermedio
Quimioterapia >0,5

Induccion 7+3 vs 5+2

BAALC 2,5 DS >0,1
R2: 0,219

*: no significativo

0,550 0,159-1,909 0,326 *
1,677 0,253-11,130 1,824
2,389 0,824-6,927 1,718

A continuacidon se muestran los resultados de los modelos de andlisis multivariante

tomando como referencia la expresion de MN1 a partir de > 2,5 DS.

Tabla 6.38a Modelo multivariante n21 para persistencia de enfermedad a la

quimioterapia de Induccién para la variable MN 1 positivo si >2,5 DS

Variables incluidas P valor OR IC 95% RR bivariante
MN1>2,5DS < 0,001 10,364 3,438-31,244 1,976
Edad 0,029 1,035 1,004-1,068
Riesgo CG
Bueno frente 0,027 0,098 0,012-0,769 0,146
adverso
Bueno frente 0,142 0,374 0,101-1,392 0,326 *
Intermedio
R2: 0,352
*: no significativo
Tabla 6.38b Modelo multivariante n22 para persistencia de enfermedad a la

quimioterapia de Induccion para la variable MN 1 positivo si >2,5 DS

Variables incluidas P valor
MN1>2,5DS 0,001
Edad 0,036

Riesgo CG

OR IC 95% RR bivariante
9,217 2,469-34,401 4,114
1,034 1,002-1,067

142



Bueno frente 0,045 0,118 0,015-0,952 0,146

adverso
Bueno frente 0,189 0,410 0,108-1,553 0,326 *
Intermedio
BAALC 2,5 DS >0,5 1,087 0,318-3,710 1,718

R2: 0,326

*: no significativo

Tabla 6.38c Modelo multivariante n23 para persistencia de enfermedad a la

quimioterapia de Induccién para la variable MN 1 positivo si >2,5 DS

Variables incluidas P valor OR IC 95% RR bivariante
MN1>2,5DS 0,001 9,221 2,468-34,754 4,114
Edad 0,081 1,030 0,996-1,065
Riesgo CG
Bueno frente 0,044 0,112 0,013-0,943 0,146
adverso
Bueno frente 0,228 0,443 0,111-1,691 0,326 *
Intermedio
Quimioterapia >0,5 1,880 0,257-13,120 1,824

Induccion 7+3 vs 5+2
BAALC 2,5 DS >0,5 1,050 0,306-3,595 1,718
R2: 0,330

*: no significativo

Como se observa en las tablas de los modelos multivariante y considerando >P50, sélo
mantiene significaciéon la edad al diagnéstico y riesgo citogenético bueno frente a
adverso. Mientras que considerando >2,5DS mostraron asociacion significativa, edad al

diagnéstico, sobreexpresion de MN1 y riesgo citogenético bueno frente a adverso.

Para ambas definiciones de sobreexpresion de de MN1 se exploraron otras variables

como leucocitos al diagndstico, mutacién de NPM1 o mutacién de FLT3, pero no se
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encontrd impacto en los modelos ni consiguieron OR estadisticamente significativitos.

(Datos no presentados).

A continuacién se muestran

los distintos modelos construidos en base a las

definiciones de sobreexpresion de BAALC. En primer lugar los desarrollados para

BAALC si >P50 de la poblacién enferma

Tabla 6.39a

Variables incluidas
BAALC> P50
Edad
Riesgo CG
Bueno frente
adverso
Bueno frente
Intermedio
R2:0,138

*: no significativo

Tabla 6.39b

Variables incluidas
BAALC> P50
Edad
NPM1 mutado
R2: 0,146

*: no significativo

Modelo multivariante n21 para persistencia de enfermedad a la

quimioterapia de Induccion para la variable BAALC positivo si >P50

P valor OR
0,1 2,001
0,039 1,031
0,088 0,169
0,178 0,444

IC 95% RR bivariante
0,867-4,620 1,350*
1,002-1,061
0,022-1,305 0,146
0,137-1,447 0,326 *

Modelo multivariante n22 para persistencia de enfermedad a la

quimioterapia de Induccidn para la variable BAALC positivo si >P50

P valor OR
>0,5 1,084

0,013 1,036
0,048 0,331

IC 95% RR bivariante
0,441-2,661 1,350*
1,008-1,065
0,111-0,990 0,472

A continuacién los modelos multivariantes creados a partir de BAALC mayor 2,5 DS
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Tabla 6.40a

Variables incluidas
BAALC>2,5DS
Edad
R2: 0,156

*: no significativo

Tabla 6.40b

Variables incluidas
BAALC>2,5DS
Edad
MN1> 2,5DS
R2: 0,276

*: no significativo

Modelo multivariante n21 para persistencia de enfermedad a la

quimioterapia de Induccidn para la variable BAALC positivo >2,5DS

P valor
0,013
0,005

OR
3,276
1,042

IC95%
1,285-8,350
1,012-1,072

RR bivariante

1,718

Modelo multivariante n22 para persistencia de enfermedad a la

quimioterapia de Induccidn para la variable BAALC positivo >2,5DS

P valor
>0,5
0,015
0,002

OR
1,080
1,038
7,648

IC 95%
0,320-3,647
1,007-1,069
2,086-28,041

RR bivariante

1,350*

4,114

De acuerdo con estos modelos, la edad al diagndstico mantuvo su significacién en

todos ellos y Unicamente fue significativo BAALC >2,5 en el modelo de la Tabla 6.46a

(con la variable edad) y al introducir MN1>2.5DS, el BAALC pierde significacion.

6.3.2 Estudio de supervivencia global de la serie.

Para el total de la serie de 119 pacientes, se produjeron 73 exitus.

La media de

seguimiento de la serie fue de 24,51 meses (IC95% 19,98- 29,04), mediana de 16

meses, con rango que discurre entre 0 y 116 meses, para un rango intercuartilico de 29

meses.

Mediante estudio con curvas de Kaplan Meier, se obtuvieron los siguientes resultados

para la media y mediana de supervivencia de la serie.

- Media de 42 meses con IC al 95% 33,33- 51,08

- Mediana de 22 meses con IC al 95% entre 14,51- 29,48

Con el siguiente grafico de probabilidad de supervivencia.
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Funcién de supervivencia
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1,07 supervivencia
+  censurado

0,87
£
= 0,6
Q
©
8
o
c
(]
2
> 0,4
-
()
Q.
=]
(n Ll Il Il |-

Ll T T L
0,27
—
0,0
T T T T T T T
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00

Tiempo seguimiento en meses
Figura 6.8 Curva de supervivencia global de la serie de 119 pacientes

Se estudio el impacto de variables en la probabilidad de supervivencia. La influencia de
la edad categorizada en tres grupos se muestra a continuacioén (Fig 6.9 y Tabla 6.41).

Funciones de supervivencia

10 Edad recodificada en
grupo
LI"1 Menores 40 afios
O 004 LI Entre 40-59
60
0,8 p ) mayores
+ Menores 40 afios-
censurado
+ Entre 40-59-censurado

= mayores 60-censurado
> 0,67
o
©
°
o
c
(]
2
S 047 —
-
g Ll Il l
=] T U U
n

0,27

0,07

T T T T T T T
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00

Tiempo seguimiento en meses

Figura 6.9 Curva de supervivencia segun grupos de edad
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El impacto del estado general del paciente definido por la escala ECOG categorizada en

dos grupos, menor de 2 y mayor o igual a 2 se indica en la Fig. 6.10 y Tabla 6.41.

Funciones de supervivencia

1,0 ECOG recodificado

"1ECOG 0-1
|1 ECOG mayor o igual a 2
+ ECOG 0-1-censurado

ECOG mayor o igual a
2-censurado

IS
3 0,677
o
g p<0,001
8
o
c
()
2
> 0,47
Z
[
o
>
n
p
0, L
0,07
T T T T T T T
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00

Tiempo seguimiento en meses

Figura 6.10 Curva de supervivencia global segun escala ECOG

Tabla 6.41 Impacto en supervivencia global de la serie de las variables Edad y estado

general estratificadas

Variable Mediana IC95% P (log Rank) HR IC 95% p
(meses)
Menor 40 61 20,91-101,08 0,004 ref.
afos

Edad 40-59 27 11,41-42,59 0,004 1,586 0,781-3,222 0,202
Mayores 60 12 8,73-29,48 0,004 2,785 1,399-5,543 0,004

ECOG <2 36 21,08-50,91 <0,001 ref.

ECOG 22 10 6,27-13,72 <0,001 2,237 1,404-3,565 0,001
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Respecto a las variables dependientes del tratamiento, se analizd la respuesta

obtenida al primer ciclo de quimioterapia de tipo 7+3 (Fig. 6.11, Tabla 6.42). Se

excluyeron para el analisis los pacientes que recibieron quimioterapia tipo 5+2 por

tener una tasa de persistencia significativamente superior.

Funciones de supervivencia

1,07

0,8

o
=)
1

Supervivencia acum
i
1

Respuesta
quimioterapia
induccion
l=d"1 Remisién Completa
lI"7 Persistencia

+ Remisién Completa-
censurado

+ Persistencia-censurado

0,00

T T T T T
40,00 60,00 80,00 100,00 120,00

Tiempo seguimiento en meses

Figura 6.11 Curva de supervivencia global segtin respuesta obtenida al primer ciclo de induccién

Segun el tratamiento recibido en la intensificacion, se consideraron como equivalentes

guimioterapia a altas dosis y trasplante autélogo. En el grupo de pacientes que no

recibié intensificacidén se incluyeron 4 pacientes que recibieron azacitidina posterior a

la induccién (Tabla 6.42, Figura 6.13).

Tabla 6.42

Variable

RC al primer
7+43*
Persistencia al

primer 743*

Impacto en supervivencia global de las variables dependientes del tratamiento

Mediana IC 95% P (log Rank) HR IC 95% p
(meses)

36 11,39-60,61 0,001 ref.

11 4,91-17,09 0,001 2,316 1,389-3,861 0,001

* se han excluido pacientes con quimioterapia de induccién 5+2

Alo TPH

NR NR <0,001 ref.
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TAPH o Ara-C 31 9,56-52,43 <0,001 1,553 0,798-3,020 0,195
AD
No reciben 8 3,63-12,36 <0,001 4,974 2,688-9,204 <0,001

NR: no ha alcanzado la mediana de seguimiento

Funciones de supervivencia

10 Intensificacion con
' Azacitidina en no
reciben
led "1 Alo-TPH
i |1 TASPE 0 Ara-C AD
08 O 001 No reciben
p< ) intensificacion
+ Alo-TPH-censurado
+ TASPE o Ara-C AD-
g 0.6 censurado
% ' [ A L L 11 No reciben
© R ! I intensificacion-
S censurado
c
(7]
2
> 0,47
-
[¢5]
o
>
(]
Il Il l
I I |
0,27
0,0

I I I I I I I
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00

Tiempo seguimiento en meses

Figura 6.12 Supervivencia global segin tratamiento de intensificaciéon

A continuacién se muestra el impacto en la probabilidad de supervivencia de distintas
variables bioldgicas. En la Figura 6.13 se describe la supervivencia en funcién del riesgo
citogenético, y en la 6.14 en funcién de la clasificacion propuesta por la European
Leukemia Net en 2010. Se consideraron todos los pacientes de riesgo intermedio

como un Unico grupo.
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Funciones de supervivencia
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Figura 6.13 Supervivencia global segtn citogenética al diagndstico

Funciones de supervivencia segun Riesgo ELN
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Tiempo seguimiento en meses

Figura 6.14 Supervivencia global segin tratamiento de intensificacion
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Supervivencias medianas para los tres grupos segun ELN fueron las siguientes:

Buen Prondstico 42 meses con IC al 95% entre 12,44 y 71,55
Intermedio 22 meses con IC al 95% entre 12,29y 31,70
Adverso 8 meses con IC al 95% entre 4,87 y 11,13

En la tabla siguiente se resumen nuestros resultados respecto a las principales

variables con impacto en la supervivencia, descritas en la bibliografia.

Tabla 6.43 Impacto en supervivencia global de la serie de las variables biolégicas
Variable Mediana IC 95% P (log Rank) HR IC 95% p
(meses)
WBC <20000 22 12,93-31,06 >0,5 0,851 0,487-1,486 >0,5
WBC 20000- 20 0-41,14 >0,5 0,917 0,408-2,058 >0,5
50000
WBC>50000 19 3,53-34,47 >0,5 ref.
CG buen 42 27,46-54,34 0,036 ref.
pronostico
Riesgo 22 14,95- 29,05 0,036 1,868 0,675-5,173 0,229
intermedio
Riesgo 8 4,87-11,12 0,036 3,436 1,125-10,494 0,030
Adverso
NPM1 22 17,48-26,51 >0,5 ref.
mutado*
NPM1 28 11,32-44,68 >0,5 0,964 0,514-1,809 >0,5
germinal*
FLT3 mutado* 11 3,53-18,47 0,123 1,636 ,0867-3,014 0,131
FLT3 28 3,68-52,31 0,123 ref.
germinal*
CD34 pos 20 6,53-33,46 0,264 0,740 0,431-1,268 0,273
CD34 neg 20 11,39-28,61 0,264 ref.

WBC: recuento de leucocitos al diagndstico
NR: no ha alcanzado la mediana de seguimiento
Ref.: variable de referencia

*: solo en pacientes con cariotipo normal
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6.3.2.1 Impacto de las variables MN1 y BAALC en la supervivencia global

El andlisis se realizd con los dos puntos de corte para cada variable y segin grupos de
riesgo citogenético tal y como se describe a continuacion: en la serie global de
pacientes, en los que presentaban citogenética de riesgo intermedio y por ultimo en

aquellos con cariotipo normal (Tablas 6.44-6.46 y figura 6.15).

Tabla 6.44 Impacto en supervivencia global de la serie de las variables MN1 y BAALC en

la serie completa de pacientes

Variable Mediana IC 95% P (log Rank) HR IC 95% p
(meses)
MN1 >P50 14 2,39-25,60 0,196 ref.
positivo
MN1 >P50 27 15,56-38,43 0,196 0,734 0,455-1,183 0,204
negativo
MN1>2,5DS 19 4,79-33,20 >0,5 ref.
positivo
MN1>2,5DS 27 19,40-34,59 >0,5 0,848 0,505-1,424 >0,5
negativo
BAALC>P50 22 4,75-38,25 0,439 ref.
positivo
BAALC>P50 27 17,99-36 0,439 0,841 0,512-1,383 0,496
negativo
BAALC>2,5DS 22 9,20-34,79 0,427 ref.
positivo
BAALC>2,5DS 27 17,80-36,20 0,427 0,8 0,459-1,397 0,433
negativo

Ref.: variable de referencia
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A continuacion (Tabla 6.45) los resultados para pacientes con cariotipo clasificado

como de riesgo intermedio para un total de 90 pacientes validos para estudio.

Tabla 6.45 Impacto en supervivencia global de la serie de las variables MN1 y BAALC en

pacientes con cariotipo de riesgo intermedio

Variable Mediana IC 95% P (log Rank) HR IC 95% p
(meses)
MN1 >P50 21 6,80-35,19 0,422 1,248 0,721-1,259 0,429
positivo
MN1 >P50 27 18,74-35,25 0,422 ref.
negativo
MN1>2,5DS 21 3,94-38,05 >0,5 1,093 0,618-1,934 >0,5
positivo
MN1>2,5DS 27 20,08-33,91 >0,5 ref.
negativo
BAALC>P50 22 13,13-30,86 0,173 1,467 0,836-2,573 0,181
positivo
BAALC>P50 27 23,09-30,90 0,173 ref.
negativo
BAALC>2,5DS 22 14,42-29,58 0,360 1,315 0,725-2,384 0,368
positivo
BAALC>2,5DS 27 22,48-31,52 0,360 ref.
negativo

Ref.: variable de referencia
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Y por ultimo los resultados para los pacientes con cariotipo normal

Tabla 6.46 Impacto en supervivencia global de la serie de las variables MN1 y BAALC en

pacientes con cariotipo normal

Variable Mediana IC 95%
(meses)
MN1 >P50 21 8,25-33,75
positivo
MN1 >P50 28 5,10-50,89
negativo
MN1>2,5DS 22 0-49,36
positivo
MN1>2,5DS 25 15,68-34,13
negativo
BAALC>P50 21 13,02-28,97
positivo
BAALC>P50 49 NR
negativo
BAALC>2,5DS 22 13-30,99
positivo
BAALC>2,5DS 49 9-88,99
negativo

Ref.: variable de referencia.

NR: No alcanzada

P (log Rank)

0,422

0,422

>0,5

>0,5

0,064

0,064

0,150

0,150

HR

1,386

ref.

1,082

ref.

1,792

ref.

1,651

ref.

IC 95%

0,747-2,572

0,573-2,044

0,950-3,379

0,821-3,323

0,301

>0,5

0,072

0,160
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Funciones de supervivencia

Para pacientes con cariotipo normal
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Figura 6.15 Curvas de supervivencia para sobreexpresion BAALC y CG normal
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6.3.3 Estudio de supervivencia libre de progresion.
Se estudié el tiempo hasta recaida o progresion en aquellos pacientes que alcanzaron

remisiéon completa morfolégica. El total de pacientes que alcanzaron remisién
completa con uno o sucesivos ciclos de quimioterapia fue de 92 (77,3%) y el nUmero
de recaidas observadas en este grupo fue de 43 (el 53% de los que alcanzaron RC).

La mediana de supervivencia libre de progresién (SLP) fue de 19 meses, con un 68%

libre de progresion a los 12 meses, 45% a los 24 meses y 41% a los 48 meses.

Supervivencia libre de progresién tras 12 RC

1,07
Funcién de
supervivencia

08 -|- Censurado
1S ]
5 0,6
Q
(5
R
5}
c
()
2 L Ll L Ll
GE) 0'4— LI LL 1 1 1
o
>
(%)

0,27 —

0,0

I I I I I I I
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00

tiempo

Figura 6.16 Supervivencia libre de progresion tras alcanzar primera remision

Seguidamente, se muestran los resultados del analisis segun el tipo de tratamiento
recibido, trasplante alogénico o quimioterapia (incluido el trasplante autélogo), una

vez alcanzada la remisidon completa (Tabla 6.47-48 54 y Figura 6.17).
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Tabla 6.47 Supervivencia libre de progresion seglin tratamiento de intensificacion

ALO-TPH TAPH o Ara CAD
SLP 12 meses 84,1% 70%
SLP 24 meses 68,7% 40,1%
SLP 48 meses 51,5% 36,7%

SLP: Supervivencia libre de progresion

Tabla 6.48 Riesgo de recaida tras primera RC segun tratamiento de intensificacion

Mediana IC p HR IC al 95% p
Alo-TPH NR 0-47,58 <0,05 Ref.
TAPH o Ara-C AD 13 meses 10,24-15,75 <0,05 2,420 1,134-5,161 0,022

Funciones de supervivencia

1,0
T
Tratamiento de
0.8 intensificacion
led 1 Al0-TPH
l lt"1 TASPE 0 Ara-C AD
| No reciben
H intensificacion
= 06 I -|- Alo-TPH-censurado
= I TASPE o Ara-C AD-
Q
@ | p<0 ’ 05 + censurado
© t — No reciben
8 intensificacion-
4 censurado
2
>
0,47
5 -L-I WLl ] ] Ll ] ] ]
o T 11 T T T 1 T T 1
>
n
0,27
0,07

! ! ! ! ! ! !
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00

tiempo (meses)

Figura 6.17 Supervivencia libre de progresion segun intensificacion recibida

Respecto al cariotipo al diagndstico las diferencias no fueron significativas (p>0,3).
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6.3.3.1 Influencia en la supervivencia libre de progresion de las variables

MN1y BAALC

El impacto de MN1 y BAALC al momento del diagndstico se muestran en la Tabla 6.55.

Tabla 6.49

Supervivencia libre de recaida riesgo de recaida tras primera RC segtin

nivel de expresion de MN1 y BAALC diagndéstico. Serie total de pacientes

MN1>P50 Positivo
MN1>P50 Negativo
MN1> 2,5 DS
Positivo
MN1> 2,5 DS
Negativo
BAALC >P50
Positivo
BAALC >P50
Negativo
BAALC >2,5 DS
Positivo
BAALC >2,5 DS
Negativo

NR: no alcanzada

Mediana en meses

Mediana

22

16

22

16

16

19

16

19

IC al 95%

0-64,035

10,986-21,014

0-55,732

11,079-20,921

4,644-27,356

NR

5,558-26,442

NR

p

>0,5

>0,5

>0,5

>0,5

0,366

0,366

0,274

0,274

HR

1,050

ref.

0,939

Ref.

1,323

ref.

1,458

ref.

IC al 95%
0,569-1,937

0,504-1,749

0,709-2,469

0,727-2,922

p
>0,5

>0,5

0,379

0,288

Se siguid la misma aproximacion sélo en pacientes con cariotipo de riesgo intermedio

gue alcanzaron remisidon completa, siendo 75 el total de casos validos.
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Tabla 6.50 Supervivencia libre de recaida y riesgo de recaida tras primera RC segun
nivel de expresion de MN1 y BAALC diagndstico. Pacientes con CG de

riesgo intermedio

Mediana IC al 95% p HR IC al 95% o]
MN1>P50 Positivo 22 0-67,250 >0,5 1,035 0,529-2,027 >0,5
MN1>P50 Negativo 16 11,029-20,971 >0,5 ref.
MN1> 2,5 DS 22 0-67,732 >0,5 0,923 0,474-1,797 >0,5
Positivo
MN1> 2,5 DS 16 11,029-20,971 >0,5 Ref.
Negativo
BAALC >P50 16 11,303-20,697 0,143 1,631 0,831-3,202 0,155
Positivo
BAALC >P50 NR NR 0,143 ref.
Negativo
BAALC >2,5 DS 16 4,488-27,211 0,224 1,543 0,751-3,170 0,237
Positivo
BAALC >2,5 DS 19 NR 0,224 ref.
Negativo

NR: no alcanzada

Mediana en meses

Por ultimo solo para pacientes con cariotipo normal que alcanzaron remision
completa, para un total de 62 casos validos para el analisis.

Tabla 6.51 Supervivencia libre de recaida y riesgo de recaida tras primera RC segun nivel de

expresion de MN1 y BAALC diagndstico. Pacientes con cariotipo normal

Mediana IC al 95% p HR IC al 95% p
MN1>P50 Positivo 102 NR >0,5 1,025 0,472-2,228 >0,5
MN1>P50 Negativo 19 12,346-25,654 >0,5 ref.
MN1> 2,5 DS 102 4,719-199,282 >0,5 0,824 0,387-1,755 >0,5
Positivo
MN1> 2,5 DS 16 9,367-22,633 >0,5 Ref.
Negativo
BAALC >P50 13 7,761-18,239 0,083 1,935 0,892-4,197 0,095
Positivo
BAALC >P50 NR NR 0,083 ref.
Negativo
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BAALC >2,5 DS

Positivo

BAALC >2,5 DS

Negativo

NR: no alcanzada.

16

NR

9,109-22,891

NR

0,171

0,171

Mediana en meses

1,759 0,763-4,053

ref.

Supervivencia libre de progresién para pacientes con cariotipo normal

1,07
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Figura 6.18 SLP para paciente con cariotipo normal seglin sobreexpresion BAALC >P50

0,185

En base a estos resultados sélo la sobreexpresion de BAALC>50 en el subgrupo de

pacientes con cariotipo normal se asocié marginalmente a peor supervivencia libre de

progresion.

6.4 Estudio de los niveles de expresion de MN1 y BAALC medidos
tras primer ciclo de quimioterapia. Frecuencia de RC e impacto
prondstico.

Se procedié a estudiar el perfil de expresion en el momento de la evaluacién de la

respuesta a la induccién en las muestras de aspirado de médula désea.

Se obtuvieron resultados de expresion de MN1 para 48 pacientes y de BAALC para 47,

todos ellos con niveles de expresidn estudiados en el momento del diagnéstico.

160



A continuacidon se muestran los niveles de expresion de MN1 con sus valores de
tendencia central y con referencia a los obtenidos en el momento del diagndstico de

los mismos pacientes.

Tabla 6.52 Estadisticos descriptivos para la variable MN1 al diagnéstico y
MN1 post induccién

Valor MN1 al diagnéstico  Media 1,7344
Intervalo de confianza Limite inferior ,9014
para la media al 95% Limite superior 2,5675
Mediana ,6300
Rango 15,77
Amplitud intercuartil 1,62

Valor MN1 post Induccién  Media ,25495
Intervalo de confianza  Limite superior ,13423
paralamediaal 95%  [imite inferior ,37567
Mediana ,08400
Rango 1,960
Amplitud intercuartil ,160

Comparacion de los rangos de las medias segun test de Wilcoxon p <0,001

Los valores de MN1 al diagndstico solo se han tenido en cuenta los de los 48 pacientes incluidos para
estudio de niveles de expresidn postinduccion

21

- 1 =

T
Valor MN1 al diagndstico valor MN1 post induccién

Figura 6.19 Comparacion con grafico de cajas del recorrido de la variable MN1 al diagnéstico y tras
quimioterapia de induccion
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De igual manera se muestran los resultados para la variable BAALC en tabla 6.53 y

figura 6.20
Tabla 6.53 Estadisticos descriptivos para la variable BAALC al diagnéstico y
BAALC post induccion
Valor BAALC al Media 7,5358
diagndstico
Intervalo de confianza para la Limite inferior 4,1007
media al 95%
Limite superior 10,9708
Mediana 2,8400
Rango 54,58
Amplitud intercuartil 7,41
Valor BAALC post Media 1,18794
induccién
Intervalo de confianza para la Limite inferior 52743
media al 95%
Limite superior 1,84844
Mediana ,43000
Rango 11,993
Amplitud intercuartil 1,160
Comparacion de los rangos de las medias segun test de Wilcoxon p<0,001

Los valores de BAALC al diagndstico solo se han tenido en cuenta los de los 47 pacientes incluidos
para estudio de niveles de expresion postinduccion

207

157
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Valor BAALC diagndstico Valor BAALC post induccién

Figura 6.20 Comparacion con grafico de cajas del recorrido de la variable BAALC al diagnéstico y tras
quimioterapia de induccion
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6.4.1 Asociacion del nivel de expresion de MN1 y BAALC tras el primer
ciclo de quimioterapia con la respuesta morfologica.

La asociacion entre los dos puntos de corte de MN1 tras el primer ciclo de
quimioterapia y la respuesta morfoldgica se muestra a continuacion:

Tabla 6.54 Asociacion entre respuesta morfoldgica alcanzada y sobreexpresion de MN1

Variable Persistencia  Remisidon completa RR IC al 95 p
MN1>2,5DS positivo 77,8% 22,2% 2,593 1,423-4,723
MN1>2,5DS negativo 30% 70% 0,317 0,130-0,777 0,001

MN1>P50 positivo 100% 0% 2,667 1,787-3,979 0,001
MN1>P50 negativo 37,5% 62,5%

Igualmente se indica la asociacion de la variable BAALC tras el primer ciclo de
quimioterapia con la respuesta morfoldgica alcanzada.

Tabla 6.55 Asociacién entre respuesta morfoldgica alcanzada y sobreexpresion de BAALC

Variable Persistencia  Remision completa RR IC al 95 p
BAALC>2,5DS positivo 50% 50% 1,583 0,742-3,380
BAALC>2,5DS negativo 31,6% 68,4% 0,731 0,452-1,181 0,210

BAALC>P50 positivo 61,5% 38,5% 2,667 1,787-3,979 0,104
BAALC>P50 negativo 35,3% 64,7% 0,594  0,286-1,236

6.4.2 Impacto prondstico de los niveles de expresion de MN1 y BAALC
medidos tras primer ciclo de induccion en la supervivencia global

Para estudiar si existia asociacidon entre los niveles de expresion de los genes MN1 y
BAALC tras la quimioterapia de induccidn se estudié en primer lugar el impacto en la

SG considerando las variables MN1 y BAALC de manera categdrica (Tablas 6.56 y 6.57).

También se estudio el impacto del grupo de pacientes que alcanzaron una situacién de
“dobles negativos”, es decir que perdieron la sobreexpresion de ambos genes, y de
. . . “« e ” H

igual manera para aquellos que definidos como “dobles positivos”, mantuvieron la

sobreexpresidn de los dos genes tras la quimioterapia de induccidn.
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Estos grupos de pacientes de dobles negativos y dobles positivos, se crearon de

manera duplicada a partir de las dos definiciones de cada variable.

Por ultimos, se estudid el impacto del descenso de la sobreexpresion de manera

cuantitativa para cada paciente. Para ello se fijaron dos puntos de corte, en los que se

apreciaba un descenso del nivel de expresion del gen antes y después de la

guimioterapia > al 90% y otro a partir del 95%.

Tabla 6.56
Variables
MN1 >2,5DS
Positivo
MN1 >2,5DS

Negativo

MN1>P50
Positivo
MN1>P50

Negativo

NR: No alcanzada

Ref.: Variable de referencia

Tabla 6.57
Variables
BAALC>2,5DS
Positivo
BAALC>2,5DS

Negativo

BAALC>P50
Positivo
BAALC>P50

Negativo

NR: No alcanzada

Ref.: Variable de referencia

Supervivencia segun los niveles de expresion de MN1 tras la induccion

Mediana

14

NR

11

36

IC95%

0-451,113

NR

0,471-21,529

14,830-57,170

P valor

,258

0,270

HR

1,557

ref.

1,725

ref.

IC

0,710-3,419

0,635-4,687

p
0,269

0,285

Supervivencia segiin los niveles de expresion de BAALC tras la induccion

Mediana

14

32

14

28

IC95%
2,887-25,113

NR

5,904-22,096

3,812-52,188

P valor

,231

0,449

HR

1,637

ref.

1,374

ref.

IC

0,716-3,741

0,592-3,187

p
0,243

0,459
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Tabla 6.58 Supervivencia segin los niveles de expresion combinadas de las variables MN1

y BAALC tras la induccion

Variables Mediana IC 95% P valor HR IC p
Dobles Positivos por 5 0-15,802 2,555 0,931-7,014

P50 Sl 0,053 0,069
Dobles Positivos por 32 6,971-57,029 ref.

P50 >NO

Dobles Positivos por 11 0,431-21,569 1,715 0,742-3,967

>2,5 DS~ SI 0,207
Dobles Positivos por 32 NR 0,193 ref.

>2,5 DS-> NO

Dobles Negativos 22 0-53,818 0,792 0,325-1,931 >0,5
por P50-> SI

Dobles Negativos 14 0-36,004 >0,5 ref.

por P50-> NO

Dobles Negativos NR NR 0,626 0,245-1,610

por >2,5DS—>SI

Dobles Negativos 19 2,610-35,390 0,319 ref. 0,333
por >2,5DS>NO

NR: No alcanzada
Ref.: Variable de referencia

Mediana en meses

De todas las variables, sélo los dobles positivos con el punto de corte >P50 tras la

induccion se asociaron con peor supervivencia bordeando la significacidén estadistica.

A continuacién se muestran las curvas de supervivencia para los hallazgos mas

destacados de esta aproximacién

165



Funciones de supervivencia

1,0

0,87

o
=)
1

Supervivencia acum
2
1

0,27

0,0

dobles positivos si >2,
5DS

It dobles positivos
l=I"T No

dobles positivos-
censurado

+ No -censurado

0,00

! !
20,00 40,00

Superviviencia en meses

Funciones de supervivencia

60,00

1,07

0,87

o
o
1

Supervivencia acum
2
1

0,2

0,0

dobles positivos si
>P50

k1 Dobles positivos
lt"Tno

_|_ Dobles positivos-
censurado

+ no-censurado

0,00

I I
20,00 40,00

Superviviencia en meses

60,00

Figura 6.21 Curvas de supervivencia si persistencia de dobles positivos por ambos puntos de corte
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Por ultimo, se estudid el impacto en la SG del descenso de la sobreexpresidén antes y
después de la quimioterapia de manera cuantitativa. Para ello se fijaron dos puntos de
corte: descensos del nivel de expresion del gen mayores al 90% y descensos mayores al

95%.

Tabla 6.59 | Supervivencia segun los descensos de los niveles de expresion de las variables

MN1 y BAALC tras la induccion

Variables Mediana IC 95% P valor HR IC p
Descenso de MIN1 22 0-55,142 1,027 0,459-2,297
>90% >0,5 >0,5
Descenso de MN1 32 6,986-57,014 ref.
<90%
Descenso de MN1 29 2,269-119,731
>95% 0,833 0,345-2,011 >0,5
Descenso de MN1 11 0-42,734 >0,5 ref.
<95%
Descenso de BAALC NR NR ref.
>90%
Descenso de BAALC 11 3,671-18,329 0,063 2,093 0,932-4,698 >0,073
<90%
Descenso de BAALC NR NR ref.
>95%
Descenso de BAALC 11 5,812-16,188 0,023 3,220 1,093-9,486 0,034
<95%

NR: No alcanzada
Ref.: Variable de referencia

Mediana en meses

Unicamente el descenso de expresién de BAALC >95% mostré una asociacion

significativa con la supervivencia.

Seguidamente se muestran las curvas de supervivencia respecto a descensos mayores
del 90% y del 95% en la expresion del BAALC (Figura 6.22 y 6.23) donde se muestra la
influencia estadisticamente significativa sobre la supervivencia de un descenso mayor

del 95% de BAALC tras la quimioterapia.
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Figura 6.22 Curva de supervivencia segun los pacientes presente descensos mayores del 90% en la

expresion de BAALC

Tabla 6.60

Descenso
expresion BAALC

Total

descenso
mayor del 90%

descenso
menor del 90%

Distribucién de los pacientes con descenso mayor del 90% de
BAALC segun su riesgo citogenético

Recuento

%

Recuento

%

Recuento
% total

bueno

27,3%

8,3%

17,4%

Riesgo citogenético
intermedio
14

63,6%

19

79,2%

33
71,7%

adverso
2

9,1%

12,5%

10,9%

Total
bueno
22

100,0%

24

100,0%

46
100,0%
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Funciones de supervivencia

1,077

0,8

o
o
|

Supervivencia acum
5

0,2

0,0

0,00 20,00

40,00

Superviviencia en meses

60,00

descenso mayor del
L 4

1 descenso menor del
95%

_I_ descenso mayor del
95%-censurado

| TL descenso menor del
95%-censurado

Descenso expresion
BAALC mayor 95%

Figura 6.23 Curva de supervivencia seglin los pacientes presente descensos mayores del 95% en la

expresion de BAALC

Tabla 6.61

descenso mayor
del 95%
Descenso

Expresion  jescenso menor
BAALC del 95%

Total

Distribuciéon de los pacientes con descenso mayor del 95% de BAALC

Recuento
%

Recuento

%

Recuento

% Total

segun su riesgo citogenético

bueno

38,5%

9,1%

17,4%

Riesgo citogenético
intermedio
7

53,8%
26

78,8%
33

71,7%

adverso

1

7,7%

12,1%

10,9%

Total
13

100,0%
33

100,0%
46

100,0%
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6.5 Patrones de expresion de los genes MN1 y BAALC medidos en el
momento de la recaida de los pacientes. Estudio descriptivo.

En la cohorte se identificaron un total de 43 recaidas de la enfermedad en pacientes

que alcanzaron la remisién completa morfolégica previamente.

Sobre esta serie de 43 pacientes se estudiaron los niveles de expresiéon de MN1 y

BAALC en el momento de la recaida, con resultados pareados disponibles para 30

casos de MN1y 29 de BAALC.

En primer lugar se hizo un analisis descriptivo de las caracteristicas de ambas variables,

entendidas como cuantitativas al momento de la recaida y se compararon con los

resultados al diagndstico en esos mismo 31 pacientes. (Tabla 6.62, 6.63 y Figuras 6.24 y

6.25).
Tabla 6.62 Valores descriptivos de la variable MN1 al diagndstico y la recaida
VALOR MN1 al Media 1,0590
diagnéstico
Intervalo de confianza  Limite inferior ,0064
para la media al 95%
Limite superior 2,1116
Mediana ,2600
Rango 15,18
Amplitud intercuartil ,70
VALOR MN1 recaida Media ,5154
Intervalo de confianza Limite inferior ,1952
para la media al 95%
Limite superior ,8356
Mediana ,1600
Rango 3,56
Amplitud intercuartil ’ ,38
Diferencias para los rangos de las medias por test de Wilcoxon I p 0,422 I
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Figura 6.24 Comparacion de la variable MN1 al diagnéstico y a la recaida

Tabla 6.63 Valores descriptivos de la variable BAALC al diagnéstico y la recaida
Valor BAALC Media 3,7960
diagndstico
Intervalo de confianza Limite inferior -,2787
para la media al 95%
Limite superior 7,8706
Mediana ,9500
Rango 54,80
Amplitud intercuartil 2,24
Valor BAALC recaida Media 49721
Intervalo de confianza Limite inferior 1,1687
para la media al 95%
Limite superior 8,7754
Mediana ,8200
Rango 39,79
Amplitud intercuartil 5,32
Diferencias para los rangos de las medias por test de Wilcoxon p 0,699

171



257

207

157

10

r

0 I I

T T
Valor BAALC diagnéstico Valor BAALC recaida

Figura 6.25 comparacion de la variable BAALC al diagnéstico y a la recaida

Se compararon los perfiles de expresion de ambos genes (MN1 y BAALC) al momento
del diagndstico y en la recaida. Para ello se definidé sobreexpresién de acuerdo a los
dos puntos de corte explorados en este trabajo. A continuacién se muestran los

resultados para la variable MN1:

Tabla 6.64 Tabla de asociacion entre Sobreexpresion MN1 por >P50 al

momento de la RECAIDA con el DIAGNOSTICO

MN1 P50 diagnéstico Total
positivo Negativo

positivo Nimero 6 1 7
MN1 P50 RECAIDA % de MN1 P50 RECAIDA 85,7% 14,3% 100,0%
negativo  Numero 7 16 23
% de MN1 P50 RECAIDA 30,4% 69,6% 100,0%
Total Ndmero 13 17 30
% de MN1 P50 RECAIDA 43,3% 56,7% 100,0%
Prueba de McNemar para muestras pareadas p 0,070
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Tabla 6.65

MN1 RECAIDA

Total

Tabla de asociacion entre Sobreexpresion MN1 por 2,5DS al

momento de la RECAIDA con el DIAGNOSTICO

MN1 al Diagndstico

positivo negativo
positivo Numero 12 5
% de MN1 RECAIDA 70,6% 29,4%
negativo  NUmero 4 9
% de MN1 RECAIDA 30,8% 69,2%
Numero 16 14
% de MN1 RECAIDA 53,3% 46,7%

Prueba de McNemar para muestras pareadas

Total
positivo

17
100,0%
13
100,0%
30
100,0%
p >0,5

A continuacidn (Tabla 6.66 y 6.67) se resumen los resultados para la variable BAALC. El

anadlisis se realizd sélo con los pacientes de los que se disponia de muestra al

diagnéstico y en la recaida, con una n=29.

Tabla 6.66

BAALC P50
RECAIDA

Total

Tabla 6.67

BAALC Recaida

Total

Tabla para sobreexpresion BAALC si >P50 poblacion enferma.

Comparacion al momento diagnostico con la recaida.
BAALC P50 diagnéstico

Positivo Negativo

NUmero 10 3
POSItVO - o4 4o BAALC P50 76,9% 23,1%

RECAIDA

Recuento 5 11
Negativo o4 4o BAALC P50 31,3% 68,8%

RECAIDA

Recuento 15 14

% de BAALC P50 51,7% 48,3%

RECAIDA

Prueba de McNemar para muestras pareadas

Total
Positivo

13
100,0%

16
100,0%

29
100,0%

p>0,5

Tabla para sobreexpresion BAALC por 2,5DS poblacién control.

Comparacion al momento diagndstico con la recaida.

BAALC Diagnostico

Positivo Negativo
Numero 17 5
POSItiVO ¢4 ge BAALC RECAIDA 77,3% 22,7%
Negativo = Numero 4 3
% de BAALC RECAIDA 57,1% 42,9%
Numero 21 8
% de BAALC RECAIDA 71,4% 28,6%

Total
Positivo
22
100,0%
7
100,0%

29
100,0%

Prueba de McNemar para muestras pareadas p >0,5
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En la tabla 6.68 se resumen los valores de sensibilidad y especificidad para la condicion
de recaida de cada definicion de sobreexpresién de las variables MN1 y BAALC al

diagndstico

Tabla 6.68 Sensibilidad Especificidad VPP VPN
MN1 >P50 46% 94% 86% 70%
MN1>2,5 76% 64% 72% 69%
BAALC >P50 67% 79% 7% 69%
BAALC>2,5DS 81% 38% 7% 43%
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7.- Discusion de resultados.

7.1 Caracteristicas generales de la serie.
Nuestra serie de pacientes refleja una poblacién con las caracteristicas habituales de

los enfermos con LMA, pero con la siguiente particularidad: no puede considerarse en
términos de estudio epidemioldgico por presentar dos sesgos importantes en los
criterios de inclusion de pacientes, ya que sélo se consideraron para el estudio los
pacientes que habian sido seleccionados para un tratamiento con quimioterapia
intensiva, y Unicamente aquellos que habiendo recibido quimioterapia disponian de un

estudio para la evaluacién de la respuesta.

En nuestra serie la mediana de la edad es de 56 afios, que es inferior a la de los
principales estudios epidemioldgicos que la sitdan a partir de las sexta década de vida
(Dores et al., 2012; Juliusson et al., 2009). Sin embargo, la edad de nuestra serie es alta
para una cohorte de pacientes que han recibido todos, tratamiento de induccién de

tipo intensivo con la combinacién de un antraciclinico y citarabina.

Por ejemplo, en los 24 trabajos analizados en el metaanalisis publicado por Richard
Schlenk et al en JAMA en el afio 2009 para estudiar el papel del Alo-TPH, solamente en
2 se incluian pacientes hasta los 60 afios (Koreth et al., 2009), de tal manera que las
recomendaciones propuestas por la European Leukemia NET reconoce como pacientes
jévenes candidatos a quimioterapia intensiva aquellos con edades inferiores a los 60

anos (Dohner et al., 2010).

La distribucién de los pacientes en relacidn a los grupos citogenéticos, respeta las
proporciones descritas en la bibliografia, con predominio claro del grupo de riesgo
intermedio sobre los otros (D. Grimwade et al., 2010). Sin embargo, en nuestra
cohorte, la incidencia de pacientes con riesgo intermedio (75,6%, ver Tabla 6.6) fue
superior a la descrita debido a una mayor proporcién de enfermos con cariotipo
normal (59%).

Este hecho se explica por varios motivos, en primer lugar en esta serie se excluyeron

los paciente con t(15;17), lo que contribuye a una proporcién menor de pacientes con
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buen prondstico. Por otro lado, al considerar Unicamente pacientes que habian
recibido quimioterapia de induccién, se excluyeron aquellos que por edad y presencia
de cariotipo adverso no se consideraron beneficiarios de la administracion de un
tratamiento intensivo (Kantarjian et al., 2010; Malfuson et al., 2008; Wheatley et al.,

2009).

En cuanto a las presencia de mutaciones importantes con respecto al pronostico como
son NPM1 y FLT3-ITD tuvimos una incidencia similar a la descrita (37% y 31,5%
respectivamente) (Brunangelo Falini et al., 2005; Thiede et al., 2002). Si el analisis de
los grupos prondstico se hace ademads en base a la presencia o no de estas mutaciones
siguiendo las recomendaciones de la ELN 2010, la distribuciéon fue mas
proporcionada. Asi, hubo menos pacientes en el grupo de riesgo intermedio (60,5%) y
mas en el de prondstico favorable (23,5%) al pasar los que tenian un cariotipo normal

y mutaciones en NPM1 a este ultimo grupo (Dohner et al., 2010).

En cuanto al tratamiento recibido tras la quimioterapia de induccion, los pacientes se
distribuyeron entre las cuatro opciones definidas en el apartado 5.3.2 (tabla 6.10) con
predominio de las estrategias de intensificacién basadas en Alo-TPH (32%) y TAPH
(32%) aunque persiste un 33 % de pacientes que no pudo completar un tratamiento de

intensificacion.

Esta distribucidn terapéutica puede ser considerada subdptima si tenemos en cuenta
la estratificacién basada en las clasificaciones del ELN o del grupo PETHEMA (Dohner
et al.,, 2010; Miguel Angel Sanz & Moscardo, 2010), ya que hasta el 75% de los
pacientes de nuestra serie serian considerados como grupos de riesgo intermedio o
adverso y por tanto deberian ser considerados para Alo-TPH en primera RC. Sin
embargo los datos basados en registros poblacionales reflejan que, en la practica, la
frecuencia del tratamiento con Alo-TPH en primera RC es similar a lo observado en
nuestro trabajo. Asi por ejemplo A. Burnett et al, han descrito una frecuencia de Alo-

TPH del 23,8% para aquellos que alcanzaron primera RC dentro de los ensayos clinicos
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MRC AML 10, 12 y 15 con mas de 3500 enfermos reclutados y considerados para el
estudio (A. K. Burnett et al., 2013).

Cabe sefalar que, esta distribucidn de los pacientes en base a la terapia postinduccién
hay que considerarla a la hora de interpretar los hallazgos de SG de nuestra serie,
porque puede ser fuente de sesgos, ya que las distintas opciones terapéuticas
mostraron un impacto significativo tanto en SG como en supervivencia libre de
progresién, con ventaja para aquellos que recibieron Alo-TPH en cualquiera de sus

modalidades (Ver tablas 6.42 y 6.48).

En nuestra serie la tasa global de RC tras el primer ciclo de quimioterapia de induccion
fue del 55%, inferior a la publicada, que oscila en cifras cercanas al 70% (Faderl &
Kantarjian, 2012; Sierra & Brunet, 2009). Sin embargo, con sucesivos ciclos o
guimioterapia de rescate se elevd hasta el 78,2%, porcentaje que si es congruente con
lo descrito. No obstante, y tal como se definié en el capitulo de material y métodos,
con el fin de evitar sesgos y mantener una muestra lo mas homogénea posible, se
analizé la tasa de RC tras el primer ciclo para asegurar que todos los pacientes

hubieran recibido el mismo tratamiento.

Entre los factores clinicos y biolégicos que influyeron de manera significativa en la tasa
de RC en nuestra cohorte(ver tablas 6.21 y 6.22), destacaron la edad, las mutaciones
en NPM1, o el cariotipo con ventaja para los pacientes con CG de buen prondstico
frente al adverso, todas ellas variables contempladas y reconocidas en la literatura
médica (David Grimwade & Hills, 2009) y consideramos que ayudan a confirmar la

reproducibilidad vy la viabilidad de nuestra cohorte.

Hemos de destacar como variable con alto impacto, el tipo de quimioterapia de
induccion con una tasa de RC para el esquema “5+2” de solo el 25% valor
significativamente inferior de los pacientes que recibieron “7+3” (58,9%), con un RR

para persistencia del 1,824 y diferencias estadisticamente significativas (p 0,025)
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Los datos de la bibliografia publicada hasta el momento, han demostrado que en
pacientes mayores de 65 afios el esquema”5+2” recomendado en el protocolo
PETHEMA LMA 2007 (Miguel Angel Sanz & Moscardo, 2007) produce resultados
similares al tradicional 7+3 en términos de RC (Montesinos-Fernandez, 2015). Los
hallazgos observados en nuestra serie justifican que los pacientes con esquema 5+2
fueran eliminados del estudio de riesgo asociado al fallo de la quimioterapia de
induccion, con el fin de evitar sesgos y mantener una cohorte lo mds homogénea

posible.

La SG de la serie mostré una mediana de 22 meses, fue de 63% al afioy de 29,1% a los
5 afios, con influencia significativa de variables como la citogenética, edad
(categorizada en tres grupos de menores de 40 aiios, 40 a 59 afios y mayores de 60
afios), clasificacion de la ELN y tratamiento de intensificacidn recibido,. Estos hallazgos
se corresponden con lo descrito en la bibliografia (David Grimwade & Hills, 2009). En
nuestra serie no mostraron impacto en la probabilidad de supervivencia ni la cifra de
leucocitos, ni la presencia de mutaciones de NPM1 y FLT3 (considerando solo a los
pacientes con cariotipo normal). Este hecho probablemente esté relacionado con el
escaso tamafio muestral (solo hay 72 pacientes con perfil mutacional disponible) y la

heterogeneidad del tratamiento de intensificacidn recibido.

Si creemos importante destacar el fuerte impacto que en la SG mostré el fracaso de
respuesta a la primera quimioterapia de induccion (36 meses frente a 11. (Ver Fig

6.11).

Esta observacion, fuertemente contrastado en varios trabajos previos (Miguel Angel
Sanz & Moscardo, 2010; Schlenk, 2014) nos reafirma en nuestra hipdtesis principal de
busqueda de marcadores que sean capaces de identificar a los pacientes con mayor
riesgo de fracaso a la primera quimioterapia de induccién por el mal prondstico que

implica.
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Los resultados globales de nuestra serie, con un 29% de pacientes potencialmente
curados (supervivencia a los 5 afios del diagndstico) es similar a la publicada
recientemente por Sha et al. en su estudio epidemioldgico acerca de la supervivencia
de LMA en el Reino Unido, donde a partir de la década de los aiflos 2000, en los
pacientes con un rango de edad entre 40-59 anos, observaron una SG del 30% a los 5

afios, (Shah, Andersson, Rachet, Bjorkholm, & Lambert, 2013).

En definitiva, podemos afirmar que el anadlisis de las principales variables
demogrdficas, biolégicas y terapéuticas de nuestra cohorte, confirma que se trata de
una muestra que reproduce las principales caracteristicas de la bibliografia revisada,
por lo que la consideramos como una cohorte vdlida para proceder a nuestro estudio

de investigacion.

7.2 Caracteristicas globales de las variables MN1 y BAALC

7.2.1. Variable MN1

En primer lugar se comentan los resultados de MN1 entendida como una variable
categoérica. Siguiendo la definicion de sobreexpresion usada en la bibliografia (a partir
del percentil 50 de la poblacién), se obtuvo una distribucién casi homogénea entre
aquellos pacientes definidos como positivos y los negativos (Heuser et al.,, 2006),
Siguiendo nuestra definicion se consideraron positivos un mayor nimero de casos

(68,1% de la cohorte).

Para comprobar la viabilidad biolégica de ambas definiciones, estudiamos las

asociaciones con las principales variables biolégicas descritas en la bibliografia.

Asi, se observé una fuerte asociacion de la condicién de sobreexpresiéon de MN1 con
el fenotipo CD34+ y con el genotipo NPM1 germinal, tal y como previamente habia
sido reportado por varios autores (Heuser et al., 2006; Langer et al., 2009; Liu et al.,
2010; Rockova et al.,, 2011). Ambas asociaciones se establecieron, y fueron
significativas, tanto para el punto de corte estandar como para nuestra definicién (ver

tabla 6.13 y 6.14).

180



Pero ademas de esta aproximacién basada en una definicion categdrica de la expresion
de MN1, en nuestro trabajo también quisimos analizar la influencia de esta variable
considerandola como cuantitativa. Se estudiaron los valores de la media y mediana de
MN1 en tres momentos de la evolucion de los pacientes, al diagndstico, tras el primer
ciclo de quimioterapia y en el momento de la recaida. Los resultados ya presentados

en las tablas 6.52 y 6.62 se muestran de forma resumida en la siguiente tabla:

Tabla 7.1 cambios en expresion MN1 en distintos momentos de la evolucién clinica
Momento Diagndstico Tras primera Recaida

Variable quimioterapia
N 113 48 30
Media expresion 1,89 0,25 0,51
Mediana expresion 0,41 0,084 0,16

Si bien no se pueden establecer comparaciones directas por tratarse de cohortes
independientes, si se observa una tendencia clara de descenso de expresion entre el
momento del diagndstico y el analisis posterior al primer ciclo de quimioterapia, asi

como que en la recaida se produce de nuevo un aumento en los niveles de expresién.

De hecho, cuando se realizd la comparacién directa para los 48 pacientes con muestra
pareadas entre el diagndstico y la induccién si se demostrd que esta diferencia era
estadisticamente significativa. Sin embargo, al comparar los niveles al diagndstico y en
la recaida en los 30 pacientes con muestras validas, la diferencia de medias no fue

significativa.

Que nosotros sepamos, este hallazgo de cambios de expresion de MN1 tras la

guimioterapia no ha sido descrito previamente.

Dado que MN1 tiene un papel reconocido en la leucemogénesis (Imren et al., 2014)
estos cambios de expresion observados tras administrar quimioterapia, y el hecho de
no encontrar diferencias significativas entre el diagndstico y la recaida, puede

constituir la base tedrica para explorar su papel como posible marcador de EMR. Por
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ejemplo, intentando identificar pacientes en los que el aumento de los niveles de
expresion de MN1 se anticipe a la recaida morfoldgica. Si bien nuestro trabajo carece
del nimero suficiente de pacientes y de determinaciones para aclarar esta cuestion,

creemos que este es un campo de investigacidon que queda abierto.

7.2.2 Variable BAALC
De igual manera que para la variable MN1, la definicién de sobreexpresion de BAALC a

partir del estandar descrito en la literatura, superior a la mediana de la poblacién (Xiao
et al., 2015), distribuyd la serie de manera equitativa en dos grupos, positivos y
negativos, mientras que el punto de corte definido “a priori” y sometido a
investigacion incluyd como positivas hasta el 70,4% de las muestras de los pacientes

incluidos en el estudio.

Ambas definiciones de sobreexpresion mostraron las mismas asociaciones
estadisticamente significativas con otras variables. En concreto, con NPM1 germinal, y
expresion de CD34, hallazgos congruentes con lo descrito en la bibliografia (Damiani et
al., 2013; Heuser et al., 2012; Langer et al., 2008) En nuestra serie no pudimos
demostrar la asociacién de la sobreexpresiéon de BAALC con cariotipo con +8 o con el

genotipo FLT3 mutado (tablas 6.17 y 6.18).

De igual manera a como se procedido con MN1, se estudié BAALC como una variable
cuantitativa. Asi el analisis secuencial de la expresion de BAALC en los mismos
momentos que para MN1 (ver tablas 6.53 y 6.63) revelé cambios significativos en la
mediana entre el diagndstico y tras la primera quimioterapia de induccién mientras
qgue las comparaciones realizadas entre las muestras pareadas de pacientes al

diagndstico y en la recaida no mostré significacidon estadistica.

Los valores medios y mediana se resumen a continuacion (Tabla 7.2).
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Tabla 7.2 Cambios en la expresion de BAALC en distintos mementos del seguimiento
Momento Diagndstico Tras primera Recaida

Variable quimioterapia
N 108 47 30
Media expresion 5,1 1,18 4,97
Mediana expresion 0,96 0,43 0,82

Estos hallazgos son similares a los observados por Weber et al que han reportado
descensos en los niveles de expresion de BAALC tras la administraciéon de
guimioterapia, en su trabajo tras el segundo ciclo (Weber et al., 2014). Esto da aun
mas fortaleza a nuestra hipdtesis de que los cambios de expresiéon de MN1 y BAALC,
varian con la administracién de quimioterapia y se elevan en el contexto de la recaida,
por lo que creemos que deben ser investigados de manera individualizada como

posible herramienta de estudio de la EMR.

7.2.3 Asociacion entre MN1y BAALC

Pudimos documentar la fuerte asociacién y correlacion de MN1 y BAALC entre si tal y

como ha sido publicado previamente (Langer et al., 2009; Rockova et al., 2011).

Esta asociacion alcanzé significacion estadistica cuando definimos las variables de
manera categorica con sobreexpresion positiva por cualquiera de los puntos de corte
estudiados, y también cuando se estudié la correlacién de ambas entendidas como
variables cuantitativas tanto por correlacion r lineal como por Spearman (ver detalles

en las Tablas 6.13, 6.14 y figura 6.5).

Finalmente, como conclusién a este apartado, creemos que el conjunto de
caracteristicas generales de las variables MN1 y BAALC son congruentes y reproducen
lo publicado en la literatura médica, por lo que deben ser estimadas como prueba de
la plausibilidad biolégica y de nuestra capacidad técnica para cuantificar la expresiéon

de ambos genes.
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7.3 Andlisis de MN1 y BAALC al diagndstico y asociacion con
persistencia de la enfermedad tras primer ciclo de quimioterapia.

Para proceder al estudio de la hipétesis principal del estudio, se eliminaron del analisis
del impacto en la persistencia aquellos pacientes que recibieron quimioterapia tipo

5+2.

En nuestra cohorte, comprobamos la asociacidn estadistica que la sobreexpresion de
MN1 tiene con la situacion de persistencia de enfermedad tras la quimioterapia de
induccion. Asi el método estandar (>P50) mostréd unos riesgos relativos para
persistencia significativos, no solo para el grupo de pacientes con cariotipo normal y de
riesgo intermedio, hallazgo similar a lo descrito por varios grupos (Aref et al., 2013;
Heuser et al., 2006; Langer et al., 2009; Schwind et al.,, 2011) sino incluso para el
conjunto de toda la serie, independientemente del grupo de riesgo citogenético. Este
hallazgo no se ha observado en otras series con similar nimero de pacientes (Carol

Guy, 2008).

Sin embargo, cuando usamos nuestro punto de corte (>2.5DS), que aporta la ventaja
de ser definido de manera independiente a la cohorte de pacientes y que permite una
asignacion "a priori" de los mismos, los resultados fueron aun mas concluyentes dado
que la significacién fue mayor. Asi nuestra definicidn mantuvo su significacién
estadistica en todos los grupos citogenéticos analizados, serie completa, solo riego
intermedio y solo pacientes con cariotipo normal (ver detalles en tablas 6.24-6.29).

A continuacion, en la Tabla 7.3 se resumen los RR de ambas aproximaciones para la

condicidn persistencia de enfermedad.

Tabla 7.3 Resumen de los Riesgos relativos para persistencia tras primer ciclo de quimioterapia para

MN1
RR
Pacientes Todos los Cariotipos riesgo Cariotipo
Variable cariotipos intermedio normal
MN1>P50 1,976 2,071 2,194 Todos los IC al 95%
MN1>2,5DS 4,875 6,274 8,140 excluyen el valor nulo
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Especialmente significativa fue la capacidad de MN1>2,5DS para discernir los pacientes
con cariotipo normal en situacién de riesgo de fracaso a la quimioterapia de induccién,
de tal manera que de los 28 pacientes definidos como negativos en el momento del
diagnodstico para la sobreexpresion, solo 2 (7%) tuvieron persistencia de enfermedad

(tabla 6.29).

Para profundizar en la comparacién directa entre los dos puntos de corte sometidos a
investigacion, se explord la sensibilidad y especificidad de ambos mediante curvas
ROC. Nuestro analisis demostré que el punto de corte de nuestro trabajo (>2,5DS)
presentd una sensibilidad del 88% con una especificidad del 52%, mientras que el
punto de corte definido a partir del estandar de la literatura (>P50) obtuvo una

sensibilidad del 65% con una especificidad del 63%.

Es un hecho bien estudiado y reconocido en la literatura cientifica que el fracaso a la
primera quimioterapia de induccién es un factor de mal prondstico, pues impacta
significativamente en la probabilidad de SG, motivo por el cual es considerado
actualmente como criterio para re-estratificar a los pacientes en el grupo de mal
prondstico, independientemente de sus hallazgos citogenéticos y moleculares al
momento del diagndstico (Miguel Angel Sanz & Moscardo, 2010; Schlenk, 2014). Esta

situacidn hemos visto que se reproduce en nuestra serie (Figura 6.11).

Por ello, si consideramos que nuestro objetivo es obtener un biomarcador capaz de
identificar a la mayor cantidad posible de pacientes en riesgo de fracasar a la primera
quimioterapia, creemos que nuestra definicién de sobreexpresién (>2,5DS) presenta
una sensibilidad muy superior a la estandar (88% vs 52%) sin perder especificidad (52%
vs 63%), motivo por el que, en conjunto con los hallazgos observados en el andlisis de
riesgos relativos, consideramos que nuestra aproximacion es capaz de discriminar con
mayor potencia estadistica a los pacientes en riesgo de fracasar a la quimioterapia de

induccion.

Los resultados para la variable BAALC no demostraron tan marcada significacién

estadistica, aunque para el método de referencia (a partir del percentil 50 de la
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poblacién enferma) si reproducimos los hallazgos descritos en la bibliografia, tanto en
los pacientes con cariotipo normal como de riesgo intermedio, (Xiao et al., 2015), con

mayor riesgo de manera significativa para los definidos como sobreexpresion.

Sin embargo, nuestro método para BAALC (>2,5DS) reproduce esta asociacion sélo
para los pacientes con cariotipos de riesgo intermedio, pero se queda al limite de la
significacidon estadistica en los pacientes con cariotipo normal ya que el IC para el RR
incluye el valor nulo 1. Ambas aproximaciones pierden su potencia estadistica
cuando incluimos a todos los grupos citogenéticos (tablas 6.31 a 6.36).

En la tabla 7.4 se resumen los RR para ambas definiciones de sobreexpresién de

BAALC.
Tabla 7.4 Resumen de los Riesgos relativos para persistencia tras induccion para BAALC
RR
Pacientes Todos los Cariotipos Cariotipo
cariotipos riesgo normal

Variable intermedio

BAALC>P50 1,384* 1,974 2,171 Todos los IC al 95% excluyen el
BAALC>2,5DS 1,853* 2,113 1,872* valor  nulo  excepto los

sefialados con *

En resumen, estos hallazgos confirman la aproximacién descrita en la bibliografia de
que la definicién de BAALC a partir del percentil 50 de una serie de pacientes afectos
de LMA, se asocia a aumento de la probabilidad de fracaso a la quimioterapia de
induccion. Nuestra definicidn a partir de 2,5DS muestra una tendencia a reproducir
esa asociacion que solo consigue de manera significativa cuando incluimos a los

pacientes con cariotipos de riesgo intermedio.

Cuando profundizamos en la comparacion directa entre ambas definiciones de
sobreexpresidon para BAALC mediante curvas ROC, observamos que el punto de corte
estandar a partir del P50 posee una sensibilidad del 57% con una especificidad del
56%, mientras que nuestra aproximacion se asocia a una sensibilidad del 79% con una

especificidad del 43%.
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Dado que la bibliografia documenta la asociacidén tanto de la sobreexpresiéon BAALC
como de MN1 con la persistencia de enfermedad (Heuser et al., 2006; Xiao et al.,
2015), y como ambos genes muestran una fuerte asociacién entre si (Langer et al.,
2009; Rockova et al., 2011), hecho que también reproducimos en nuestra serie,
comparamos la capacidad de ambos marcadores para predecir la condiciéon de
persistencia de enfermedad tras primer ciclo de quimioterapia mediante curvas ROC.
El analisis reveld un area bajo la curva de 0,643 para BAALC frente a 0,712 para MN1,
lo que apoyaria una mayor capacidad de explicar la situacién de persistencia por parte

de la variable MN1 sobre BAALC en nuestra serie.

En nuestro estudio, cuando ampliamos el andlisis con modelos multivariantes
incluyendo variables con influencia demostrada en la probabilidad de persistencia a la
quimioterapia de induccién, el valor MN1 >2,5DS conservé su significacion estadistica
junto a la edad, y el grupo citogenético de buen prondstico (tabla 6.38a-c). Este
anadlisis es de gran relevancia ya que permite demostrar el valor independiente de
MN1>2.5 como factor que predice la persistencia, superando incluso a variables como
la quimioterapia tipo 5+2 o el genotipo NPM1 que perdieron la significacion obtenida

en el bivariante (tabla 6.21).

Sin embargo, con esta misma aproximacion, BAALC tanto para >P50 como >2,5DS

perdid su significacion estadistica en el andlisis multivariante.

En conjunto, y con las precauciones necesarias, dado que nuestro trabajo se trata de
una investigacion retrospectiva y no esta disefiada expresamente para comparar
ambas determinaciones, podemos afirmar que en lineas generales MN1 tiene mas
capacidad estadistica que BAALC para definir el estado de riesgo a fracaso a la
guimioterapia de induccién, afirmacion que sustentamos en la mayor area bajo la
curva ROC, el valor de los Riesgos relativos observados y por conservar su significacion

en el analisis multivariante frente a variables bien establecidas en la bibliografia.
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Hasta nuestro conocimiento, esta seria la primera serie que compara ambas
determinaciones en su capacidad de predecir una condicién clinica de prondstico

adverso como es el fracaso a la quimioterapia de induccién.

En definitiva, tanto la sobreexpresiéon de MN1 como de BAALC, se asociaron a mayor
riesgo de persistencia de enfermedad tras el primer ciclo de quimioterapia de
induccion, pero con una mayor capacidad de acierto para MN1. Ademads, observamos
que la definicién de sobreexpresion de MN1 a partir de 2,5 desviaciones estandar de
una poblacién control es la que se asocia con una mayor capacidad prondstica. Ello
repercute en una mejor estratificaciéon de los pacientes en cuanto al riesgo, puesto que
es una determinacion obtenida antes de iniciar el tratamiento, ya que no depende de

toda la serie de pacientes para poder definir el punto de corte como es el caso del P50.

7.4 Impacto de MN1 y BAALC al diagnéstico en la probabilidad de
supervivencia global y libre de progresion.

En la actualidad existen estudios retrospectivos que indican que tanto MN1 como
BAALC afiaden un prondstico deletéreo a los pacientes de riesgo intermedio,
incluyendo la reciente publicacion de una metaanalisis para BAALC en el que se

confirman estos hallazgos (Langer et al., 2009; Xiao et al., 2015).

A pesar de las limitaciones epidemiolégicas de nuestra serie, con un rango de edad
muy amplio (64 afos), de los tres grupos de riesgo citogenético, y de que existen
distintos tipos de tratamiento postinduccidn, exploramos el impacto en supervivencia

de ambas variables, incluyendo para cada una las dos definiciones de sobreexpresion.

En nuestra serie no conseguimos reproducir el impacto de la asociacidon de la
sobreexpresiéon de MN1 con menor SGy SLP para ninguno de los dos puntos de
corte que definian la sobreexpresion, y para ninguno de los grupos de riesgo
citogenético en los que exploramos su papel como factor de riesgo. Tampoco
mediante regresiéon de Cox encontramos tendencias significativas (Ver resultados en

detalle en tablas 6.44 2 6.46 y 6.49 a 6.51).
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Si bien los trabajos iniciales del grupo CALGB que mostraron el impacto de MN1 en SG
(Heuser et al., 2006) no fueron inicialmente corroborados por autores britanicos (Carol
Guy, 2008), trabajos recientes reproducen esta condicidn de riesgo (Aref et al., 2013;
Schwind et al., 2011; Xiang et al., 2013), pero todos con la particularidad de basarse

en analisis bivariante.

Cuando se ha explorado su potencial como marcador prondstico para supervivencia
en estudios mas complejos, enfrentado a otras variables para desarrollar modelos
multivariantes, los resultados han sido contradictorios, ya que, aun siguiendo una
metodologia similar, existen publicaciones en la que MN1 conservd su significacién
para unos autores pero no para otros (C. Haferlach et al., 2012; Rockova et al., 2011). A
nivel nacional, cabe citar el trabajo del grupo de Salamanca en el que tampoco
encuentran impacto en la SG ni SLP para la sobreexpresién de MN1 (Santamaria et al.,

2009).

En definitiva, con los matices y limitaciones comentados acerca de la capacidad de
nuestra serie de explorar impactos en supervivencia global, aunque si se reproducen
para variables contrastadas en la bibliografia como edad y citogenética (David
Grimwade & Hills, 2009), no encontramos datos que sugieran un impacto en la
probabilidad de supervivencia global para los pacientes con sobreexpresion de MN1,
independientemente del punto de corte seleccionado para definirlo. Dado que no es
un tema resuelto en la literatura médica, creemos que debe seguir siendo considerado

como un tema abierto de investigacion.

El analisis de supervivencia para BAALC tampoco muestra datos con significacion
estadistica, pero si se aprecia una tendencia clara, que con una serie de mayor tamafio

permitiria sacar conclusiones.

En la tabla 7.5 se resume la evolucién de la supervivencia a medida que vamos
acotando el estudio al grupo de pacientes que mds se puede beneficiar de este
marcador como son los de cariotipo normal, grupo en el que a pesar de no llegar a la

significacidn estadistica, observamos como la mediana de supervivencia no ha sido
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alcanzada en el momento del analisis para aquellos paciente sin sobreexpresién por la
definicién estandar por P50 (tablas 6.44 a 6.46 y figura 6.15), y bordea marginalmente

la significacién estadistica.

Tabla 7.5 Resumen de mediana de supervivencia para sobreexpresion de BAALC
Resumen de mediana de supervivencia para sobreexpresion de BAALC

Pacientes Todos los cariotipos Cariotipos riesgo Cariotipo normal
intermedio
Variable Meses P Meses p Meses p
BAALC>P50
Positivo vs Negativo 22 vs 27 0,439 22 vs 27 0,173 21 vs NR 0,064
BAALC>2,5DS
Positivo vs Negativo 22 vs 27 0,427 22 vs 27 0,360 22 vs 49 0,150

Esta evolucidn es similar cuando analizamos los riesgos mediante regresién de Cox con
unos HR e IC que se acercan a evitar el valor nulo cuando acotamos a los pacientes

con cariotipo normal.

Estos hallazgos son similares en estudio de SLP, donde MN1 no consigue impacto de
manera significativa y BAALC muestra una tendencia llegando a bordear la validez

estadistica para aquellos definidos a partir de >P50.

En conjunto, y dada la solidez de la literatura cientifica que apoya el impacto de BAALC
en supervivencia global y libre de progresion (Baldus et al., 2003; Weber et al., 2014;
Xiao et al., 2015), nuestro trabajo parece mostrar también que BAALC es un
biomarcador védlido para ayudar a la correcta estratificacion prondstica y terapéutica
de los pacientes con cariotipo normal, pero con las salvedades referidas anteriormente

en cuanto a las caracteristicas de nuestra serie.

De los dos puntos de corte estudiados, es la definicion estandar a partir del P50 la que
parece acercarse mas a la significacion estadistica, sin que nuestra definicién a partir
de 2,5 DS de la media de una poblacién normal parezca superar su capacidad

predictiva.
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En conclusion, en el presente trabajo, MN1 no impacta en la supervivencia global ni
libre de progresidon mientras que BAALC parece ser un biomarcador con capacidad para
ayudar a la asignacion del riesgo de supervivencia de los pacientes con cariotipo
normal, si bien necesitamos ampliar y homogenizar los tratamientos recibidos por los

pacientes para confirmar tal hallazgo.

7.5 Analisis de niveles de MN1 y BAALC post primera
quimioterapia de induccion.

Hemos visto anteriormente cdmo en los pacientes con muestras pareadas entre el
diagndstico y estudio post induccion presentaron descensos significativos en los

niveles medios de expresion tanto de MN1 como de BAALC (tablas 6.52 y 6.53).

Este hallazgo ha sido documentado previamente por Weber et al quienes estudiaron
los cambios en los niveles de expresién de BAALC normalizado frente a ABL1, tras el
segundo ciclo de quimioterapia (Weber et al., 2014) Los autores documentaron como
la quimioterapia de induccién influia sobre los niveles de expresién de BAALC, con una
tendencia casi uniforme hacia el descenso en los pacientes con niveles elevados al
diagndstico. Este hallazgo ha sido reproducido en nuestra serie para ambos genes, y
hasta nuestro conocimiento, no hemos encontrado trabajos que hayan comunicado

previamente este hallazgo para MN1.

En conjunto, nuestra interpretacidn inicial, fue que la quimioterapia induce cambios en
los niveles de expresiéon de MN1 y BAALC, en pacientes con niveles elevados al
diagnéstico, lo que puede ser fundamento y base tedrica para estudiar su papel como

potencial marcador de EMR.

Sin embargo, al explorar esta posibilidad para ambos genes entendidos como variables
categoricas (sobreexpresion positiva/negativa), no se encontrd buena asociacion con el
estado de respuesta morfoldgica alcanzado, dado que se observaron pacientes sin
sobreexpresidn con respuesta de persistencia, y pacientes que alcanzado la RC, fueron
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categorizados como positivos para la sobreexpresién, lo cual ocurria en
aproximadamente el 30% de los casos para MN1 y casi en el 50% para BAALC (ver

tablas 6.54 y 6.55).

De igual manera, ni la sobreexpresién persistente de MN1 ni la de BAALC tras el primer
ciclo de quimioterapia de induccidn, influyeron de manera significativa en la SG para

ninguno de los dos puntos de corte explorados (ver tablas 6.56 y 6.57).

Sin embargo, cuando se estudié el impacto en la supervivencia de los pacientes
definidos como “doble positivos” (aquellos en los que tras la quimioterapia de
induccion persistié la sobreexpresién de ambos genes) se observd una asociaciéon
marginalmente significativa a peor prondstico global. En especial a partir de la
definicién basada en el estandar descrito en la bibliografia (si >P50), con unas
medianas en meses de 5 frente a 32, en el limite de la significacion (p=0,053) (tabla

6.58 y Figura 6.21).

Este hallazgo, no ha sido descrito en la bibliografia revisada, pero creemos que debe

ser matizado en funcién de los siguientes hechos:

a) Las caracteristicas de nuestra serie. Tal y como se comentd con anterioridad
es una serie de pacientes con tratamientos heterogéneos después de la quimioterapia
de induccidn, con un rango de edad muy amplio, lo cual influye en el estudio de
probabilidades de supervivencia.

b) El escaso numero de pacientes. El grupo de pacientes definidos como

“dobles positivos” sélo relne a 6 casos.

Sin embargo, a pesar de estas matizaciones, y dada la alta correlacion bioldgica entre
MN1 y BAALC (Schwind et al., 2011) creemos que esta aproximacién, basada en los
niveles de expresion de ambos genes tras la induccidon debe ser explorado en una serie
de pacientes mas amplia y homogénea por poder constituir un marcador bioldgico

prondstico relevante, y que no ha sido estudiado previamente.
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Por dltimo, estudiamos el impacto prondstico de la expresion de manera

individualizada para cada paciente, considerando las variables de manera cuantitativa.

Para ello, cuantificamos el nivel de descenso de expresidn para cada gen y en cada
paciente entre el momento del diagndstico y el del analisis de la respuesta a la

primera quimioterapia de induccion.

Globalmente para MN1 no encontramos significaciéon estadistica, pero para los
pacientes con descensos de la expresion de BAALC de > del 95% respecto al
diagndstico, se observaron diferencias en la probabilidad de supervivencia
estadisticamente significativas, siendo de 11 meses frente a mediana no alcanzada,
para aquellos que tuvieron un mayor descenso de la expresion de BAALC tras un ciclo

de quimioterapia (Figura 6.23).

Este hallazgo, con las diferencias metodoldgicas comentadas, confirma lo observado
por Weber et al., que ademds documentaron un aumento en la probabilidad de SLP
para los pacientes con mayor descenso en la expresion de BAALC tras el segundo ciclo

de quimioterapia.

Si bien las matizaciones para este hallazgo deben ser las mismas que en lo observado
para los pacientes definidos como “doble positivos” en cuanto a las limitaciones por las
caracteristicas de la serie, y por tanto ser cautelosos en nuestras conclusiones, existen
suficientes evidencias en otras hemopatias malignas de Ila importancia del

aclaramiento temprano de la enfermedad como marcador pronéstico.

Un ejemplo es el de EMR por citometria de flujo en la leucemia linfoblastica aguda.
Desde la década de los noventa se han publicado innumerables trabajos que han
demostrado, primero de manera retrospectiva, y luego en cohortes prospectivas, el
impacto prondstico que tiene la persistencia de EMR tras la induccién. Esto ha
permitido identificar a un grupo de pacientes pobres respondedores a la quimioterapia
y que requieren de estrategias alternativas como Alo-TPH para conseguir el control

definitivo de la enfermedad (Coustan-Smith et al., 1998; Eckert et al., 2013).
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Mas recientemente, en el contexto de la leucemia mieloide crénica, se ha demostrado
la importancia de conseguir respuestas lo mdas profundas posible y de la manera mas
precoz, definidas como respuesta molecular profunda, como marcador valido para

conseguir una mayor SLP (Marin et al., 2012).

En el contexto de la LMA, se ha buscado trasladar estos descubrimientos, para
optimizar el manejo clinico de los pacientes. Sin embargo, se han podido optimizar
pocos marcadores, en especial los transcritos relacionados con las LMA CBF (Jourdan
et al., 2013; Yin et al.,, 2012) y con NPM1 (Kronke et al., 2013), mientras que los
trabajos basados en técnicas de citometria de flujo todavia requieren de validaciéon

prospectiva y confirmar su reproducibilidad (Buccisano et al., 2012).

De igual manera se ha explorado el papel de los niveles de expresion de determinados
genes como potenciales marcadores de EMR, en especial basados en los niveles del
gen WT1, con trabajos que han medido sus niveles al final del tratamiento, pero
también tras la quimioterapia de induccién, (Cilloni et al., 2008; David Grimwade &

Hills, 2009; Lapillonne et al., 2006) de manera similar a nuestra aproximacion.

En nuestra serie, el descenso pronunciado de los niveles de expresién de BAALC tras
primer ciclo de quimioterapia, parece presentarse como un sélido valor pronéstico,
con la ventaja de ser un valor individual, sin requerir medidas relativas ni en el
contexto de poblaciones de referencia, y que confirmaria lo observado por Weber et
al., si bien su cohorte es de sélo 27 pacientes por 45 la que presentamos (Weber et

al., 2014).

Cuando analizamos los pacientes categorizados por el descenso >o< del 95% de BAALC
por el tipo de intensificacién recibida, observamos que el grupo con menor descenso
tenia mas casos que se consolidaron con Alo-TPH y TAPH (18 frente a 13). Este grupo
con descenso <95% Se caracterizo por incluir hasta 7 casos que fueron primariamente
refractarios a las distintas lineas de quimioterapia. Esto reafirma nuestras conclusiones

de que el descenso de los niveles de expresién de BAALC tras primer ciclo de
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guimioterapia, puede identificar precozmente a pacientes con pocas probabilidades de
conseguir un adecuado control de su enfermedad con quimioterapia, si bien estos

hallazgos requieren de validacion en cohortes mas grandes de pacientes.

En resumen, el estudio de los niveles de expresion tras primer ciclo de induccidn,
reveld6 un descenso en los niveles de expresién de ambos genes de manera
estadisticamente significativa frente al momento del diagndstico, si bien la definicidn
categérica de sobreexpresion (>P50 o >2.5DS) no tuvo buena asociaciéon con la
respuesta morfoldgica alcanzada ni impacto prondstico. Sin embargo, la persistencia
de sobreexpresiéon de ambos genes simultdneamente en un mismo paciente (doble
positivos) y un descenso de mas del 95 % del nivel respecto al diagndstico de BAALC,
se asociaron de manera significativa con peor prondstico global, lo que tendra que ser

validado en nuevas y mas amplias cohortes de pacientes.

7.6 Andlisis de MN1 y BAALC en el momento de la recaida.

De los 43 pacientes que presentaron recaida en nuestra serie, se disponia de muestras
para estudio de MN1 en 30 y 29 para BAALC. Tal y como se comentd previamente, no
se apreciaron diferencias estadisticamente significativas entre la mediana de expresién
en el momento del diagndstico y en el de la recaida. Esto puede servir como prueba de
concepto para explorar el papel de estos genes como marcadores de EMR. Hasta
nuestro conocimiento este es el primer trabajo que ha explorado la diferencia en los

niveles de expresion de MN1 entre el momento de la recaida y en el del diagnéstico.

A pesar de la limitacion metodolégica existente por no disponer de los niveles de todos
los pacientes con recaida, se explord la relaciéon entre el perfil de expresion en el

momento del diagndstico y la recaida
Cuando vemos la evolucion de los pacientes definidos con sobreexpresiéon de MN1 a

partir de >2,5DS, observamos que globalmente de las 30 muestras validas no existid

una adecuada asociacion entre el nivel de expresion del gen al diagndstico vy la recaida
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con errores en aproximadamente en el 30% de los casos, de tal manera que 5 de los 18

pacientes que eran positivos al diagndstico, recaen siendo clasificados como negativos.

Por otro lado, MN1 >P50 a pesar de ser mas restrictivo, por ser un punto de corte de
valor superior, igualmente clasifico6 como negativos en la recaida un 30% de los

pacientes clasificados como positivos al diagndstico.

En lo referente a BAALC >2,5DS de los 17 pacientes positivos de entrada, permitié que
4 casos recaigan definidos como negativos. Y al igual que con la definicién de MN1
>2,5DS, existen pacientes que siendo negativos, recaen como positivos (5 en este caso)
Por ultimo BAALC>P50, evidencia los mismo problemas, no pudiendo identificar como

positivos a 5 de los 15 que si etiquetd con sobreexpresion al momento del diagnéstico.

En conjunto estos hallazgos, a pesar del sustrato bioldgico que aportan los cambios en
los niveles de expresidon en los tres momentos analizados, no parecen apoyar el
desarrollo de investigaciones futuras dirigidas a investigar el papel de MN1 y BAALC
como marcador de EMR basado en su uso como variables categodricas, Si bien, queda
por investigar el desarrollo de estrategias de cuantificacion de manera individualizada,

comparando con el momento del diagndstico del paciente.

Ademads de estos hallazgos, encontramos motivos en la bibliografia que podrian

explicar su escasa fiabilidad para predecir recaidas en el seguimiento.

En primer lugar, autores del grupo de Seattle (Ding et al., 2012) y posteriormente otros
grupos (Kronke et al., 2013; Welch et al., 2012) han demostrado mediante estudios de
secuenciacion masiva que los pacientes con LMA pueden seguir dos patrones en la
recaida: Presencia de clones minoritarios en el momento del diagndstico que son
resistentes al tratamiento o adquisicion de nuevos eventos secundarios por la
toxicidad de la quimioterapia en la clona dominante al diagndstico.

En nuestro caso podemos especular que recaidas que no siguen el mismo patrén de

expresion entre el diagndstico y la recaida puede deberse a la presencia de clones
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minoritarios al diagndstico o por ganancia de mutaciones que condicionan cambios en

la expresién de estos genes

En segundo lugar, la evidencia cientifica en modelos animales ha puesto de manifiesto
gue tanto MN1 como BAALC son genes que juegan un papel en la hematopoyesis
normal, lo cual puede motivar hallazgos de falsos positivos en el contexto de respuesta
a estimulos como la salida de la aplasia o procesos infecciosos(Magda A. Meester-
Smoor et al.,, 2008; Tanner et al.,, 2001). Ambas situaciones son habituales en el

seguimiento de los pacientes con LMA.

7.7 Limitaciones del presente trabajo.

Tal y como se ha ido desglosando en apartados previos se deben tener en cuenta las
siguientes limitaciones.

1.- Es una cohorte con una frecuencia elevada de pacientes con persistencia
de enfermedad después del primer ciclo de quimioterapia, lo cual favorece la
busqueda de marcadores con alta sensibilidad para predecir la condicion de
persistencia.

2.- Es una serie de pacientes con tres grupos de riesgo citogenético y un rango
de edad muy amplio. Ambas condiciones son variables de reconocida influencia en la
probabilidad de SG, SLP y de alcanzar la RC.

3.- La heterogeneidad en cuanto a los tratamientos de intensificacién recibidos,
dificulta los analisis de SG y SLP

4.- Estudio de diseno retrospectivo.

7.8 Vias de potencial desarrollo futuro.

A pesar de las limitaciones comentadas, en nuestra serie se consigue validar la
hipotesis principal del estudio y obtenemos conclusiones en el desarrollo de las
hipdtesis secundarias que sustentan la posibilidad de futuras lineas de investigacion a

partir de este trabajo.

Los hechos que consideramos prioritarios en nuestro grupo son los siguientes.
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1.- La validacién en una cohorte externa de la sobreexpresion de MN1 a partir
del punto de corte definido como mayor a 2,5 DS de la media de los controles sanos,

como factor de riesgo de fracaso a la quimioterapia de induccion.

2.- El estudio en una cohorte externa y con tratamiento homogéneo del valor
prondstico en términos de SG y SLP de la sobreexpresion de BAALC a partir del

percentil 50 de nuestra serie.
3.- El estudio del impacto prondstico de los cambios de expresion de ambos
genes tras primer ciclo de quimioterapia en una serie de pacientes con tratamiento de

intensificacion homogéneo.

4.- El andlisis de la cuantificacién relativa de la expresion de ambos genes en el

seguimiento de los pacientes como potencial marcador predictor de recaida.
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8.- Conclusiones:

1.- La sobreexpresion de MN1 y BAALC definidas por el estandar descrito en la
bibliografia (>P50), se asocian a mayor riesgo de persistencia de enfermedad tras el
primer ciclo de quimioterapia en pacientes de riesgo intermedio y en especial en los

que presentaban un cariotipo normal.

2.- La medida de sobreexpresion de MN1 por nuestro método (>2,5DS) mejora el
método estandar, en términos de sensibilidad y riesgo relativo, a la hora de
seleccionar los pacientes con mayor probabilidad de fracasar a la quimioterapia de

induccion y mantienen su significacion en el analisis multivariante.

3.- En nuestra cohorte, globalmente, la variable MN1 fue superior a BAALC en la
identificacion de la probabilidad de fracasar a la quimioterapia de induccion, tanto

como variable cuantitativa como por las dos definiciones categoricas usadas.

4.- Tanto MN1 como BAALC presentaron descensos estadisticamente significativos
en sus niveles de expresion entre el momento del diagndstico y postquimioterapia.
Por el contrario no encontramos diferencias significativas entre los niveles de

expresion entre momento del diagndstico y la recaida.

5.- Ninguno de los puntos de corte propuestos para MN1 alcanzé un impacto
significativo en la probabilidad de supervivencia. Sin embargo, la sobreexpresion de

BAALC, especialmente a partir del estandar se aproximo a la significacion estadistica

6.- Los pacientes con menor descenso en la expresion de BAALC tras la induccién
presentaron un prondstico significativamente peor que aquellos con mayor
descenso. En especial, a partir del 95% de descenso se aprecid un impacto

significativo en la probabilidad de supervivencia.
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7.- El estudio en la recaida revelé que ninguno de los dos puntos de corte explorados
para definir la sobreexpresion tanto de MN1 como de BAALC mostraron una

adecuada asociacion entre el diagnéstico y el momento de la recaida.
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