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ECG: electrocardiograma.

ECOG: eastern coopertive oncology group.

ELISA: enzimoinmunoanalisis de adsorcién.
ELN: exropean lenkemialNet.

EMA: european medicines agency.

ERM: enfermedad residual medible.

FAB: clasificacién franco-americana-britanica.
FDA: food and drug administration.

FISH: hibridacion 7z situ fluorescente.

FLT3: EMS-like tyrosine kinase.

Flt-1: FMS-related tyrosin kinase 1.

Flt-4: FMS-related tyrosine kinase 4.

G-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos.
GO: gemtuzumab ozogamicina.

HIF-1: factor inducido por la hipoxia 1.

HLA: human lenkocyte antigen.

IGF-1: factor de crecimiento similar a la insulina 1.
IL-6: interleucina 6.

I'TDs: duplicaciones internas en tandem.
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KDR/FIk1: kinase insert domain receptor/ fetal liver kinase 1.
LAFM: leucemia aguda de fenotipo mixto.

LMA: leucemia mieloide aguda.

LMMC: leucemia mielomonocitica crénica.
MAPKS: proteinas quinasas activadas por mitégeno.
MO: médula 6sea.

MPO: mieloperoxidasa.

MRC: medical research counsil.

MRT: mortalidad relacionada con el tratamiento.
NGS: next generation sequencing.

NMP: neoplasia mieloproliferativa.

NPM1: nucleofosmina 1.

NRP: neuropilinas.

OMS: organizaciéon mundial de la salud.

PBS: solucion salina tamponada con fosfatos.

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa.

PDGEF: factor de crecimiento derivado de plaquetas.
PIGEF: factor de crecimiento de placenta.

PI3K: fosfatidilinositol 3 quinasa.

PMNs: polimorfonucleares.

Q: cuartil.

QT: quimioterapia.

RC: remisién completa.

RT: transcripcion reversa.

RT-gPCR: PCR cuantitativa en tiempo real.
RUNXT1: Runt-related transcription factor 1.

SCF: factor de células madre.

SEER: programa estadounidense de vigilancia, epidemiologia y resultados finales.
SG: supervivencia global.

SLE: supervivencia libre de enfermedad.

SMD: sindrome mielodisplasico.

Taq: Termus aquaticus.

TNEF: factor de necrosis tisular.

TPH: trasplante de progenitores hematopoyéticos.
TP53: protefna tumoral p53.

VAFs: alelos variantes frecuentes.
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VEGTF: factor de crecimiento endotelial vascular.
VEGF-C: factor de crecimiento endotelial vascular C.

VEGEFR: receptor del factor de crecimiento endotelial vascular.

Abreviaturas

21






INTRODUCCION






1. INTRODUCCION

1.1. LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

La leucemia mieloide aguda (LMA) es una enfermedad maligna que se produce como consecuencia
de la expansién clonal de precursores mieloides indiferenciados llamados blastos, que producen una
alteracion de la hematopoyesis y un fallo medular. Es una enfermedad muy heterogénea en cuanto a
la morfologia, inmunofenotipo, citogenética y alteraciones moleculares, asi como en la respuesta al
tratamiento. A pesar de que la mayorfa de los pacientes responden al tratamiento de induccion,
algunos son refractarios y la recaida es la causa mas frecuente de fallo del tratamiento [1].

El desarrollo de una leucemia mieloide aguda se relaciona con la acumulacion de alteraciones
genéticas adquiridas y cambios epigenéticos en las células progenitoras hematopoyéticas, que alteran
los mecanismos normales de crecimiento, proliferacioén y diferenciacion celular. En el estudio inicial
de un paciente con sospecha de LMA, es obligatorio realizar un andlisis genético puesto que,
aproximadamente, un 55% de los pacientes diagnosticados de LMA presentan alteraciones
cromosomicas al diagnéstico (2)[3]. Se han detectado numerosas alteraciones estructurales y
numéricas que juegan un papel fundamental en la biologia de la enfermedad, se asocian a
determinados subtipos de LMA y tienen un valor prondstico independiente en términos de remision
completa, riesgo de recaida y supervivencia global [4][5][6]. El desarrollo de la LMA a partir de
mutaciones conductoras adquiridas somaticamente explica la complejidad biologica y clinica de la
enfermedad. Ademas, en el caso de la LMA, ha habido un cambio progresivo desde un esquema de
clasificacién morfolégica a uno genémico cada vez mas completo. El estudio de Papaemmanuil e7 4/.
(2016) en 1540 pacientes con LMA, mostrd varios patrones de inestabilidad genémica, un 20% de
pacientes con genes de fusién, un 31% con aneuploidias cromosémicas y un 46% soélo con

mutaciones en genes (en ausencia de genes de fusion y de aneuploidias cromosomicas) (Figura 1) [7].

Figura 1: Inestabilidad gendmica en la 1.MA

Sin eventos
3%

Genes de

fusion
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Aneuploidias
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La edad mediana de los pacientes diagnosticados de una leucemia aguda es de 60-65 afios por lo que,
muchos de los pacientes reciben terapias menos intensivas o sélo tratamiento de soporte debido a la
alta mortalidad relacionada con la quimioterapia intensiva [8]. La supervivencia global a los 5 afios
depende, sobre todo, de la edad del paciente y de las alteraciones genéticas detectadas al diagnostico
[3]. La supervivencia libre de enfermedad es del 40-50% en los pacientes menores de 60 afios y de
tan s6lo un 10% en adultos mayores de 60 afios [5].

1.1.1. Clasificacion de las leucemias mieloides agudas

Existen dos sistemas para clasificar las leucemias mieloides agudas (LMA). El primero de ellos es la
clasificacion franco-americana-britanica (FAB) que fue desarrollada en los afios 70 por un grupo de
expertos [9]. La clasificacion se basaba en la linea celular implicada en la proliferacién, el grado de
maduracién de las células malignas y en las caracteristicas morfoldgicas con tinciones pandpticas
(May-Grunwald Giemsa o Wrigh?) y citoquimicas (mieloperoxidasa, negro Sudan, esterasas,... etc.) en

sangre y médula 6sea (Tabla 1).

Tabla 1: Clasificacion FAB de las leucemias mieloides agndas

LAMO (minimamente diferenciada)

LAMT1 (mieloide sin maduracion)

LAM2 (mieloide con maduracién)

LAMS3 (promielocitica)

LAM4 (mielomonocitica)

LAMS5 (monocitica)

LAMG (eritroide)

LAMY7 (megacarioblastica)

Ante el aumento de la importancia de las alteraciones citogenéticas, surge la necesidad de desarrollar
otro sistema de clasificacion, que es el de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS). Este sistema
clasifica las LMA segin las caracteristicas clinicas, biolégicas, inmunofenotipicas y genéticas. En 2001
se publico la tercera edicién de la clasificacion de tumores de tejidos hematopoyéticos y linfoides de

la OMS (Tabla 2).

Tabla 2: Clasificacion OMS 2001 de las LMA

LMA con alteraciones citogenéticas recurrentes:

- LMA con t(8;21)(q22;q22), (AML1/ETO)

- LMA con inv(16)(p13q22) o t(16;16)(p13;q22), (CBFB/MYHT1 1)

- Leucemia promielocitica aguda con t(15;17)(q22;q12); PML/RARa
- LMA con 1123 (MLL)

LMA con displasia multilinea:
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- Secundaria a un SMD o SMD/NMP
- Sin antecedentes de SMD o SMD/NMP pero con displasia, al menos,
en el 50% de las células de 2 o mads lineas mieloides

LMA relacionadas con la terapia:
- Relacionadas con agentes alquilantes o radiacion
- Relacionadas con inhibidores de topoisomerasa 11

LMA no clasificadas en otras categorias:
- LMA con minima diferenciacién
- LMA sin maduracién
- LMA con maduracién
- Leucemia mielomonocitica aguda
- Leucemia monoblastica/monocitica aguda
- Leucemia eritroide aguda:
e Eritroide/mieloide
e Eritroleucemia pura
- Leucemia megacarioblastica aguda
- Leucemia basofilica aguda
- Panmielosis aguda con mielofibrosis

Sarcoma mieloide

SMD: sindrome mielodisplasico. NMP: neoplasia mieloproliferativa.

En la clasificacion OMS de 2008 se incluyen subtipos de LMA basados exclusivamente en las
alteraciones citogenéticas presentes al diagnéstico y se afladen 2 entidades provisionales con

alteraciones moleculares (Tabla 3) [10].

Tabla 3: Clasificacion OMS 2008 de las LMA y neoplasias relacionadas

LMA con alteraciones genéticas recurrentes:

- LMA con t(8;21)(q22;q22.1); RUNX7-RUNXTTT

- LMA con inv(16)(p13.1922) o t(16;16)(p13.1;q22); CBES-MYH11

- Leucemia promielocitica aguda con t(15;17)(q22;q12); PMIL-RAR«a
- LMA con t(9;11)(p22;q23); MLLT3-MI L

- LMA con t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214

- LMA con inv(3)(q21q26.2) o t(3;3)(q21;q26.2); RPNT7-E111

- LMA (megacarioblastica) con t(1;22)(p13;q13); RBM75-MKL1

- Entidad provisional: LMA con NPM7 mutado

- Entidad provisional: LMA con CEBP.A mutado

LMA con cambios relacionados con la mielodisplasia

Neoplasias mieloides relacionadas con la terapia

LMA no clasificadas en otras categorias:
- LMA con minima diferenciacién
- LMA sin maduracién
- LMA con maduracién
- Leucemia mielomonocitica aguda
- Leucemia monobldstica/monocitica aguda
- Leucemia eritroide aguda:
® Leucemia eritroide pura

e Eritroleucemia, eritroide/mieloide
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El descubrimiento de nuevas mutaciones junto a una mejor comprensiéon de las alteraciones
morfolégicas de algunas entidades llevo, en 2016, a la publicaciéon de una actualizaciéon de la
clasificacién de las neoplasias mieloides de la OMS con cambios en algunos de los criterios
diagnosticos [11]. En la clasificacion de 2016 (Tabla 4) se confirman nuevas categorias que incluyen
alteraciones moleculares, como la LAM con NPM7 mutado y la LAM con mutaciones bialélicas
CEBPA, y se afiaden dos nuevas categorias provisionales, la LAM con reordenamiento BCR-ABL7
y la LMA con RUNXT7 mutado. Ademas, se realizan actualizaciones en la nomenclatura de los genes,

sustitucion de MIIL por KIM2A, y se reconoce que la inv(3)(q21.3q26.2) o la

como la

t(3;3)(921.3;q26.2) no representan un gen de fusién, sino que reposicionan un potenciador distal de

- Leucemia megacarioblastica aguda
- Leucemia basofilica aguda
- Panmielosis aguda con mielofibrosis

Sarcoma mieloide

Proliferaciones mieloides relacionadas con el sindrome de Down:
- Mielopoyesis anormal transitoria
- Leucemia mieloide asociada con el sindrome de Down

Neoplasia de células dendriticas plasmocitoides blasticas

NPMT1: nucleofosmina 1. CEBPA: CCAAT/ enbancer-binding protein alpha.

GATAZ2 para activar la expresion de MECOM y conferir haploinsuficiencia a GAT.A2.

Tabla 4: Clasificacion OMS 2016 de las LM.A y neoplasias relacionadas

LMA con alteraciones genéticas recurrentes:

- LMA con t(8;21)(q22;q22.1); RUNX7-RUNXT1T1

-LMA con inv(16)(p13.1q22) o t(16;16)(p13.1;q22); CBF-MYH11
- Leucemia promielocitica aguda con PMI-RAR«a

- LMA con t(9;11)(p21.3;q23.3); MLLLLT3-KMT2A

- LMA con t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214

- LMA con inv(3)(q21.3q26.2) o t(3;3)(q21.3;q26.2); GATA2, MECOM(EVTT)
- LMA (megacarioblastica) con t(1;22)(p13.3;q13.3); RBM75-MKL1
- Entidad provisional: LMA con BCR-ABL1

- LMA con NPM7 mutado

- LMA con mutaciones bialélicas de CEBPA

- Entidad provisional: LMA con RUNXT7 mutado

LMA con cambios relacionados con mielodisplasia

Neoplasias mieloides relacionadas con la terapia
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LMA no clasificadas en otras categorias:

- LMA con minima diferenciacién

- LMA sin maduracién

- LMA con maduracién

- Leucemia mielomonocitica aguda

- Leucemia monoblistica/monocitica aguda
- Leucemia eritroide pura

- Leucemia megacarioblastica aguda

- Leucemia basofilica aguda

- Panmielosis aguda con mielofibrosis

Sarcoma mieloide

Proliferaciones mieloides relacionadas con el sindrome de Down:
- Mielopoyesis anormal transitoria
- Leucemia mieloide asociada con el sindrome de Down

Neoplasia de células dendriticas plasmocitoides blasticas

En esta nueva clasificacion también se incluye una seccion de neoplasias mieloides de origen germinal
que engloba mutaciones constitucionales que le otorgan al individuo una susceptibilidad al desarrollo
de neoplasias hematoldgicas mieloides. Las neoplasias mieloides de origen germinal son trastornos
autosémicos dominantes cuya forma de aparicién es muy heterogénea. Son numerosos los genes
asociados con la predisposicion al desarrollo de neoplasias mieloides pero, cuando se sospecha que
un individuo diagnosticado de alguna neoplasia mieloide en la edad adulta tiene una susceptibilidad
heredada al desarrollo de neoplasias mieloides, es necesario estudiar, al menos, los genes CEBPA,
TP53, ANKRDZ26, ETT6, RUNXT, DDX41 y GATAZ2. Hay pacientes que tienen una clara
agregacion familiar mientras que otros no presentan antecedentes familiares, bien por la expresividad
variable de la enfermedad o porque son eventos de novo. En pacientes candidatos a un trasplante
alogénico de progenitores hematopoyéticos es muy importante la seleccion cuidadosa de los donantes
para evitar la reintroduccién de una mutacion deletérea en el paciente [12].

1.1.2. Diagndéstico de las leucemias mieloides agudas

Las recomendaciones actuales del consenso internacional de expertos de la Eurgpean LenkemiaNet
(ELN) de 2017 destacan la importancia de la integraciéon de los hallazgos obtenidos por diferentes
técnicas, que incluyen la citomorfologia, la citometria de flujo, la citogenética y los estudios
moleculares, para optimizar el manejo clinico de los pacientes. Para establecer el diagnéstico de una

leucemia mieloide aguda se requieren las pruebas que se muestran en la Tabla 5 [13].

Tabla 5: Pruebas diagnisticas de I MA segiin ELLN 2017

Pruebas para establecer el diagnéstico:

Hemograma

Aspirado de médula 6sea (biopsia en caso de aspirado seco)
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Pruebas para establecer el diagndstico:

Inmunofenotipo

Citogenética

Mutaciones genéticas: NPM7, CEBPA, RUNXT, FL.T3, TP53, ASXIL.1

Reordenamientos genéticos: PMI-RARa, CBES-MYH11, RUNX7-RUNXT1T1, BCR-
ABL1, otros.

Pruebas adicionales:

Bioquimica, coagulacién y analisis de orina

Test de embarazo (si procede)

Preservacion de la fertilidad (si procede)

Estudio HLA y estudio CMV (en pacientes candidatos a trasplante)

Serologfa virica: VHA, VHB, VHC e VIH

Rx térax, ECG y ecocardiograma

Puncién lumbar (si procede)

Biobanco

HLA: buman lenkocyte antigen. CMV: citomegalovirus. VHA: virus hepatitis A. VHB: virus
hepatitis B. VHC: virus hepatitis C. VIH: virus de la inmunodeficiencia humana. ECG:

electrocardiograma.

El diagnéstico de una LMA se establece tras el estudio de sangre periférica y medular donde debe
realizarse el contaje de, al menos, 200 células en el frotis de sangre periférica y de 500 células en el
aspirado de médula 6sea con tincién May-Grinwald-Giemsa. Los mieloblastos, monoblastos y
megacarioblastos se incluyen en el contaje de blastos. En el caso de que el aspirado sea seco, se debe
realizar una biopsia de médula 6sea. El diagnéstico de una LMA se establece cuando hay un
porcentaje igual o superior a un 20% de blastos en la médula ésea o, independientemente del nimero
de blastos, si existe una alteracion citogenética recurrente como la t(15;17), la t(8;21), la inv(16) o la
t(16:16). En la LMA mielomonocitica y en la LMA monocitica, los monoblastos y los promonocitos
se cuentan como blastos. En la dltima clasificacion de la OMS 2016, los mieloblastos se contabilizan
dentro del porcentaje total de células de la médula 6sea. La categoria “leucemia eritroide pura”
requiere la presencia de mds de un 80% de precursores eritroides inmaduros con 230% de
proeritroblastos [14]. La valoracion de la presencia de alteraciones morfoldgicas celulares o rasgos de
mielodisplasia (diseritropoyesis, disgranulopoyesis y distrombopoyesis) es fundamental para la
determinar el subtipo de “LMA con cambios relacionados con mielodisplasia” (CRMD), donde se

observan rasgos displasicos en dos o mas lineas hematopoyéticas.
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Para identificar la estirpe de las células malignas se pueden utilizar tinciones citoquimicas como la
mieloperoxidasa, el Negro Sudan o las esterasas no especificas. La deteccién de mieloperoxidasa
(MPO) en mas de 3% de los blastos indica diferenciacién mieloide pero su ausencia no excluye una
linea mieloide puesto que los mieloblastos y los monoblastos pueden perderla. El Negro Sudan tifie
igual que la MPO, pero es menos especifico. Las esterasas no especificas tifien de forma difusa el
citoplasma de los monoblastos (normalmente, un 80% positivas) y monocitos (normalmente, un 20%
positivas). En la leucemia eritroide aguda, la tincién con 4cido peryédico de Schiff muestra granulos
gruesos.

El inmunofenotipo se determina mediante citometria de flujo multiparamétrica (normalmente con
28 colores) y cuantifica los patrones de expresion de diversos antigenos citoplasmaticos y de
superficie. El estudio inmunofenotipico al diagnéstico de la LMA permite establecer el linaje de los
blastos y detectar fenotipos aberrantes. La poblacion blastica estd mejor definida gracias al desarrollo
de la citometria de flujo multidimensional y los métodos de analisis por lo que, el clasico punto de
corte del 10-20% de células positivas, hoy es menos relevante [15][16]. Actualmente es mas
importante evaluar el cambio y el patrén de la fluorescencia de toda la poblacién leucémica clonal
comparado con la intensidad de la fluorescencia del marcador en células negativas de la misma
muestra [17]. Se ha relacionado el tamafio del compartimento leucémico valorado por citometria de
flujo con el pronédstico en algunos subtipos de LMA [18]. En la Tabla 6 se muestran los marcadores
de superficie y citoplasmaticos recomendados por la ELN para el diagnéstico de las LMA y para la

leucemia aguda de fenotipo mixto (LAFM) [13].

Tabla 6: Expresidn de marcadores de superficie y citoplasmaticos de la LMA y la LAFM segiin EI.IN

Diagnoéstico de LMA ‘

Precursores™: CD34, CD117, CD33, CD13, HLA-DR

Marcadores granulociticos: CD65, MPO citoplasmatica

Marcadores monociticos: CD14, CD36, CD64

Marcadores megacariociticos: CD41 (glicoproteina 1Ib/I11a), CD61 (glicoproteina I11a)
Marcadores eritroides: CD235a (glicoforina A), CD36

*CD38 y otros marcadores como CD123 o CD133 pueden afadirse para identificar las
células blasticas pero no contribuyen al diagnéstico

Diagnéstico LAFM

Linaje mieloide: mieloperoxidasa (por citometria de flujo, inmunohistoquimia, o
citoquimia) o diferenciacién monocitica (al menos 2 de los siguientes: esterasas no
especificas, CD11c, CD14, CD064, lisozima)
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Linaje T: CD3 citoplasmatico fuertet (con anticuerpos contra la cadena € de CD3) o
CD3 de superficie

Linaje B: CD19 fuerte* con, al menos, 1 de los siguientes con expresion fuerte: CD79a
citoplasmatico, cCD22, o CD10 o CD19 débil con, al menos, 2 de los siguientes con
expresion fuerte: CD79a, cCD22 o CD10

*Fuerte: igual o mayor fluorescencia que las células B o T normales de la muestra

La categoria de leucemia aguda de fenotipo mixto, incluye las leucemias con expresion de antigenos
de mas de un linaje y puede comprender tanto varias poblaciones de blastos de diferentes linajes
como una poblacién de blastos con expresion de antigenos de diferentes linajes en una misma célula
o una combinacién. La deteccion al diagndstico de los patrones aberrantes permitird el seguimiento
de la enfermedad residual medible, que es el método utilizado para la deteccién de la presencia de
blastos hasta niveles de 1:10% a 1:10 en pacientes en remisiéon completa morfoldgica (<5% de blastos
en médula 6sea). La enfermedad residual medible es un indicador pronéstico independiente, junto
con otros marcadores como la citogenética y la biologia molecular, para establecer el riesgo de recaida
y es fundamental para la decision terapéutica [19][20][21].

Las alteraciones citogenéticas se detectan en un 55-60% de los pacientes con LMA al diagnéstico
[22]. Es necesaria una muestra de aspirado medular con heparina y, siempre que sea posible, se
analizaran 20 metafases. El estudio citogenético convencional de los blastos en médula dsea es
obligatorio en la evaluacién inicial de un paciente con sospecha de leucemia aguda ya que permite
detectar alteraciones especificas y establecer el grupo pronéstico. El estudio citogenético y molecular
es imprescindible para un correcto diagnéstico de las LMAs de la categoria “LLMA con alteraciones
citogenéticas recurrentes” de la clasificaciéon de la OMS. De tal forma que, si existe una alteracién
citogenética recurrente como la t(15;17), 1a t(8;21), la inv(16) o la t(16:16), se establece el diagndstico
de LMA independientemente del nimero de blastos en médula 6sea. En el caso de la categoria “LMA

con cambios relacionados con mielodisplasia”, la presencia de una serie de alteraciones citogenéticas

(Tabla 7) junto a una cifra de blastos 220%, establecen el diagnostico [11].

Tabla 7: _Alteraciones citogenéticas en la LMA CRMD (OMS 2016)

Carioti mplei Alteraciones Alteraciones multiples
ariotipo compiejo balanceadas no balanceadas

23 alteraciones citogenéticas t(11;16)(q23.3;p13.3) -7 0 del(7q)

no incluidas en la categotia 301 (0262022 1 5 o del(s

“alteraciones citogenéticas t3:21)(426.2:922.1) - 0 del(3q)

recurrentes’”’ t(1;3)(p36.3;q921.2) i(17q) o t(17p)
t(2;11)(p21;q923.3) -13 o del(13q)
t(5;12)(q32;p13.2) del(11q)
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Carioti lei Alteraciones Alteraciones multiples
ariotipo compiejo balanceadas no balanceadas
t(5;7)(q32;q11.2) del(12p) o t(12p)
t(5;17)(q32;p13.2) idic(X)(q13)

£(5;10)(q32;921.2)
£(3;5) (q25.3;935.1)

Existen otros reordenamientos que, aunque se consideran eventos iniciadores de la enfermedad,
todavia no estan definidos en categorfas independientes. Se trata de genes que codifican reguladores
epigenéticos (como KMT2A [MILL|, CREBBP o NSDT) o componentes del complejo de poros
nucleares (INUP98, NUP274). Algunos reordenamientos son citogenéticamente ctipticos, como la
t(5;11)(q35.2;p15.4); NUP98-NSD1, que ocurre en el 1% de LAM en adultos jévenes y predice un
mal pronéstico [23]. La citogenética tiene ciertas limitaciones, como las dificultades para conseguir
metafases de calidad en algunos pacientes y que no puede identificar genes cripticos de fusion.
Ademas, puede estar limitada también en su resolucién y no aporta informacién en los casos con
alteraciones genéticas numéricas o estructurales, ni en el 40% de los pacientes con LMA y cariotipo
normal [24]. La hibridacién 7z sitn fluorescente (FISH) es una técnica citogenética que utiliza
fragmentos de secuencias de acido desoxirtibonucleico (ADN), sonda marcada con fluorescencia,
con el fin de localizar una secuencia complementaria en el ADN de la muestra. Existen varios tipos
de sondas, cada una con una funcién especifica segun lo que se desee detectar. Se distinguen las
sondas centroméricas (que marcan toda la region del centrémero), las sondas de pintado
cromosomico (constituidas por una librerfa de sondas que abarcan todo el cromosoma) y las sondas
de secuencia unica (locus especifico) que matrcan regiones cromosémicas muy concretas. Estas
sondas emiten una fluorescencia y permiten la visualizacion, distincién y estudio de los cromosomas,
asi como de las anomalfas que puedan presentar. Esta técnica permite el analisis de células tanto en
metafase como en interfase, por lo que supera una limitacién importante de la citogenética
convencional, la necesidad de obtener las células en metafase. Algunos de los reordenamientos

detectados son: core binding factor (CBF) mediante sondas para la t(8;21) e inv(16) (RUNXT-

RUNXTT1, CBFB-MYHT1T), genes de fusion KM12A4 (MLL) y MECOM (EV17), o pérdida de
cromosomas 5q, 7q, o 17p [25].

1.1.2.5. Estudios moleculares

El origen de la LMA es un proceso complejo y dindmico caracterizado por multiples mutaciones
conductoras adquiridas somaticamente, clones competitivos coexistentes y un patrén evolutivo
heterogéneo [26]. Algunas alteraciones moleculares no detectables mediante cariotipado (analisis
cromos6mico) también presentan un fuerte impacto en el pronéstico de la LMA, especialmente en

los pacientes de riesgo citogenético intermedio y, sobre todo, en los que presentan un cariotipo

normal. Por tanto, los estudios moleculares son una herramienta fundamental para un correcto
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diagnostico, refinar la clasificacién prondstica propuesta por el MRC, basada tnicamente en el
cariotipo, personalizar el tratamiento y realizar el seguimiento de la LMA [27]. Los primeros
marcadores moleculares con reconocido valor pronéstico fueron las mutaciones en el gen FMS-/ike
tyrosine kinase 3 (FLLT3), en el gen de la nucleofosmina (NPM7) y bialélicas en el gen CCAAT/ enbancer-
binding protein alpha (CEBPA). El diagnéstico molecular requiere la aplicacion de diversas técnicas para
identificar diferentes biomatrcadores moleculares. Los estudios clasicos de biologfa molecular se
fundamentan principalmente en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), incluyendo todas sus
variantes, y en la secuenciacion Sanger. Sin embargo, el creciente numero de determinaciones
moleculares identificadas en la LMA plantea nuevos retos en el laboratorio y esta suponiendo un
cambio metodolégico hacia técnicas de alto rendimiento, como la secuenciacion masiva (NGS, next-
generation sequencing), que permiten el andlisis simultineo de numerosos genes y muestras en un inico
experimento. De la muestra de médula 6sea es recomendable criopreservar células tumorales y se
debe obtener ADN y 4cido ribonucleico (ARN) [14].

Los estudios moleculares al diagnéstico de la LAM deben incluir:

1. Mutaciones en el gen FL.T3, tanto las duplicaciones internas en tandem [ITDs] y el ratio alelo
mutado/salvaje como las mutaciones en los codones del dominio de titosina quinasa D835:
la deteccioén de estas mutaciones tiene importancia prondstica y terapéutica, puesto que los
pacientes pueden beneficiarse del tratamiento con inhibidores de la tirosina quinasa.

2. Mutaciones en los genes NPM7, CEBP.A y RUNXT, porque definen categorfas moleculares
en la ultima revision de la clasificacion de las leucemias agudas de la OMS de 2016
(provisionalmente para RUNXT) [11].

3. Mutaciones en los genes TP53 y ASXI.7, debido a que se asocian con un mal prondstico.

El estudio de las mutaciones en los genes de la isocitrato deshidrogenasa 1 IDHT7) y 2 (IDH?2) deberia
incluirse, aunque no estén incluidas en los grupos pronodsticos de la ELN 2017, debido a que se
dispone de terapias diana inhibidoras de estas enzimas [28].

Las LMA con FLT3-ITD no han sido incluidas como una entidad diferenciada en la dltima
clasificacién de la OMS de 2016 pero su condiciéon de factor prondstico desfavorable ha sido
claramente establecido en diversos estudios [29][30][31]. Las LMA con mutacién en el gen NPM7
representan el 30% de las LMA y se asocian con altas tasas de remision completa con quimioterapia
intensiva [32]. Las LMA con mutacién bialélica en el gen CEBP.A se han descrito en el 7-14 % de los
casos de LMA de novo [33] y, en pacientes con cariotipo normal, la mutacién se asocia a un prondstico
favorable [34]. Las LMA con mutaciones en los genes RUNXT, ASXIL.7y TP53 se han incorporado
en la categoria adversa en la dltima clasificacion de riesgo genético de la ELN 2017 [13]. Las
mutaciones del gen Runt-related transcription factor 1 (RUNXT) ocurren en, aproximadamente, el 5-15%
de los pacientes con LMA, sobre todo en los de riesgo intermedio. Es mutuamente excluyente de las

mutaciones en NPM7 y bialélicas en CEBP.A. Estan asociadas a menor tasa de remisiones completas

34



Introduccion

y a menor supervivencia global [35]. Las mutaciones del gen Additional sex combs-like 1 (ASXLT) se
detectan en un 10-20% de los pacientes con LMA, especialmente con mielodisplasia y confieren un
prondstico adverso [36]. Las mutaciones del gen de la proteina tumoral p53 (1P53) se asocian a
cariotipos complejos, catiotipos monosémicos y aneuploidias (Ej., 25/5q2, 27/7q2), y tienen un
pronéstico muy desfavorable. Se ha avanzado mucho en el estudio de la funcién supresora tumoral
de la proteina p53 para poder entender el papel de las mutaciones TP53 y se estan estudiando nuevas
terapias y combinaciones que podrian mejorar los resultados de los pacientes con esta mutacion [37].
El impacto prondstico de algunos de estos marcadores moleculares puede modificarse dependiendo
de la presencia o ausencia de otro marcador [38] como, por ejemplo, la mutaciéon NPM7 es un
marcador de buen pronédstico en ausencia de la mutacién FLT3-ITD o cuando FLT3-ITD tiene un
ratio inferior a 0,5 [39]. Las mutaciones IDHT7 e IDH2 se detectan en 6-10% y 9—13% de pacientes
con LMA, respectivamente. El valor pronostico de estas mutaciones en la LMA todavia no esta claro
[40].

Se han realizado numerosos estudios de mutaciones en otros genes, como W17 [41], KIT [42],
DNMT3A4 [43], TET2 [44] o NRAS [45] pero no existe de momento suficiente evidencia para
incorporarlos como marcadores prondsticos.

Los genes recurrentemente mutados en la LMA pueden ser organizados en categorias funcionales

atendiendo a las funciones celulares que se ven afectadas por dichas alteraciones (Tabla 8) [46].

Tabla 8: Categorias funcionales de los genes recurrentemente mutados en la 1.NMA

Categoria funcional Genes implicados Frecuencia (%)

Genes activadores de sefiales FLT3, KIT, otras tirosinas quinasas, serina- 59
activado a treonina-quinasas, KRAS/NRAS, PTP

Genes relacionados con la DNMTT1, DNMT3A, DNMT3B, TETT, 44

metilacién del ADN TET2, IDH1, IDH?2

Mutaciones de factores de RUNXT, CEBPA, otros 30

transcripcién

Nucleofosmina NPMT1 27

Genes modificadores de Fusiones MILI-X, MIL.I-PTD, NUP9§- 2

cromatina NSD1, ASI. X1, EZH2, KDM6.A, otros

Fusiones de factores de PMI_-RARa, CBFS-MYHI, 18

transcripcion RUNXT7-RUNXTTT

Genes supresores de tumores TP53, WT'1, PHF6 16

G del A U2AF1, U2AF2, SRSF2, SRSF6, SF3B1, 14

enes del empalmosoma FINRNPK, otros
Genes del complejo cohesina SMC1A, SMC3, SMC5, STAG2, RAD21 13
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Metzeler et al. (2016) encontraron que, con frecuencia, las mutaciones en los modificadores
epigenéticos DNTM3.A, TETZ2 y IDHZ tienen alelos variantes frecuentes (I.4F5s) cerca del 50% que
estan presentes en la gran mayoria de las células. Sin embargo, la activacién de las mutaciones en los
genes de las vias de sefializacién del factor de crecimiento, tales como FLT3, KIT, NRAS y KRAS,
tenfan [.4Fs mas bajos [47]. Estos hallazgos sugieren que algunas mutaciones son eventos tempranos
o iniciadores en las células preleucémicas y fases tempranas de la leucemogénesis, como DNTM3A,
TET2, ASXI.1, mientras que otras se desarrollan posteriormente en subconjuntos de la leucemia de
acuerdo con la evolucién clonal. En individuos sanos se sabe que, con la edad, las células madre
hematopoyéticas adquieren mutaciones somadticas recurrentes frecuentes en genes reguladores
epigenéticos (DNMT3A, ASXL1, TET?2) y, menos frecuentemente, en los relacionados con el
empalme (splicing), como SF3BT o SRSF2. El concepto de hematopoyesis clonal de potencial
indeterminado se ha utilizado para describir a los individuos con una mutacién somatica en médula
6sea o sangre periférica, pero sin otros criterios diagnoésticos de una enfermedad hematolégica
maligna [48]. Adamia ef a/. (2014) encontraron que, en los pacientes con LMA, aproximadamente el
29% de los genes expresados en todo el genoma presentaban alteraciones del splicing de forma
recurrente, a diferencia de las células CD34 positivas de médula 6sea de donantes sanos [49]. En su
serie, los genes encargados de regular el splicing que mas frecuentemente se encontraban alterados (en
mas del 70% de los pacientes con LMA) fueron NOTCHZ y FL'T3, que codifican las proteinas de
superficie de las células mieloides [50]. En la Figura 2 se muestra la frecuencia de las distintas
alteraciones citogenéticas y moleculares que presentan los pacientes adultos con LMA de hasta 65
afios, segun las bases de datos de los grupos cooperativos British Medical Research Council (MRC)
[511(52], German-Austrian AML Study Group (AMLSG) [7], y de otros estudios [53][54].
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Figura 2: Subclases de LM.A segrin la citogenética y la biologia molecular

RUNX1 ~40% | MLL-PTD “25% KIT25% | NRAS "20%
ASXL1720% | DNMT3A 20% sinctase d""e'f FLT3ITD "35% Cohesin® “20% | ASXL2 "20%
SRSF2720% | STAG2 15% [DHZR‘”1% 5% t(15;17)(q22;q21); PML-RARA FLTSTKD "15% ZBTB7A "20% | ASXL110%

13% WT1715% EZH275% | KDM6A 5%

MGA "5% DHX15°5%

1(8;21)(q22;922.1); RUNX1-RUNX1T1

NRAS "15% | FLT3-ITD "15% DNMTSA “70%
TET2715% | BCOR 10%
U2AF1710% | PHF6710%
ZRSR275% | SF3B1710% 7% NRAS "40%
EZH2 5% KIT "35%
. . inv(16)(p13.1q22); CBFB-MYH11 FLT3-TKD “20%
Cromatina — espliceosoma 13% 5%
KRAS "15%
1(v;11923.3); X-KMT2A KRAS "20%
4% -
Mutacién TP53 - aneuploidia ° NRAS "20%
6mica 10%
cromesemie 1(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL11% FLT3-ITD “70%
1(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214 1% KRAS "20%

Mutacién bialélica CEBPA 4%

1(5;11)(q35.2;p15.4); NUP98-NSD1 1% FLT3-ITD "85%

inv(3)(q21.3926.2); GATA2,MECOM 1%

GATA230%

Otras fusiones raras 1%

NRAS “30% NRAS "30% | KRAS 15%
WT120% 1(3;5)(925.1;q35.1); NPM1-MLF1 PTPN11-20%| SF3B1-20%
CSF3R "20% 1(8;16)(p11.2;p13.3); KAT6A-CREBBP GATA2°15% | ETV6 15%
Mutacién NPM1 30% t(16;21)(p11.2;922.2); FUS-ERG PHF615% | RUNX110%
t(10;11)(p12.3;,q14.2); PICALM-MLLT10 BCOR 10% | ASXLT 10%
DNMT3A “50% | FLT3-ITD “40% | Cohesin® 20% | NRAS “20% 1(7;11)(p15.4;p15.2); NUP98-HOXA9 NFT 0%
IDH1715% | IDH2"'* "15% | PTPN11715% | TET2 15% 1(3;21)(q26.2;q22); RUNX1-MECOM

Nota. Adaptado de “Diagnosis and management of AML in adults: 2017 ELN recommendations
from an international expert panel” (p. 428), por H. Dohner, 2017, Blood, 129(4) [14]

Jongen-Lavrencic ef al. (2018), realizaron estudios de secuenciacién de nueva generacién en 482
pacientes con LAM y observaron que el 89,2% presentaban, al menos, una mutacién al diagnéstico
y que, en el 51,4%, las mutaciones persistian a pesar de la remisién completa tras la quimioterapia de
induccion. El analisis multivariante confirmé que la persistencia de mutaciones que no fueran
DNMT3A, TET2 o ASXIL.1 (que se encuentran a menudo en personas con hematopoyesis clonal
relacionada con la edad) tras la remisién completa, tenfa un valor pronéstico independiente en cuanto
a la tasa de recaida, supervivencia libre de recaida y supervivencia global [55].

Al diagnéstico de la LMA es recomendable criopreservar células tumorales de médula ésea y/o sangre
periférica en el biobanco, previa obtencién del consentimiento informado del paciente. Las muestras
a conservar deben incluir acidos nucleicos (ADN y ARN almacenados a una temperatura de -80°C),
células viables (conservadas a -196°), muestras de plasma y pellets de células fijadas en metanol/4cido
acético de los estudios citogenéticos asi como de células congeladas. Se puede analizar el ADN de
linea germinal en muestras de raspado bucal y de esputo, pero se recomienda su obtencién tras la
remision para evitar la contaminacion por células leucémicas. Los fibroblastos cutaneos son la fuente

de tejido preferida [14].
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1.1.3. Factores v grupos prondsticos en las leucemias mieloides agudas

L1.1.3.1. Facrores Prondsticos

La identificacién de diferentes factores pronésticos en la LMA ha permitido individualizar y ajustar
la intensidad de los tratamientos, aumentando la supervivencia de los pacientes. Existen variables
demograficas, clinicas y del tratamiento, junto con variables genéticas y moleculares, que pueden
predecir la supervivencia libre de evento y la supervivencia global [7][26][56]. En la Tabla 9 se

muestran los factores pronodsticos mds importantes de mortalidad precoz, de resistencia al

tratamiento y de recaida.

Tabla 9: Factores prondsticos en la LNLA

Mortalidad precoz Resistencia al tratamiento Recaida
Edad >55-60 afios Cariotipo adverso Edad > 60 afios
Mal estado general (ECOG >2) | Mutacion FLT3-ITD Leucocitosis al diagnéstico
Comorbilidades LMA secundaria (SMD, NMP) | Riesgo adverso (ELN 2017)
Leucocitosis al diagnéstico Ausencia RC tras 1* Induccion
Fiebre al diagnéstico Enfermedad residual medible”
Creatinina >1,2 mg/dl
Albumina <3,5 mg/dl

SMD: sindrome mielodisplasico. NMP: neoplasia mieloproliferativa. RC: remisiéon completa.

*por citometria o PCR tras induccién y/o consolidacion

Las principales variables clinicas y bioldgicas consideradas como factores prondsticos a tener en
cuenta para un adecuado abordaje del paciente con LMA son:

1. Factores relacionados con el paciente.

2. Factores relacionados con la presentacion clinica de la leucemia.

3. Factores relacionados con las caracteristicas citogenéticas y moleculares de la LMA.

4. Factores relacionados con la respuesta al tratamiento de induccién y monitorizacion de la

enfermedad residual medible.

A pesar de todos estos factores pronésticos conocidos, sélo en el 75-80% de los casos se puede
predecir la duracién de la remisién o la supervivencia, por lo que, es necesario identificar nuevos
factores pronésticos tanto al diagndstico como tras el tratamiento.
1.1.3.1.1. Relacionados con el paciente
La edad, el estado general y las comorbilidades del paciente al diagnéstico de la LMA son de gran
importancia y estan relacionados entre si [57]. Los pacientes jévenes tienen mas probabilidades de
alcanzar una remisiéon completa porque la mortalidad en induccién y durante el tratamiento post-
remisién es menor. La edad avanzada es un factor independiente de prondstico desfavorable [58] y

se asocia mas frecuentemente a cariotipos complejos y a leucemias secundarias al tratamiento con
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quimioterapia o radioterapia, o a sindromes mielodisplasicos o neoplasias mieloproliferativas [59].
Los pacientes mayores presentan mas resistencia a la quimioterapia y la aplasia post-tratamiento suele
ser mas prolongada, lo que favorece las complicaciones infecciosas graves. Ademas, determinados
biomarcadores pueden tener un impacto pronostico diferente dependiendo de la edad, como el
estado mutacional de NPM7 y de FIT3 [60]. A pesar de todo esto, el efecto deletéreo del incremento
de la edad puede venir modulado por el estado general y las comorbilidades del paciente, modificando
la tolerancia a la quimioterapia intensiva por lo que, la edad no debe ser el tnico determinante en la
decisién terapéutica [61].

1.1.3.1.2. Relacionados con la presentacion clinica de la L.MA

Las LMA secundarias a hemopatias previas, como los sindromes mielodisplasicos o las neoplasias
mieloproliferativas, asi como las LMA con alteraciones genéticas asociadas a displasia redefinidas por
la clasificacion OMS 2016 y las relacionadas con terapia previa (quimioterapia o radioterapia),
conllevan una tasa mayor de resistencia al tratamiento [62][63]. El mal pronédstico de las LMA
secundarias viene dado, en muchos casos, por su asociacién a alteraciones citogenéticas de mal
pronéstico, como las anomalias de los cromosomas 5 y 7 en pacientes previamente tratados con
alquilantes, o las deleciones del brazo largo del cromosoma 11, en pacientes tratados con inhibidores
de la topoisomerasa II [64]. Otros factores relacionados con la presentacion clinica de la leucemia
son la leucocitosis y la infiltracién extramedular, asociadas a una mayor mortalidad precoz y a un
aumento del riesgo de recaida [65][66].

1.1.3.1.3. Relacionados con las caracteristicas genéticas de la 1.V.A

Las caracteristicas genéticas (citogenéticas y moleculares) de la LMA han sido incorporadas a la
practica clinica habitual puesto que constituyen el factor con mayor impacto prondstico,
especialmente en los pacientes jovenes candidatos a terapia intensiva [7]. Las ultimas
recomendaciones del grupo de expertos de la ELN 2017 establecen tres grupos prondsticos,
favorable, intermedio y adverso en funcién de las alteraciones genéticas al diagnoéstico [13]. Hasta
hace unos afios, la citogenética era considerada el factor pronodstico mas importante en los pacientes
con LMA, sin embargo, entre un 40 - 50% de los pacientes con LMA carecen de alteraciones
citogenéticas detectables [2][8]. Los pacientes con citogenética normal se agrupan en el grupo de
riesgo citogenético intermedio constituyendo un grupo muy heterogéneo desde el punto de vista
pronéstico, con peor prondstico que los de riesgo favorable pero mejor que los de riesgo
desfavorable. Los resultados de este subgrupo de tiesgo intermedio varian en los estudios con tasas
de respuestas a los 5 afios entre 24-42% [2][67], probablemente porque presentan alteraciones a nivel
molecular que les conferfan un pronéstico diferente. Posteriormente se han descubierto diferentes
marcadores moleculares (mutaciones, alteraciones en miRINA o alteraciones en perfiles de expresion
génica) que permiten distinguir diferentes grupos de riesgo entre los pacientes con citogenética

normal, y que determinan el prondstico y la elecciéon del tratamiento de este subgrupo de pacientes
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[71126]]56]. En el afio 2008 se publico el primer caso de secuenciaciéon genémica completa de un caso
de LAM con cariotipo normal, evidenciando mutaciones en NPM7 y FL.T3 asi como otras ocho
nuevas mutaciones [68]. Algunas de estas mutaciones recurrentes con significado prondstico
establecido en las LMA son: las duplicaciones en tindem en el gen FLT3 (FLT3-ITD) [69], las
mutaciones en el gen NPM7 (35), en el gen CEBPA [70], en el gen RUNXT, en el gen TP53 y en el
gen ASXL7 [7](37). La identificaciéon de estas alteraciones moleculates ha permitido, ademas,
comprender algunos mecanismos de leucemogénesis y descubrir nuevas dianas terapéuticas pero, a
pesar de estos marcadores prondsticos, sigue habiendo un subgrupo de pacientes con citogenética
normal que no presenta ninguna de estas alteraciones molecular y cuyo prondstico es incierto [71].
1.1.3.1.4. Relacionados con la respuesta y la enfermedad residual medible

Tras la quimioterapia de induccion se realiza una evaluacion de la respuesta y, la ausencia de remision
completa se considera un factor de riesgo adverso con independencia de otros factores [72]. La
monitorizacién de la enfermedad residual medible (ERM) permite valorar la respuesta tras la
quimioterapia de induccién y de consolidacion o la presencia de una recaida de la enfermedad. El
estudio debe realizarse post-induccién, durante y tras la consolidacién (incluyendo pre-TPH) y el
seguimiento para determinar la cinética de respuesta, la calidad de la remision y para tratar de detectar
una recaida inminente [73]. El estudio de ERM puede ser medido mediante citomettia de flujo
multiparamétrica (CFEM) o por técnicas moleculares incluyendo PCR cuantitativa (RT-qPCR) y la
PCR digital, para deteccién de transcritos de fusion especificos y de NPM7. Cada uno de estos
métodos difiere en la sensibilidad y en la proporcién de pacientes a los que se les puede realizar. La
valoracién de la remision por CEM se puede utilizar hasta en el 90% de los pacientes y es mas sensible
que la citomorfologia convencional, aunque menos que otras técnicas. Es un factor pronodstico
independiente que proporciona informacién sobre la profundidad de la respuesta y sobre la
estratificacion de riesgo [74][75]. Las técnicas moleculares permiten monitorizar hasta a un 60% de
los pacientes adultos jovenes con LMA con marcadores moleculares como la mutacién NPMT7 y los
genes de fusién PMI-RARea, CBES-MYHT1 y RUNXT-RUNXTTT [76], siendo diferente la cinética
de respuesta al tratamiento de cada marcador [77]. Sin embargo, estos estudios sélo se pueden realizar
en aquellos pacientes que tengan alteraciones genéticas especificas. Con la introduccion de la NGS
se pueden detectar marcadores moleculares en la mayoria de los pacientes y realizar el seguimiento
de la ERM, aunque esta técnica aun se encuentran en investigacion [78].

Los resultados de los estudios citogenéticos y moleculares han permitido establecer unos grupos de

riesgo de recaida.
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1.1.3.2.1. Medical Research Counsil

El Medjcal Research Counsi/ (MRC) del Reino Unido establece en 1998 tres categorias de riesgo

citogenético, favorable, intermedia y desfavorable (Tabla 10) tras el estudio de 1966 pacientes con

LMA de hasta 55 aflos de edad [79].

Tabla 10: Grupos de riesgo segiin la citogenética del MRC (1998)
Grupo de riesgo Alteracion citogenética
t(15;17)
Favorable u8:21)

inv(16) / t(16;16) / del(16q)*

“con o sin alteraciones secundarias

Intermedio

Normal
Alteraciones 11923, +8, del(9q), del(7q), +21, +22
Todas las demds

Desfavorable

del(5q)/-5

-7
Alteraciones 3q
t(9;22)

t(6;9)

Cariotipos complejos (=5 alteraciones)

Posteriormente, en 2010, la MRC analiza los datos citogenéticos de 5876 pacientes con LMA mayores

de 44 afios y distingue tres grupos de riesgo, favorable, intermedio y adverso (Tabla 11) [80].

Tabla 11:

Grupo de riesgo Alteracion citogenética

Grupos de riesgo segiin la citogenética del MRC (2070)

t(15;17)(q22;921)"
t(8;21)(q22;q22)*

F bl

avorable inv(16)(p13q22) / t(16;16)(p13:922)"

“Independientemente de las anomalias citogenéticas adicionales

Intermedio Entidades no clasificadas como favorables o adversas
Abn(3q) [excluyendo t(3;5)(q21~25;q31~35)]
inv(3)(q21426) / t(3:3)(q215426)
add(5q), del(5q), -5
-7, add(7q)/del(7q)
t(6;11)(q27;923)

Adverso £(10;11)(p11~13;q23)

t(11923) [excluyendo t(9;11)(p21~22;q23) y t(11;19)(q23;p13)]
t(9;22)(q34;q11)

-17 / abn(17p)
Cariotipo complejo (=4 alteraciones)

41



Introduccion

1.1.3.2.2. European LenkemiaNET
Una de las clasificaciones mas utilizadas es la del grupo de expertos de la Eurgpean LeukemiaNET
(ELN) que, en 2010, establece cuatro categorias de riesgo o grupos prondsticos, favorable,

intermedio-I, intermedio-1I y adverso, segun los marcadores genéticos al diagnostico de la LMA

(Tabla 12) [81].

Tabla 12: Estratificacion del riesgo segiin la genética de la EILN (2070)

Categoria de riesgo Alteracion genética

t(8;21)(q22;q22); RUNX7-RUNXTT1

inv(16)(p13.1g22) o t(16;16)(p13.1;q22)

Favorable CBFB-MYH11

NPMT mutado sin FLT3-ITD (cariotipo normal)

CEBPA mutado (cariotipo normal)

NPM1 mutado con FLT3-ITD (cariotipo normal)
Intermedio-I NPMT1 no mutado con FLT3-ITD (cariotipo normal)
NPMT no mutado sin FL'IT3-ITD (cariotipo normal)
t(9;11)(p22;q23); MLLLT3-MI.L

Intermedio-II Alteraciones citogenéticas no clasificadas como favorables
o desfavorables

inv(3)(921q26.2) o t(3;3)(q21;926.2); RPN1-E1/11
t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214

t(v;11)(v;q23); reordenamiento de ML

-5 o del(5q)

-7; abnl(17p)

cariotipo complejo (=3 alteraciones”)

“En ausencia de una de las traslocaciones o inversiones recurrentes designadas por la

OMS [t(15;17), £(8;21), inv(16) o t(16;16), t(9;11), t(v;11)(viq23), t(6:9), inv(3) 0 t(3;3)].

Desfavorable

En el afio 2017 se publica una nueva estratificacion de riesgo genético de la Ewurgpean LenkeniaNET

[13] con tres grupos prondsticos genéticos: favorable, intermedio y adverso (Tabla 13).

Tabla 13: Estratificacion del riesgo segiin la genética de la EILN (2017)

Categoria de riesgo Alteracion genética

£(8;21)(q22;q22.1); RUNX7-RUNX7T?
inv(16)(p13.1922) o t(16;16)(p13.13q22); CBEAMYH11

Favorable ; .
NPM1 mutado sin FLLT3-ITD o con FLT3-ITDbajo*
CEBPA mutado bialélico
NPM1 mutado y FLT3-ITD#lto*
NPM1 no mutado sin FLT3-ITD o con FLT3-ITDb4o" (sin
) lesiones genéticas de pronédstico adverso)
Intermedio

t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2.A4*
Alteraciones citogenéticas no clasificadas como favorables o
adversas
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Categoria de riesgo Alteracion genética

t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214

t(v;11923.3); reordenamiento KMT2A4

t(9;22)(q34.1;q11.2); BCR-ABLT

inv(3)(q21.3926.2) o t(3;3)(q21.3;q26.2); GATA2, MECOM(EL/1T)
-5 o del(5q); -7; -17/abn(17p)

Cariotipo complejo”, cariotipo monosémico#

NPMT1 no mutado y FLT3-ITDalto*

RUNXT mutado@

ASXIT mutado®

TP53 mutado

“Ratio alélico bajo <0,5. Ratio alélico alto 20,5.

+La presencia de la t(9;11)(p21.3;q23.3) tiene mayor valor en el caso (infrecuente) de que
concurra con mutaciones genéticas de riesgo adverso.

~Ttes o més alteraciones cromosémica en ausencia de una de las siguientes: t(8;21), inv(16) o
t(16;106), t(9;11), t(v;11)(v;q23.3), t(6;9), inv(3) o t(3;3); LMA con BCR-ABLI1.

#Presencia de una monosomia (excepto —X y —Y) asociada a otra monosomia adicional o a
una alteracién cromosémica estructural (excepto LMA CBF).

@Estos marcadores no se consideran de prondstico adverso si se asocian a subtipos LMA de
prondstico favorable.

Adverso

En esta nueva clasificacion se establecen solo tres grupos tras el estudio de Mrézek ez a/. (2012), donde
los resultados en los pacientes mayores de 60 afios, que son la mayoria de casos de LMA, eran
similares en los grupos de riesgo genético intermedio-I e intermedio-1I de la clasificacién de 2010
[82]. En los pacientes con menos de 60 aflos, el grupo intermedio-II tuvo una mayor supervivencia
global respecto al grupo intermedio-I pero sin diferencias en cuanto a la tasa de remisiones completas
y de supervivencia libre de enfermedad. Esta es la clasificacion que se utiliza actualmente.

Tras el andlisis de la bibliografia cientifica y el estado actual de los conocimientos sobre la leucemia
mieloide aguda se puede concluir que el prondstico de esta enfermedad viene determinado por las
caracteristicas genéticas al diagnostico y la respuesta al tratamiento recibido. Pero, a pesar de los
estudios realizados, queda un subgrupo de pacientes que no muestran o no se detectan alteraciones
citogenéticas o moleculares al diagndstico y cuya evolucioén es muy heterogénea. Por ello, es necesario
identificar nuevos factores clinicos o bioldgicos en estos pacientes que nos permitan realizar una
clasificacién prondstica mas precisa segun el riesgo de recaida, personalizar el tratamiento con nuevas
dianas terapéuticas, reducir su toxicidad, y realizar un seguimiento estrecho de la enfermedad residual
medible.

1.1.4. Tratamiento de las leucemias mieloides agudas

Durante cuarenta afios el tratamiento de la LMA no experimenté cambios y el debate terapéutico se
centraba unicamente en la intensidad de las dosis de los farmacos. Sin embatgo, en los dltimos afios
estamos asistiendo a un cambio sin precedentes en el manejo y en el tratamiento de los pacientes con
LMA debido a la importancia de la identificaciéon de las alteraciones genéticas al diagnéstico, a la

disponibilidad de nuevos farmacos, algunos de ellos dirigidos frente a determinadas alteraciones
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genéticas, y a la posibilidad de realizar un tratamiento post-remisiéon adaptado al riesgo y guiado por
la monitorizacién de ERM [83]. La primera consideracién tras el diagnéstico de la LMA en el paciente
joven es evaluar si es candidato o no a recibir quimioterapia. El tratamiento estandar de los pacientes
candidatos a recibir terapia intensiva consiste en una quimioterapia de induccién a la remisién seguida
y, en caso de remision completa, de un tratamiento post-remisién. El tratamiento post-remisién
consiste en uno o varios ciclos de quimioterapia seguidos, en algunos casos, de un trasplante de
progenitores hematopoyéticos (TPH). El TPH alogénico es la mejor opcioén para prevenir la recaida
de la leucemia, pero se asocia con una alta morbilidad y mortalidad relacionada con el procedimiento,
sobre todo en pacientes mayores. Por lo tanto, en los pacientes candidatos a trasplante, hay que
valorar el riesgo/beneficio del procedimiento.

1.1.4.1. Tratamiento de induccion a la remision

El tratamiento estandar de induccién a la remisién consiste en una infusién continua de citarabina
con una antraciclina. La expresién “3 + 77 hace referencia a esta combinaciéon de una antraciclina
(idarubicina 12 mg/m? o daunorubicina 45 mg/m?) durante 3 dias con citarabina o arabinésido de
citarabina (Ara-C 100-200 mg/m? en infusién continua) durante 7 dfas. Esta combinacién fue
establecida por el Cancer and Lenkemia Group B en 1981 tras demostrar que era mejor que administrar
2 dias de daunorubicina y 5 dias de citarabina [84] y que, administrar la citarabina durante 10 dias, no
mejoraba los resultados con respecto a 7 dias [85]. Respecto a la utilizacién de idarubicina o
daunorubicina, una revisién sistematica de los principales estudios mostré una mayor eficacia con el
esquema con idarubicina, incluso a pesar de aumentar la dosis de daunorubicina. La superviviencia
global y la tasa de remisién completa fue mayor en los pacientes que recibieron idarubicina [86]. Se
han realizados diversos estudios con la intencién de mejorar los resultados de esta combinacion,
como la utilizacién de otras antraciclinas, como mitoxantrone o doxorubicina [87], pero no han
mejorado los resultados en cuanto a tasa de respuestas completas o de supervivencia. Otra estrategia
ha sido aumentar la dosis de los farmacos. En un estudio del ECOG, se comparé la dosis estandar
de daunorubicina de 45 mg frente a 90 mg con un aumento de la tasa de remisiones completas en el
subgrupo de pacientes con edad inferior a 50 afios y una mayor supervivencia global en el grupo de
pacientes de riesgo citogenético favorable e intermedio, presentando una tasa de efectos adversos
similar [88]. En el grupo de pacientes de 60 - 65 afios también se ha estudiado este aumento de dosis,
alcanzando una tasa de remisiones completas mayor con daunorubicina 90 mg sin aumento de la
toxicidad hematolégica [89]. La dosis de daunorubicina de 60 mg patece que produce el mismo
beneficio que la de 90 mg/m? segun el ensayo AML17 del Instituto Nacional de Investigacién en
Cancer del Reino Unido con 1206 adultos donde no se observaron diferencias significativas entre
ambos grupos en cuanto a la tasa de remisién completa y de supervivencia global [90]. El aumento
de la dosis de Ara-C se ha asociado a mayor toxicidad sin mayores tasas de remisiéon completa ni

supervivencia [91][92]. Se han realizado varios estudios afladiendo un tercer firmaco al esquema
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clasico de “3 + 7. El gemtuzumab ozogamicina (GO) es un anticuerpo monoclonal humanizado
anti-CD33 unido covalentemente al agente citotéxico N-acetil-gamma-calicheamicina. En el
subgrupo de riesgo citogenético favorable e intermedio se recomienda afiadir GO a la terapia estandar
de primera linea tras los resultados de cinco ensayos clinicos randomizados que mostraron una
mejoria de la supervivencia global a los 5 afios en un 20% as{ como un menor nimero de recaidas
[93]. El estudio RATIFY mostré que el empleo de midostaurina, un farmaco inhibidor de FLLT3 de
primera generacion, asociado a la quimioterapia de induccién en pacientes hasta 60 afios con LMA
con la mutacién FLT3, presentaba una ventaja en términos de supervivencia global frente a placebo
[94]. Dicho estudio llevé a la aprobacion por las agencias reguladoras de la indicacion del farmaco en
primera linea en el subgrupo de pacientes con esta mutacién. Actualmente estan en estudio otros
farmacos inhibidores de FLT3 de segunda generacién (quizartinib, gilteritinib, crenolanib) en
combinacién con quimioterapia de primera linea dentro de ensayos clinicos. Las LMA secundarias a
SMD/NMP y las LMA no CBF relacionadas con la terapia o con alteraciones genéticas relacionadas
con mielodisplasia pueden beneficiarse del uso de CPX-351, una formulacién liposémica de una
combinacién fija de daunorubicina y citarabina con relacién molar 1:5. Este farmaco consigue tasas
de remisioén y supervivencia global superiores a la terapia estindar en pacientes mayores de 60 afios
candidatos a quimioterapia [95]. Por tanto, aunque el esquema clasico “3 + 77 sigue siendo el
tratamiento estandar de induccién a la remisién, segin las caracteristicas genético-moleculares de la
LMA, se pueden incorporar nuevos agentes terapéuticos [96]. Es fundamental disponer de los
resultados iniciales de estos estudios en el minimo tiempo posible para individualizar el tratamiento
y optimizar los algoritmos adaptados al riesgo. Los avances en el tratamiento de soporte, la profilaxis
y el tratamiento antiinfeccioso, as{ como una mejor seleccion y cuidados del paciente en el TPH han
mejorado también los resultados del tratamiento de la LMA. Con el esquema estandar, el 60-80% de
los pacientes jovenes y el 40-60% de los pacientes mayores de 60 afios alcanzan una remisién
completa con una supervivencia global a largo plazo del 40% y del 20%, respectivamente [97].
1.1.4.2. Traramiento post-remision

Una vez obtenida la remision completa se administra un tratamiento post-remisién adaptado al riesgo
de recaida de la leucemia. El tratamiento post-remision consiste en la administracién de uno o varios
ciclos de Ara-C a dosis intermedias o altas seguidos o no de un TPH. En este momento del
tratamiento es fundamental valorar la mortalidad relacionada con el tratamiento (MRT) que conlleva
el tratamiento terapéutico [98] y monitorizar la ERM [73]. En los pacientes con LMA CBF se
recomienda dar una dosis unica de GO a 3 mg/m2 el primer dia de cada ciclo de consolidacién,
siempre teniendo en cuenta la toxicidad previa del farmaco. Los pacientes con LMA y la mutacién
FLT3 que recibieron tratamiento con midostaurina durante la induccion, lo recibiran durante 14 dias

en cada ciclo de consolidacién y tras finalizar la quimioterapia.
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Los pacientes con LMA de riesgo genético favorable segun clasificacion ELN 2017 recibiran
quimioterapia, 1-3 ciclos de consolidacién con Ara-C a altas dosis o a dosis intermedias, ajustando
segun la toxicidad en ciclos previos. Los pacientes que presenten una ERM negativa tras el segundo
ciclo de consolidacién pueden completar un total de 3 ciclos o sustituir el dltimo ciclo por un TPH
autologo. En el caso de que persista una ERM positiva tras la segunda consolidacién o que reaparezca
una ERM positiva (recaida molecular) medida mediante RT-qPCR de los reordenamientos CBF o de
NPMT1, pasaran a ser considerados pacientes de alto riesgo.

Los pacientes con LMA de riesgo genético intermedio segun clasificacién ELN 2017 con ERM
negativa recibiran, tras 1-2 ciclos de consolidacién con Ara-C a altas dosis, una intensificacién del
tratamiento con un TPH autélogo o alogénico (segin disponibilidad de un donante idéntico y la
estimacion de bajo riesgo de MRT). En los pacientes con ERM positiva por CFM o RT-qPCR,
recibiran un TPH alogénico precedido o no de un tratamiento de reinduccion.

Los pacientes con LMA de riesgo genético desfavorable segun clasificacién ELN 2017, aquellos con
LMA de riesgo genético favorable o intermedio que hayan requerido dos o mas ciclos de
quimioterapia para alcanzar la remisién y los pacientes con LMA secundarias, deben ser considerados
candidatos a la realizacién de un TPH alogénico en primera remisiéon completa, independientemente
del tipo de donante que dispongan. La incidencia de recaida sin el TPH en este grupo de alto riesgo
se sitta alrededor del 45-55% [99]. La monitorizaciéon de la ERM tras el TPH es muy importante
porque se pueden emplear terapias preventivas o anticipadas, como la infusiéon de linfocitos de
donante y/o la suspension precoz del tratamiento inmunosupresor [100].

1.1.4.3. Tratamiento de mantenimiento

Se ha estudiado el efecto de la terapia de mantenimiento para evitar las recaidas pero, de momento,
no forma parte del tratamiento estandar de la LMA fuera de los ensayos clinicos. El sorafenib es el
unico farmaco que ha mostrado eficacia post-TPH en un estudio fase 2 randomizado frente a placebo
en pacientes con LMA y mutacién FLLT3-ITD donde se observé una reduccion del riesgo de recaida
y de muerte [101]. También en un estudio fase 3 se demostré una menor incidencia acumulada de
recaida al afio del TPH en el grupo de tratamiento con sorafenib [102]. Otros farmacos en estudio

para el tratamiento de mantenimiento son la midostaurina [103][104] y la azacitidina [105][106].

1.2. ANGIOGENESIS TUMORAL

La angiogénesis o formacion de vasos sanguineos nuevos, a partir de las preexistentes, ocurre durante
el desarrollo y reproduccién humana. La regulacién de la angiogénesis se lleva cabo mediante la
produccién y liberacion de diversos factores estimulantes e inhibidores, que varfan segin la condicién
fisiolégica o patologica, y el tipo de tejido. La alteracion de la regulacién de este proceso da lugar a

diversas condiciones patologicas, tanto por disminucién como por aumento del proceso. Se produce
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una angiogénesis insuficiente cuando un tejido no puede producir cantidades adecuadas de factores
de crecimiento angiogénico, como en las enfermedades coronatias, los accidentes cerebrovasculares
o las ulceras [107]. Por el contratio, cuando se produce un exceso de angiogénesis, las células o tejidos
alterados producen cantidades anormales de factores de crecimiento angiogénico, sobrepasando la
capacidad de regulacién de los inhibidores naturales de la angiogénesis. Las patologias que cursan
con un exceso de angiogénesis son diversas y muy variadas, como el cancer, la ceguera diabética [108],
la degeneracién macular asociada a envejecimiento [109] o la artritis reumatoide [110].

El doctor Judah Folkman postul6 en el afio 1971 que los tumores dependian de la angiogénesis. La
angiogénesis tumoral es la capacidad del tumor para estimular la formacién de nuevos vasos
sanguineos que facilita el desarrollo y la supervivencia tumoral. Las células tumorales necesitan
oxigeno y nutrientes de la sangre para crecer, proliferar y sobrevivir asi que la angiogénesis tumoral
provee al tumor de oxigeno y nutrientes, y produce factores de crecimiento que benefician a las
células tumorales y favorecen la permeabilidad vascular. Todos los tumores comienzan su existencia
como pequefios agregados de células neoplasicas que crecen por encima de la membrana basal, sin
ningun aporte especifico de sangre. Estas células proliferan formando la masa tumoral pero el
crecimiento de ese tumor es limitado, debido al aporte insuficiente de factores de crecimiento y de
oxigeno, y a la incapacidad para eliminar los subproductos téxicos del metabolismo. La induccién de
la angiogénesis por parte de estas células tumorales salva este obstaculo y permite que el tumor no
s6lo aumente de tamafo, sino también que metastatice a otros lugares del organismo. El tamafio
tumoral también esta limitado por la relacién existente entre la proliferacion celular y la apoptosis o
muerte celular programada. Los vasos sanguineos neoformados no son exactamente iguales a los
normales puesto que presentan un didmetro interior desproporcionadamente grande en relacion al
grosor de la pared vascular con menor cantidad de células musculares lisas y de pericitos. Esto implica
una notable delgadez y fragilidad de la pared vascular, que favorece el desarrollo de dilataciones
aneurismaticas, un flujo sanguineo irregular con zonas de estasis sanguinea y una elevada
permeabilidad vascular, permitiendo la diseminacién de células tumorales por todo el organismo.
Tanto los tumores solidos como las neoplasias hematologicas parecen depender de la angiogénesis
para su crecimiento y metdstasis. Hay evidencias de la existencia de un incremento de la densidad
microvascular en la médula 6sea asi como de una alteracion de la expresién de diversos factores
angiogénicos en pacientes con hemopatias malignas, como la leucemia aguda y crénica [111] [112],
los linfomas de Hodgkin [113] y no Hodgkin [114], el sindrome mielodisplasico [115][116] y el
mieloma multiple [117]. Las células tumorales adquieren la capacidad para expresar determinados
genes que codifican factores naturales de crecimiento angiogénico que inducen la formaciéon de
nuevos vasos sanguineos. La presencia de células proinflamatorias (linfocitos y macréfagos,
principalmente) inducida por el propio tumor, también contribuye a liberar factores de crecimiento

angiogénico. Los dos factores angiogénicos mas importantes son el factor de crecimiento endotelial
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vascular (VEGF) [118] y el factor basico de crecimiento de fibroblastos (bFGF) [119]. Estos factores
se unen a sus receptores y producen la division de las células endoteliales vasculares, induciendo la
formacién de nuevos vasos sanguineos de pared mas delgada y estructura cadtica alrededor del tumor,
lo que origina un flujo sanguineo variable, y reduce la llegada y la distribucién homogénea de farmacos
antitumorales. Se ha relacionado la expresién de estos marcadores en neoplasias malignas con
caracteristicas clinicas adversas y con un prondstico adverso [120]. A nivel moleculat, los factores de
crecimiento angiogénicos actuan como ligando de sus receptores especificos, que se dimerizan para
su posterior activacion dando lugar a la fosforilacion de los residuos intracitoplasmicos de las tirosinas
quinasas (actividad catalitica) e iniciandose el proceso de sefializacion intracelular. En las neoplasias
hematolégicas, se produce tanto la sobreexpresiéon como la transactivacién de estos receptores.
Finalmente, las metaloproteasas degradan la matriz extracelular formada por colagenasas,
fibronectina, laminina y glucoproteinas de la membrana, y se liberan y/o activan factores de
crecimiento proangiogénicos [121].

Por tanto, la angiogénesis tumoral se encuentra regulada por moléculas proangiogénicas y
antiangiogénicas producidas por las células neoplasicas, las células estromales, las células endoteliales,
la matriz extracelular y la sangre. La contribucién relativa de estas moléculas depende del tipo tumoral
y del lugar de generacién del mismo, y su expresion cambia con la progresion tumoral, la remision y
la recaida [122].

1.2.1. Angiogénesis y leucemia mieloide aguda

En los tumores solidos, el aumento de la angiogénesis permite el aporte de nutrientes y de oxigeno,
asi como la retirada de metabolitos de las células tumorales. El microambiente tumoral es
fundamental puesto que las células cancerosas interaccionan de forma compleja con el microambiente
estromal para promover su propia proliferacion y supervivencia [123]. En el caso de las neoplasias
hematolégicas, las células leucémicas que invaden la médula 6sea no forman una “masa sélida”, por
tanto, la cuestién es por qué en los pacientes con LMA tendrfa que haber un aumento de la
angiogénesis en la médula 6sea. Aunque no se conoce totalmente como actia el microambiente
medular, de forma simplista, se ha subdividido en tres compartimentos: el nicho endosteal, donde
permanecen quiescentes las células madre hematopoyéticas, el nicho vasculat, que regula la entrada y
salida de células en la médula 6sea, y el nicho reticular, el espacio medular central donde se encuentran
varios progenitores hematopoyéticos en proceso de diferenciacién [124][125]. El microambiente
medular es muy dindmico en las LMA. El nicho leucémico tipico estd en el microambiente de la
médula 6sea pero las células de la LMA pueden migrar a otros organos donde se produce
hematopoyesis, como el bazo y el higado.

Las células leucémicas inducen la angiogénesis mediante diversos mecanismos: directamente,
expresando receptores especificos para los factores de crecimiento angiogénicos (regulacién

paracrina), e indirectamente, secretando sus propios factores angiogénicos para sus propios
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receptores (estimulacion autocrina) [126]. Entre otros factores angiogénicos, el factor de células
madre (SCF), el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), y el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGEF) regulan la supervivencia y proliferacion de las células leucémicas.
Mediante una retroalimentacion positiva, las células leucémicas estimulan la proliferacién de las

células endoteliales y, a su vez, éstas estimulan la de las células leucémicas (Figura 3).

Figura 3: Mecanismos de angiogénesis de las células leucémicas

Interacciones
autocrinas

Interacciones

paracrinas

Angiogénesis - - - - ®

Células endoteliales

SCF: factor de células madre. PDGF: factor de
crecimiento derivado de plaquetas. VEGEF: factor de

crecimiento endotelial vascular.

Nota. Adaptado de “Angiogenesis in acute myeloid
leukemia and opportunities for novel therapies” (p. 4), por

A. Trujillo, 2012, | Oneol, 2012 [126]

Se han realizado diversos estudios para demostrar que existe un aumento de la angiogénesis en la
médula 6sea de pacientes con leucemia mieloide aguda. Hussong ez a/. (2000) tifieron con un marcador
endotelial, el factor von Willebrand, las biopsias de médula ésea de 20 pacientes con diagndstico de
LMA y las compararon con las de 20 controles. En las muestras de los pacientes con LMA observaron
un aumento de la densidad microvascular, es decit, del nimero de vasos/mm (p < 0,001) y una
relaciéon positiva entre el nimero de vasos y el porcentaje de blastos, sugiriendo el papel de la
angiogénesis en la LMA [127]. Por ello, el aumento de la angiogénesis en estos pacientes dependeria
del aumento de la secrecién de factores angiogénicos por parte de las células leucémicas.

También se ha estudiado el efecto de la quimioterapia sobre la densidad microvascular en la médula
6sea de pacientes con LMA. Padro ¢ a/. (2000) observaron un mayor grado de neovascularizacién en
el dia 16 de la quimioterapia de inducciéon en los pacientes con enfermedad residual comparada con
los pacientes en remisién completa, reflejando una continua estimulacién angiogénica por patte de

los blastos residuales junto con una menor susceptibilidad individual al efecto antiangiogénico de la
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quimioterapia [128]. De tal forma, la persistencia de la densidad microvascular durante la
quimioterapia de induccién se asociarfa a un peor prondstico.

1.2.2. Factor de crecimiento vascular endotelial

El factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) es uno de los principales factores
proangiogénicos, y es un regulador de multiples funciones de proliferaciéon, supervivencia,
angiogénesis y migracion celular, tanto en las células endoteliales como en las células neoplasicas
[129]. En 1983, Senger y sus colaboradores identificaron el llamado “factor de permeabilidad
vascular” [130] y, en 1989, fue purificado z vitro por primera vez a partir de medios de cultivo de
células foliculares de pituitaria bovina por el grupo de Ferra [131]. En 1996, el Dr. Jeffrey Isner
publicé uno de los primeros ensayos clinicos sobre la angiogénesis en regiones isquémicas [132]. El
VEGF puede regular el desarrollo de las células madre hematopoyéticas, remodelando la matriz
extracelular, y la regeneracion de las citoquinas inflamatorias. También juega un papel importante en
enfermedades inflamatorias como la artritis reumatoide, la cicatrizacién de heridas y la retinopatia
diabética [133]. El VEGF es el unico factor de crecimiento especifico para la angiogénesis, a
diferencia de otros factores de crecimiento, como el bFGF y el PDGF, que pueden actuar sobre
varios tipos de células y tienen baja especificidad por las células endoteliales vasculares.

1.2.2.1. Ligandos del VEGF

La familia del VEGF y sus receptores son el principal regulador de los procesos angio y
linfangiogénicos. Esta familia incluye cinco ligandos descritos en humanos, el VEGF-A, el VEGF-
B, el VEGF-C, el VEGF-D vy el PIGF (factor de crecimiento de placenta); el VEGF-E, descrito
solamente en parapoxivirus (Orf virus), y el VEGF-F, aislado en el veneno de ciertas viboras. Cada
una de estas proteinas contiene una secuencia sefial que se escinde durante la biosintesis. Ademas, el
procesamiento alternativo (splicing) de sus correspondientes pre-ARNs genera maltiples isoformas de
VEGF-A, VEGF-B y PIGF [134]. El proceso de senalizaciéon se encuentra mediado por uniones de
alta afinidad de los ligandos con receptores especificos que tienen actividad tirosina quinasa intrinseca
[135]. El VEGF activo esta compuesto por dos subunidades idénticas y la unién a su receptor es
mediada por el homodimero a través de la unién del nucleo de la proteina. Los receptores son
dimeros anclados a la superficie de las células endoteliales.

- VEGF-A: ¢l gen del VEGF-A se encuentra ubicado en el gen humano en el cromosoma 6p21.3, y
esta formado por ochos hexones y separados por siete intrones, lo cual lo lleva a ser una glicoproteina
homodimérica de 45 kilodaltons. Esta implicado en la migracion y division de las células endoteliales,
en el aumento de la actividad de la metano monooxigensa y la integrina ay:33, en promover la
creacion de la luz de los vasos sanguineos, y es un agente quimiotictico para macréfagos y
granulocitos. Ademas, es un potente vasodilatador activado indirectamente por la liberacién de 6xido

nitrico. Existen varias formas del VEGF-A y el mas importante es el VEGF-Ajes.
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- VEGF-B: el gen humano de VEGF-B contiene ocho exones y seis intrones y se encuentra
localizado en el cromosoma 11. Se sabe que existen dos isoformas, el VEGF-Big7 y el VEGF-Biss,
cada uno con 167 y 186 residuos de aminoacidos, respectivamente. Esta implicado en los procesos
angiogénicos que tienen lugar en el desarrollo embrionario. VEGF-B es ligando del VEGFR-1, pero
no de VEGFR-2 o VEGFR-3. La activacién de su receptor induce una sefial mitogénica pobre en las
células endoteliales. Por otro lado, VEGF-B puede formar heterodimeros con VEGF-A, lo que
podtia representar un mecanismo para modular la liberacién y disponibilidad de VEGF-A.

- VEGF-C: el gen del VEGF-C se encuentra en el cromosoma 4 y consta de 7 exones. Es un potente
factor de permeabilidad, estimula la migracién y proliferacién de las células endoteliales. Se produce
€OMmo un precursor proteico y requiere procesamiento post-traduccional. Se activa proteoliticamente
en el espacio extracelular para generar una proteina homodimérica sin uniones disulfuro con alta
afinidad por VEGFR-2 y VEGFR-3 [136]. Tanto las formas maduras de VEGF-C como las
parcialmente procesadas se unen al VEGFR-3 con gran afinidad, participando de forma importante
en la regulacion de la linfangiogénsis. Su unién al VEGFR-3 regula la sefializacién del VEGFR-2
actuando de manera sinérgica con el VEGF-A. Sélo las formas completamente procesadas se unen
al VEGFR-2.

- VEGF-D: es una glicoproteina secretada que estructuralmente tiene un 48% de homologia con
VEGF-C. El gen de VEGF-D humano se encuentra en el cromosoma X y contiene siete exones.
Induce la proliferacion de las células endoteliales y muestra propiedades angiogénicas. Del mismo
modo que VEGF-C, VEGF-D se sintetiza primeramente como una proteina precursora que se activa
mediante procesamiento proteolitico de los extremos N-terminal y C-terminal. Aunque la forma
precursora se une a VEGFR-3, la forma madura se une y activa tanto a VEGFR-2 como a VEGFR-
3.

- PIGF: es importante en procesos como la vasculogénesis, isquemia, inflamacién y cicatrizacion. El
gen humano de PIGF se localiza en el cromosoma 14 y esta codificado por siete exones. Se han
descrito cuatro isoformas generadas por procesamiento alternativo, que son PIGF-1 (PIGFi31), PIGF-
2 (PIGFis2), PIGF-3 (PIGF203) y PIGF-4 (PIGF24).

- VEGF-E: es capaz de estimular la proliferaciéon de las células endoteliales y la permeabilidad
vascular mediante la unién especifica al VEGFR-2.

- VEGF-F: tiene una estructura 50% homologa a VEGF-Ai¢s y se une selectivamente al VEGFR-2.
Estos ligandos del VEGF realizan su funcién en las células diana a través de tres receptores
pertenecientes a la familia de receptores de las tirosinas quinasas: VEGFR-1, VEGFR-2 y VEGFR-
3, originalmente denominados FNS-related tyrosin kinase 1 (FLT-1), kinase inser domain receptor/ fetal liver
kinase 1 (KDR/FLK-1) y FMS-related tyrosine kinase 4 (FLT-4), respectivamente [137]. En adultos, los

receptores VEGEFR-1 y VEGFR-2 se expresan principalmente en el endotelio vascular, mientras que
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el VEGFR-3 se limita en gran medida al endotelio linfatico. La estructura de los receptores del VEGEF
esta formada por un dominio extracelular, que consta de 7 dominios similares a inmunoglobulinas,
un unico dominio transmembrana, un dominio yuxtamembrana y un dominio intracelular, que

contiene dos dominios tirosina quinasa (Figura 4) [138].

Figura 4: Estructura de los receptores del VEGF
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VEGEF: factor de crecimiento endotelial vascular. VEGFR-1: receptor del
VEGF 1. VEGFR-2: receptor del VEGF 2. VEGFR-3: receptor del VEGF 3.

Estos receptores son dimeros anclados a la superficie de las células endoteliales y de otros tipos
celulares. La dimerizacion del receptor tiene lugar en condiciones normales en respuesta a la unién
de ligando y se produce auto/transfosforilacién, desencadenando una cascada de sefializacion en la
que se fosforilan distintas proteinas que activan varias rutas intracelulares como la via
Ras/Raf/MEK/ERK, FAK y PI3K, involucradas en la angio y linfangiogénesis [139].

El receptor del VEGF 1 (VEGFR-1) se expresa en células endoteliales, monocitos, células madre
hematopoyéticas, células musculares lisa vasculares y en células leucémicas. Se une con alta afinidad
a los ligandos VEGF-A, VEGF-B y PIGF. Su funcién se conoce poco, pero se piensa que modula la
funcién del VEGFR-2 y la motilidad celular. Se cree que podria secuestrar al VEGF para evitar su
unién con el VEGFR-2 y esto parece ser especialmente importante durante la vasculogénesis en el
embrién. La transcripciéon del VEGEFR-1 es aumentada por la hipoxia y, aunque probablemente no
induce proliferacion celular debido a que las proteinas quinasas activadas por mitégeno (MAPKSs) no
son activadas por este receptor, si promueve la generacién de proteasas como la metaloproteasa de
matriz extracelular 9 (MMP9), las cuales son requeridas para la degradacion de la membrana basal de
los vasos sanguineos en las etapas iniciales de la angiogénesis [134].

El receptor del VEGF 2 (VEGFR-2) se expresa en células progenitoras endoteliales y
megacariocitos. Su funcién consiste en actividades proliferativas y mitogénicas, asi como de
permeabilidad vasculat. Se une con alta afinidad a VEGF-A y a formas maduras del VEGF-C y
VEGF-D. El VEGFR-2 parece mediar casi todas las respuestas celulares conocidas del VEGF por
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lo que juega un papel fundamental en la angiogénesis inducida por el VEGF. La unién entre el VEGF
y su receptor VEGFR-2 activa el sistema de las MAPKSs via la proteina kinasa C o la proteina Ras e
induce la proliferacion de las células endoteliales vasculares [140].

El receptor del VEGF 3 (VEGFR-3) es homdlogo del receptor 1 de la neurofilina. Junto a sus
ligandos, VEGF-C y VEGF-D, esta involucrado principalmente en la linfangiogénesis y también en
la angiogénesis [141].

Un segundo grupo de receptores afines a VEGF son las neuropilinas (NRP), la NRP-1 y NRP-2.
Estos receptores estan implicados en el sistema inmune y el desarrollo neural, aunque también en la
angiogénesis formando parte de los complejos VEGF/VEGFR. Son receptores glicoproteicos sin
actividad quinasa ubicados en la superficie celular que se unen a semaforinas y a la familia del VEGF.
NRP-1 se une a VEGF-A, VEGF-B y PIGF, y NRP-2 se une a VEGF-A, VEGF-C y PIGF. Actdan
como coreceptores aumentando la afinidad de VEGFR-2 por VEGF-A [142].

1.2.3. Factor de crecimiento vascular endotelial v leucemia mieloide aguda

La implicacién de la via VEGF/VEGFR en la LMA no esta claramente establecida, aunque en los
blastos de sangre periférica y de médula 6sea de pacientes con LMA se ha detectado la expresion del
gen VEGE, sobre todo del V'EGEF-A y del V'EGE-C, y de sus receptores, 'EGFR-1, ’/EGFR-2 'y
IVEGFR-3 [143]. El VEGF se produce en células que no estin recibiendo suficiente oxigeno debido
al crecimiento tumoral que deja zonas sin vascularizar. Cuando una célula es deficitaria en oxigeno,
produce el factor inducido por la hipoxia 1 (HIF-1), que es un factor de transcripciéon que estimula
la liberacion del VEGE, entre otras funciones, asi como la modulaciéon de la eritropoyesis. Las
subunidades HIF-1a y HIF-18 se producen continuamente, pero HIF-la es altamente 1abil en
presencia de oxigeno, por lo que se degrada en condiciones aerdbicas. Cuando la célula esta en
condiciones de hipoxia, HIF-1a petsiste y el complejo HIF-1a/8 estimula la liberacién del VEGF y
también la del PDGF y del bFGF [144]. Deeb e al. (2011) estudiaron el impacto prondstico de la
expresion de la proteina HIF-1a en 84 pacientes con LMA con cariotipo normal y, en el analisis
multivariante, la expresion de HIF-1a se asocié de forma independiente a una menor supervivencia
global y supervivencia libre de evento [145].

Ademas de la hipoxia, diversos factores de crecimiento y citoquinas aumentan la expresion del
VEGF. El microambiente de la médula 6sea comprende una poblacion celular heterogénea que
incluye células madre hematopoyéticas, células endoteliales, células estromales (fibroblastos,
macrofagos, linfocitos T) y células implicadas en la homeostasis 6sea (condroclastos, osteoclastos y
osteoblastos). La diferenciaciéon, mantenimiento y expansion de las células tumorales en este
microambiente medular estd coordinada por multiples sustancias como factores de crecimiento,

citoquinas y quimioquinas, como e a intetleucina -6), el factor de crecimiento similar a
toq yq q , | VEGF, la intetl 6 (IL-6), el factor d t 1
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la insulina 1 IGF-1) y el factor de necrosis tumoral (TNF), secretados por las células tumorales, las
células estromales y por 6rganos no hematopoyéticos como el higado y el rifidon.

El VEGF, ademas de su papel fisiologico de regulador fundamental del crecimiento, permeabilidad
y migracion vascular, posee las siguientes funciones en el microambiente medular de las neoplasias
hematolégicas (Figura 5) [146]:

- Aumento de la actividad resortiva y de quimiotaxis de los osteoclastos.

- Inductor de la migracién, acumulacién de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) dependiente
de hormona paratiroidea y fofatasa alcalina en osteoblastos.

- Modulador de las respuestas inmunes (Ej., mejora la adhesion de las células natural killer al endotelio
tumoral).

- Movilizador de precursores endoteliales circulantes derivados de la médula 6sea a la circulacion
periférica y mejorar su reclutamiento en la vasculatura tumoral.

- Mediador en el reclutamiento de monocitos y de precursores endoteliales circulantes derivados de
la médula 6sea en los vasos sanguineos.

- Agente mitégeno sobre las células endoteliales de la micro y macrovasculatura de venas, arterias y
vasos linfaticos.

- Inductor de la diferenciacién de multiples linajes hematopoyéticos.

- Aumento la produccién de células B.

- Regulador de la supervivencia de células madre hematopoyéticas de forma autocrina.

- Inhibidor de la maduracién de las células dendriticas mediante la inhibicién de la activacion del

factor nuclear .

Figura 5: Funciones fisiopatoligicas del V'EGE en el microambiente medular
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Nota. Adaptado de “The pathophysiologic role of VEGF in hematologic
malignancies: therapeutic implications” (p. 1385), por K. Podar, 2005, | Oncol,
105(4) [146]

Las células leucémicas sintetizan y excretan el VEGF que interactia con los receptores de la superficie
de las células endoteliales, produciendo la liberacién factores de crecimiento, como el factor
estimulador de colonias granulociticas (G-CSF). Estos factores actian, a su vez, sobre las células
leucémicas, aumentado su actividad proliferativa y resistencia al tratamiento, o actian directamente
sobre receptores de la supetficie de las células leucémicas, aumentando la proliferacion y resistencia

a farmacos (Figura 6) [147].

Figura 6: Pape/ del V'EGF en la 1.MA

Matriz
extracelular - - -

VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3

Citoplasma
Vlade Vlade Vlade
sefializacion sefializacion sefializacion

Expresion genes
COX-2/ MMPs/
G-CSF/ IL-6....

Proliferacién

Angiogénesisy
de células regulacion de la
endoteliales

vasculares

Regulacién de la
linfoangiogénesis

permeabilidad
vascular

Aumento de la proliferacion
y resistencia a farmacos de

células leucémicas
\ CELULAENDOTELIAL /

COX-2: ciclooxigenasa—2. MMP: metaloproteasa de matriz extracelular. G-

CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos. 1L-6: intetleucina 6.

Nota. Adaptado de “The progress of angiogenic factors in the development
of leukemias” (p. 7), por Y. Han, 2016, Intractable & Rare Diseases Research,
5(1) [148]

El VEGF puede modular el comportamiento de las células leucémicas mediante dos mecanismos,
paracrino y autocrino. Fiedler ez al. (1997) fueron de los primeros en sugerir que las células leucémicas
producian sefiales angiogénicas para la estimulacién autocrina y que estimulaban a las células
endoteliales para que liberaran factores pro-leucémicos para su proliferaciéon y supervivencia.

Estudiaron la expresion del VEGF y de sus receptores VEGFR-1 y VEGFR-2 por PCR en pacientes
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con leucemia mieloide aguda. Detectaron la expresién del VEGFE en los blastos de 20 de los 28
pacientes y observaron un aumento, dosis y tiempo dependiente, de la secrecién de factores de
crecimiento hematopoyético, como el factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos
(GM-CSF) port las células endoteliales de venas umbilicales humanas tras la estimulacién con el VEGF
[149]. Esto apoyatia la hipétesis de la produccién paracrina de factores de crecimiento por las células
leucémicas. Bellamy ef al. (1999) observaron un aumento de la expresién del VEGF y de sus
receptores en 12 lineas celulares hematopoyéticas de varias hemopatfas malignas, incluyendo
leucemia, linfoma y mieloma multiple. La expresion de los receptores VEGFR-1 y VEGFR-2 se crefa
exclusiva de las células endoteliales vasculares, pero en el estudio se encontré un aumento de la
expresion de estos receptores en varias de las lineas celulares tumorales. Este hallazgo sugiere la
posibilidad de que las propias células tumorales estimulen su crecimiento de forma autocrina, tras la
exposicion al VEGF. Ademas, vieron que la exposicién de células endoteliales humanas al VEGF
estimulaba la expresion de citoquinas hematopoyéticas (G-CSF, 1L-6), importantes para el control
paracrino del crecimiento del tumor [150]. Dias ez a/. (2001) inhibieron la via de sefializacion paracrina
y autoctina de VEGF/ VEGFR-2 retrasando el crecimiento de células leucémicas en cultivos
humanos [151]. Por ello, cuando se origina la LMA, las citoquinas proangiogénicas funcionan como
factores angiogénicos o linfangiogénicos que afectan a las células hematopoyéticas, incluidas las
células inmunitarias derivadas de la médula 6sea. Después de la exposiciéon a las citoquinas
proangiogénicas, los fenotipos y las funciones de las células inmunes se ven afectados. A su vez, el
VEGTF y sus receptores son expresados en los blastos leucémicos tanto a nivel de la circulacion
periférica como en la médula 6sea, en los nichos vasculares y de osteoblastos. Estos comportamientos
dinamicos en la médula 6sea reflejarfan las caracteristicas clinicas de la LMA. El estudio y
caracterizacion funcional de los factores angiogénicos en el nicho medular leucémico puede ser util
para interrumpir el injerto de células madre leucémicas y para mejorar la funcién de las células
inmunitarias mediante la modulacién del microambiente tumoral [152]. Hussong e a/ (2000)
estudiaron en dos lineas celulares humanas (HL-60 and U937) y en células de pacientes con LMA el
posible papel de la angiogénesis en la fisiopatologia de la LMA. Para estudiar estas células leucémicas
como fuente de factores angiogénicos que estimularfan la angiogéngesis iz vivo, midieron la expresién
del VEGF, tanto por immunohistoquimia, mediante anticuerpos anti-VEGF humano, como por
PCR a tiempo real y todas mostraron un aumento de la expresiéon del VEGF [127]. Aunque todavia
no esta clara la regulacién molecular de VEGF los esfuerzos deben dirigirse al desarrollo de maltiples
vias terapéuticas dirigidas directa o indirectamente a VEGFE.

1.2.4. Factor de crecimiento vascular endotelial C

El VEGF-C, una de las isoformas del VEGF, es un factor de crecimiento angiogénico y
linfoangiogénico que actia sobre los receptores VEGFR-2 y VEGFR-3. Sin embargo, varios estudios

han mostrado otras funciones del VEGF-C que son importantes para la progresion de tumores
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solidos, como su actividad autocrina para la invasion y metdstasis del cancer [153]. En las células
leucémicas de pacientes con LMA se han realizado estudios que muestran la expresion del VEGF-C
aunque todavia queda por explorar su relevancia clinica. Fiedler ez 2/ (1997) investigaron la expresion
del VEGFR-3 y su ligando IVEGF-C en muestras frescas de pacientes con LMA y descubrieron la
expresion del VEGER-3 en 15 de los 41 pacientes. La expresion del VEGFE-C se detectd en el 36%
de los pacientes con expresién del VEGFR-3. No se detectd expresion del VEGEFR-3 en ninguna de
las muestras de médula ésea de 15 voluntarios sanos [154]. Liersch ez a/. (2008) observaron un
aumento de la expresion del VEGF-C por técnicas inmunohistoquimicas en la médula ésea de
pacientes con LMA con respecto a controles sanos pero esta expresion no estaba aumentada en el
plasma detectado mediante una técnica de ELISA (ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas).
No se observé una relacion entre los niveles de expresion del VEGF-C y la respuesta a la
quimioterapia, la tasa de remision completa o la supervivencia global [155]. También hay estudios
donde se ha observado una menor expresion del VEGFEF-C en los pacientes con LMA comparada con
donantes sanos, tanto en médula 6sea [156] como en sangre periférica [157].

Otros estudios han demostrado que el aumento de la expresion del VEGF-C en los blastos
leucémicos esta relacionado con un aumento de la resistencia iz vitro e in vivo a farmacos. Dias ef al.
(2002) mostraron que la adicién 7z vitro del VEGF-C a dos lineas celulares de LMA promovia la
proliferacion y supervivencia celular, asi como la resistencia a la quimioterapia mediante la activacién
del receptor VEGFR-3. La hipétesis es que los blastos liberarfan citoquinas proangiogéncias que
producitfan la estimulacién paracrina del VEGF-C/VEGFR-3, contribuyendo a la progtresion de un
subgrupo de células leucémicas y protegiéndolas de los efectos proapoptéticos de la quimioterapia
[158]. En un estudio en adultos con LMA de novo, en el analisis multivariante, los niveles altos de
expresion del VEGF-C fueron un factor de riesgo independiente de resistencia a la quimioterapia de
induccién [159]. En pacientes pediatricos con niveles elevados del VEGF-C se observé un mayor
porcentaje de blastos en el aspirado medular del dia 15 de la quimioterapia de induccién y que
tardaban mas dfas en alcanzar la remisiéon completa. Ademas, los niveles de expresiéon del VEGF-C
de las células leucémicas se relacionaron con un aumento de la resistencia 7 vitro a distintas terapias
para la LMA [160]. Chien ez a/. (2009) observaron que el VEGF-C activa la angiogénesis tumoral a
través de la expresion de ciclooxigenasa—2 (COX-2) en lineas celulares de LMA, THP-1, y que los
niveles del VEGF-C y COX-2 se correlacionaban [161]. El aumento de la expresiéon de VEGF-C
también induce una resistencia a la quimioterapia mediada por COX-2 a través de la expresion de
endotelina 1, que regula el eje VEGF-C/COX-2. Este eje podtia ser una diana terapéutica para
mejorar la resistencia a la quimioterapia de los pacientes con LMA [162]. En 2010, Jonge e al.
divulgaron los resultados del estudio de la expresion del VEGFE-C en 525 pacientes con LMA. Los

autores detectaron una relacion entre el aumento de la expresion del VEGFE-C en los blastos en sangre
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periférica y médula 6sea, y un peor prondstico a largo plazo en la serie global, con menor tasa de
remisién completa, de supervivencia libre de evento y de supervivencia global [163].

1.2.5. Terapia antiangiogénica

En 1971, J. Folkman propuso inhibir la angiogénesis para tratar los tumores y, desde entonces, se ha
investigado el uso de tratamientos anti-angiogénicos dirigidos a inhibir elementos celulares y
moleculares de la cascada angiogénica. En 1992 comenzaron los primeros ensayos clinicos con
farmacos antiangiogénicos para el tratamiento del cancer, aunque con resultados iniciales poco
interesantes. En 1993 Kim e a/. observaron que los anticuerpos neutralizantes anti-VEGF reducian
de forma notable la angiogénesis y el crecimiento de las células tumorales implantadas en ratones con
inmunodeficiencias [164]. O’Reilly ¢z al. (1997) estudian el efecto del tratamiento con endostatina, un
antiangiogénico, en ratones con distintos tumores solidos y observaron la desaparicion completa del
tumor [165]. E1 A.4.6.1 fue el primer anticuerpo monoclonal murino frente al VEGF. Posteriormente
fue humanizado [166] y hoy es conocido como bevacizumab, farmaco aprobado por la Ewurgpean
Medicines Agency (EMA) desde 2005 para el tratamiento de varias neoplasias solidas.

Para el tratamiento de la LMA se ha estudiado la inhibicién de la funcién del VEGF mediante
farmacos inmunomoduladores anti-angiogénicos, como anticuerpos monoclonales anti-VEGF,
farmacos inhibidores de receptores de VEGF e inhibidores de histonas deacetilasas. Loges ez /.
(20006) realizaron un ensayo clinico multicéntrico con SU5416, una pequefia molécula inhibidora de
la actividad tirosina quinasa que bloquea la fosforilacién de c-kit, FI.T3, VEGFR-1, VEGFR-2 y
VEGFR-3, en 18 pacientes con LMA refractaria. Se investigaron los niveles de expresion del VEGF
en los blastos de sangre periférica antes y después del tratamiento, y se observé una disminucion de
la expresion en el 72% de los pacientes [167]. Ilorasertib (ABT-348), un inhibidor de aurora quinasa
capaz de inhibir receptores del VEGF, se ha estudiado en un ensayo clinico fase 1 en pacientes con
LMA vy otras neoplasias hematoldgicas [168]. Zhang ez a/. (2015) comprobaron que el HS3ST3B1
(beparan sulfate D-glncosaminy! 3-O-sulfotransferase 3B1) promueve la angiogénesis y la proliferacion i vitro
e 7n vivo de células leucémicas a través de la expresién del VEGFE. Utilizaron axitinib, un inhibidor del
VEGFR, para bloquear la funciéon del VEGF y observaron un descenso de la proliferacion celular en
los cultivos, sobre todo, en aquellas células con mayor expresion de HS3ST3B1 [169]. El apatinib, un
inhibidor selectivo de VEGFR-2, tiene un efecto antileucémico en lineas celulares a través de la
inhibicién de las vias Src/STAT3 y AKT/mTOR asi como de la induccién de la apoptosis mediada
por la mitocondria [170]. El ginsenésido Rg3, un producto natural del género de las plantas, se ha
utilizado como terapia antiangiogénica en tumores solidos y también se ha estudiado en pacientes
con LMA. Se trataron 20 pacientes con LMA con quimioterapia mas placebo o Rg3 y se detecto la
expresion del VEGF y del HIF-1a por RT-PCR y por la técnica de western blot. El tratamiento con
Rg3 produjo una inhibicién de la expresion del VEGF y del HIF-1a en las células del estroma de la

médula 6sea, asi como una reduccion de los niveles séricos de ambos. El efecto antileucémico de este
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firmaco se debe, en parte, a su actividad antiangiogénica inhibiendo las vias PI3K/Akt y ERK1/2
que regulan al VEGF y al HIF-1a [171]. También se ha estudiado el efecto del tratamiento con
AZD2171 (cediranib), un inhibidor de los receptores VEGF-1 y VEGF-2, en pacientes con LMA sin
que se observara ninguna respuesta [172]. Los inhibidores de histonas deacetilasas (HDAC) inhiben
la angiogénesis tumoral a través del descenso de la regulacién de factores angiogénicos (31). El acido
valproico es un inhibidor de HDAC que produce una inhibicién del VEGF y de sus receptores
vitro [173].

Estos resultados sugieren que la inhibiciéon del VEGF y/o sus receptores y la interrupcion de las vias
de sefializaciéon podrfan ser una potencial diana terapéutica para pacientes con LMA y abren la
posibilidad de usar combinaciones de agentes con actividad citotéxica junto con antiangiogénicos
como estrategia terapéutica. En la Tabla 14 se muestran algunas de las potenciales terapias dianas

frente al VEGF y otros factores angiogénicos [174].

Tabla 14: Potenciales terapias frente a VEGE en pacientes con LMA

Agente ‘ Diana ‘
Aflibercept VEGF-A, VEGEF-B, PIGF
Axitinib VEGFR-1, -2, -3, PDGFR-g, c-KIT
Apatinib VEGFR-2
Bevacizumab VEGF-A
Cediranib VEGFR-1, -2, -3, PDGFR-g, c-KIT
Midostaurina FLT3, VEGFR-2, PDGFR, c-KIT
Semaxanib VEGFR-1, -2, ¢-KIT, FLLT3
Sorafenib FLT3, VEGFR-2, -3, PDGFR, Raf, c-KIT
Sunitinib VEGFR-1, -2, -3, PDGFRs, ¢-KIT, FLT3, CSF-1
Vatalanib VEGFR-1, -2, -3, PDGFR-g, ¢-KIT, FMS

VEGT: factor de crecimiento endotelial vascular. PIGF: factor de crecimiento de placenta.
VEGFR: receptor del factor de crecimiento endotelial vascular. PDGFR: factor de crecimiento

derivado de plaquetas. FLT3: FMS-like tyrosine kinase-3.

1.3. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE GENES

La técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, polymerase chain reaction) se desarrollé por

primera vez por Mullis y colaboradores en 1986 [175] y, desde entonces, ha sido una de las técnicas
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basicas en laboratorios de todo el mundo. El objetivo de la misma es la amplificacién especifica de
nucleétidos a partir de un molde de DNA. La técnica se basa en dos conceptos: la desnaturalizacién
y renaturalizacién del DNA dependiendo de la temperatura, y la resistencia a altas temperaturas de la
polimerasa del organismo Temuus aguaticus (Taq). La Taq polimerasa y otras polimerasas se encargan
de sintetizar una secuencia de nucleétidos a partir de una hebra molde. La PCR consiste en aumentar
y disminuir la temperatura alternamente en ciclos en los siguientes pasos:

1° Desnaturalizacién: la temperatura sube por encima del nivel de desnaturalizacion del DNA por lo
que ambas hebras del DNA se separan.

2°- Hibridacion: la temperatura disminuye a un nivel que permite la unién de la Taq polimerasa y de
los cebadores a las hebras del DNA desnaturalizadas, que sirven de molde.

3° Elongacion: la temperatura disminuye permitiendo la sintesis de DNA de doble cadena por parte
de la Taq polimerasa. Y, una vez sintetizado, la Taq polimerasa se suelta de la hebra.

Tras cerrarse un ciclo de temperatura se inicia otro con los mismos pasos pero, esta vez, ademas de
la hebra completa de DNA como molde, cuenta con los fragmentos cortos de la secuencia especifica
de nucledtidos como sustrato, cuya cantidad aumentard de manera exponencial.

La especificidad de secuencia se consigue empleando unos cebadores complementarios a la secuencia
nucleotidica problema, que se unen en el 2° paso del ciclo de temperatura y permiten el inicio de la
polimerizacién del DNA por parte de la Taq. Obtenemos como producto final el fragmento de DNA
de secuencia especifica amplificado varios 6rdenes de magnitud, permitiéndonos detectar la presencia
de pequefias cantidades de dicha secuencia.

La PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR, real time quantitative polymerase chain reaction) es una
variacién de la PCR convencional. Los primeros desarrollos de la PCR en tiempo real los realizaron
Higuchi y colaboradores entre 1992 y 1993, basandose en el principio de la fluorescencia del bromuro
de etidio cuando se intercala con las moléculas de ADN [176]. En la RT-qPCR se mide en tiempo
real la cantidad de producto amplificado por cada ciclo de la PCR, obteniendo asi una curva de
amplificacién que permite cuantificar la cantidad inicial de producto. Se amplifica en paralelo el gen
problema (gen de fusién) y uno o mas genes control, también llamados housekeeping. E1 gen housekeeping
se define como un gen que codifica una proteina necesaria para una funcién celular basica en todas
las células nucleadas y que no se afecta por ningin tratamiento experimental. El uso de genes de
control permite una cuantificacién reproducible del transcrito de un gen de fusién. Para corregir las
diferencias en la cantidad de ADN/ARN afiadida en cada muestra y para reducir la variaciéon
producida por la preparaciéon de PCR y el proceso del ciclo, se utilizan genes control internos o de
referencia. En la RT-qPCR se incorpora un agente intercalante fluorescente, que permite detectar la
cantidad de producto sintetizado a tiempo # mediante la acumulacién de fluorescencia. La cinética de

la acumulacién de la fluorescencia con cada ciclo depende directamente de la cantidad inicial de DNA,
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pudiendo extrapolar asi dicha cantidad. Las técnicas de PCR cuantitativa se pueden clasificar segtin
el empleo de fluorocromos no especificos o bien de sondas moleculares dependientes de la secuencia.
En las técnicas basadas en fluorocromos inespecificos se detecta la generacién exponencial de ADN
de doble cadena empleando un fluorocromo que se une inespecificamente a aquél, el SYBR Green®.
Las técnicas basadas en sondas especificas utilizan, al menos, un oligonucle6tido marcado
fluorescentemente. Estas sondas fluorescentes unidas a los cebadores sélo emiten fluorescencia al
tener lugar la elongacién en cada ciclo de la PCR, aumentando asi intensidad de fluorescencia al
aumentar la cantidad de producto amplificado que es sintetizado. Existen dos formas de analizar los
datos de la PCR, mediante cuantificacién absoluta y relativa. La cuantificacién absoluta identifica la
cantidad de gen generado basada en las caracteristicas de la fase exponencial de la curva sigmoidea
de emision de fluorescencia. En cambio, la cuantificacidén relativa establece una relacién entre la
cantidad de ADN inicial de una muestra respecto de la de un control, que se asume se expresa de
forma invariable e independiente del tratamiento. Es decir, determina cambios en la expresion del
gen respecto a una muestra de referencia. Es mas sencilla de realizar, requiere menos reactivos dado
que no necesita generar una curva estandar y no se producen errores en relacion a las diluciones
estandar para la realizaciéon de la curva. En la cuantificacion relativa es irrelevante en qué unidades se
expresa la cuantificacion, y sus resultados son comparables entre multiples experimentos de RT-
qPCR. El método 2-44CT es el método de cuantificaciéon relativa mas utilizado y emplea pendientes e
intercepciones de curvas estindar de plasmidos generados previamente [177]. El método AACT se
basa en el supuesto de que las intercepciones y pendientes son idénticas entre el gen de fusion y el
gen control. Este método utiliza la informacién generada por el CT (¢yele threshold o ciclo umbral) de
un sistema de PCR cuantitativa para calcular la expresion relativa del gen a estudio y las muestras de
referencia. El punto en el cual la fluorescencia de la reaccion sobrepasa la fluorescencia basal (umbral
o threshold) se considera el punto en el cual la reaccion de amplificacion da comienzo. Este punto es
conocido como CT y su valor es definido de forma atbitraria por el usuatrio, aunque es posible
definitlo de forma matematica. El AACT es la diferencia de las diferentes ACT de la muestra a estudio
y de la de referencia. El CT del gen de fusion (CT-GF) obtenido durante el seguimiento se normaliza
primero restando el CT del gen control (CT-GC) y, posteriormente, se normaliza por el ACTpx, es

decir, la resta de CT-GF y CT-GC del paciente al diagnostico.

AACT = ACT (muestra a estudio) — ACT (muestra control)

Se identifican los fragmentos amplificados de ADN concretos a partir de la temperatura de fusién
(también denominado valor Tm, del inglés melting temperature), que es especifica para el fragmento
amplificado que se esta buscando y cuyos resultados son obtenidos a partir de la observacién de la

curva de disociacion de las muestras de ADN analizadas.
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2. HIPOTESIS

El factor de crecimiento endotelial vascular C (VEGF-C) esta implicado en mecanismos de
proliferacion, supervivencia, angiogénesis y migracion celular, y su expresiéon estd aumentada en
algunos tumores solidos. Sin embargo, la relevancia de la expresion del gen IV'EGF-C en las células
leucémicas de los pacientes con LMA todavia no se conoce bien.

Por todo ello, la hipdtesis principal de este trabajo es que el aumento de la expresién del gen 'EGF-
Cenlos blastos de médula 6sea de los pacientes diagnosticados de LMA de novo influye en la evolucién
de la enfermedad. La determinacién de la expresion del VEGE-C identificarfa a un subgrupo de
pacientes con peor pronodstico que podrian beneficiarse de un tratamiento mas agresivo o de nuevas

terapias diana.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO PRINCIPAL

El objetivo principal es estudiar la expresion del gen "EGF-C en pacientes adultos diagnosticados

de leucemia mieloide aguda y su relaciéon con otros marcadores de significado pronéstico conocido.

3.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

Los objetivos secundarios del estudio son:

1. Investigar si existe una asociacion entre los niveles de expresiéon del V'EGF-C'y determinadas
variables clinicas y del laboratotio.

2. Analizar el efecto de la expresion del IVEGEF-C en el subgrupo de pacientes con citogenética
normal.

3. Establecer la relacién entre la expresion del VEGEF-C'y la respuesta al tratamiento de la LMA.

4. Comparar la supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia global de los pacientes segtin la
expresion del V'EGF-C.

5. Estudiar la expresion de los genes implicados en las vias de sefializacién del IVEGF.

0. Identificar qué genes de las vias de sefalizacion del I”’EGF estan relacionados con la expresion del
VEGF-C.

7. Evaluar el grado de dependencia de la expresion entre los genes de la familia I’EGEF/IVEGFR.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. DISENO

Se ha realizado un estudio retrospectivo, observacional, descriptivo y analitico de una cohorte de

pacientes adultos menores de 70 afios diagnosticados de leucemia mieloide aguda (LMA).

4.2. AMBITO

Pacientes incluidos en el protocolo LMA-03 dentro del grupo cooperativo para el estudio y

tratamiento de las leucemias agudas y mielodisplasias (CETLAM).

4.3. POBLACION

Los pacientes incluidos en el estudio fueron adultos menores de 70 afios diagnosticados de LMA e
incluidos en el protocolo LMA-03 del grupo CETLAM entre diciembre de 2003 y diciembre de 2011.
Los centros participantes a nivel nacional fueron 14 y se obtuvieron 436 muestras de médula 6sea al

diagnostico.
4.4. MATERIAL

El material utilizado para realizar los estudios fue la médula 6sea que se habia obtenido por puncién

aspiraciéon mediante aguja a nivel esternal o de la cresta ilfaca posterosupetior.

4.5. MUESTRA

La expresion del gen VEGF-C se pudo estudiar en el acido desoxinucleico (ADN) complementario
o copia de 353 muestras de médula 6sea mediante una PCR en tiempo real. Todos los pacientes
habfan sido diagnosticados de una LMA de novo (excluidas las leucemias promielociticas agudas)
clasificada segun los criterios de la OMS 2001, y con una edad entre 16 y 70 afios. La expresion del
gen también se estudié en 6 muestras de médula ésea de sujetos sin patologia hematologica que se
utilizaron como controles. Para el estudio de la expresion de 84 genes implicados en las vias de
sefializacién del VEGF se realiz6 una PCR en tiempo real en un subgrupo de 24 pacientes

seleccionados al azar.

4.6. ASPECTOS ETICOS

El estudio fue aprobado previamente por el Comité Etico de Investigacién con medicamentos del
hospital Clinico Universitario de Valencia (Anexo 1) y se realiz6 segtin la Declaracién de Helsinki. Se
obtuvo el consentimiento informado por escrito de todos los pacientes para participar en el estudio

y para la utilizacién de las muestras biologicas (Anexo 2).

4.7. VARIABLES
4.7.1. Método de recogida

Los datos clinicos y biologicos de cada paciente necesarios para el estudio se obtuvieron de la base

de datos del grupo CETLAM vy, en caso necesario, de la historia clinica del paciente. Se realizé una

73



Material y métodos

base de datos de Excel con estos datos a los que se les afiadié la informacién del estudio del gen
IVEGF-Cy de los genes implicados en las vias de sefializacion del I”’EGF. Esta base se revis6 para la
deteccién de incongruencias, de valores incorrectos o de la ausencia de informacion.

4.7.2. Variables demogtraficas

Las variables demograficas recogidas de los pacientes fueron la fecha de nacimiento del paciente,
edad al diagnéstico y sexo.

4.7.3. Variables clinicas

Las variables clinicas registradas fueron la fecha del diagnéstico, estado funcional (ECOG) (Anexo
3), tratamiento recibido, respuesta al tratamiento, caracteristicas del TPH, recaida y mortalidad.

4.7.4. Variables de laboratotio

Las variables de laboratorio recogidas al diagnéstico fueron la cifra de hemoglobina, de leucocitos,
de plaquetas, de creatinina y de lactato deshidrogenasa (LDH), el subtipo FAB y OMS (2001, 2008 y
2016) de la LMA, la cifra de blastos en sangre periférica y en médula ésea, la presencia de
mielodisplasia al diagnostico, estudios citogenéticos (férmula cromosémica, nimero de metafases),
estudios moleculares (FLT3, ratio FLLT3, NPM1, CEBPA, AMIL.1-ETO, CBFB-MYHT11, MLL), la
expresion del VEGF-C'y de 84 genes implicados en las vias de sefializacién del IV’EGF.

4.7.5. Variables pronésticas

Se recogieron las variables necesarias para clasificar a los pacientes en los grupos de riesgo

establecidos por las clasificaciones del grupo CETLAM, MRC y ELN 2010.

4.8. PROTOCOLO LMA-03

4.8.1. Grupos prondsticos

Segun el protocolo CETLAM LMA-03, los pacientes fueron clasificados en grupos prondsticos
dependiendo de las alteraciones citogenéticas y moleculares detectadas al diagnéstico, asf como de la
respuesta al tratamiento.

1. Pronéstico favorable: pacientes con alteraciones citogenéticas de buen pronéstico como t(8;21),

inv(16) o t(16;16).

2. Pronostico intermedio: pacientes con cariotipo normal (examen minimo de 20 metafases) sin

reordenamiento del gen MIL ni deteccion de la duplicacion interna en tandem del gen FLLT3 (FL'T3-
ITD) y aquellos que, por citometria de flujo, la enfermedad minima residual tras la intensificacion

fuera inferior al 0,1%.

3. Pronéstico desfavorable: pacientes con una cifra inicial de leucocitos al diagnéstico superior a 50
x 10°/L, con alteraciones citogenéticas distintas a las incluidas en los grupos de pronédstico favorable
o intermedio, con insuficientes metafases (<20) o sin estudio citogenético al diagnéstico, con
reordenamiento del gen MILIL, con mutacién del gen FLI3-ITD, con cariotipo normal que
requirieran 2 ciclos para alcanzar la remision completa o aquellos que, por citometria de flujo, la

enfermedad minima residual tras la intensificacién fuera superior al 0,1%.
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4.8.2. Tratamiento

Los pacientes recibieron tratamiento segin el protocolo LMA-03 del grupo CETLAM registrado en
https://clinicaltrials.gov como NCT01723657.

El tratamiento constaba de las siguientes fases:

1°) Quimioterapia de induccién a la remision:

Idarrubicina 12 mg/m?/intravenoso, los dias 1, 3, 5 (3 dosis).

Ara-C o citarabina 500 mg/m?2/12 horas/intravenoso, los dias 1, 3, 5y 7 (8 dosis).
Etopdsido 100 mg/m?2/intravenoso, los dias 1 a 3 (3 dosis).

G-CSF (filgrastim): 150 microgramos/m?/subcutineo desde el dia 0 hasta finalizar la
induccién (dia 7) si cifra leucocitos es inferior a 30 x 109/L al diagndstico. Se interrumpia si

la cifra de leucocitos durante el tratamiento era supetior a 30 x 10°/1.

Los pacientes que no alcanzaban una remisién completa tras un primer ciclo, recibfan un segundo

ciclo de induccion.

2°) Quimioterapia de consolidacién:

Ara-C o citarabina 500 mg/m?/12 horas/intravenoso, los dias 1 a 6.
Mitoxantrone 12 mg m?/intravenoso, dias 4 a 6.
G-CSF (filgrastim): 150 microgramos/m?/subcutineo desde el dia 0 hasta finalizar la

consolidacién (dfa 6). Se interrumpia si la cifra de leucocitos durante el tratamiento era

superior a 30 x 10°/L.

3°) El tratamiento posterior dependia del grupo prondstico al que pertenecfan:

Pacientes de pronéstico favorable recibfan una intensificacion con:

o Ara-C o citarabina 500 mg/m?2/12 horas/intravenoso, los dias 1 a 6.

o Mitoxantrone 12 mg/m?/intravenoso, dias 4 a 6.

o G-CSF (filgrastim): 150 microgramos/m?2/subcutineo desde el dia 0 hasta finalizar
la consolidacién (dia 6). Se interrumpfa si la cifra de leucocitos durante el tratamiento
era supetior a 30 x 10°/1

Posteriormente:

- Los pacientes con un indice leucocitario [Leucocitos x (blastos en médula 6sea/100)] menor
de 20 al diagnéstico recibfan un ciclo de Ara-C a dosis altas (3 g/m?2/12 horas/intravenoso,
dias 1,3y 5).

- Los pacientes con indice leucocitario mayor >20 al diagndstico recibian un trasplante de
progenitores hematopoyéticos (TPH) aut6logo de sangte periférica.

Pacientes de prondstico intermedio recibfan un TPH aut6logo de sangte periférica.
Pacientes de pronéstico desfavorable recibian un TPH alogénico de sangre periférica.

- Los pacientes con menos de 50 afios, recibian un TPH alogénico familiar con seleccion
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positiva de células CD34+ con ajuste de linfocitos a 3 x 105/kg o de un donante no
emparentado 9 6 10/10.

- Los pacientes con mis de 50 afios, recibfan un TPH alogénico familiar con
acondicionamiento de intensidad reducida.

Los pacientes sin donante disponible, recibian Gemtuzumab Ozogamicina como purging in
vivo y, posteriormente, un TPH aut6logo de sangte periférica.

4.8.3. Evaluacion de la respuesta al tratamiento

Para evaluar la respuesta al tratamiento se emplearon las siguientes definiciones:

1. Remisién completa: medula 6sea normocelular o ligeramente hipocelular con proporcion de
blastos menor del 5% (incluidos promonocitos en caso de la LMA-MD5), ausencia de bastones de
Auer, ausencia de leucemia extramedular, cifra de neutréfilos y de plaquetas en ascenso.

2. Remisién parcial: persistencia de un 5 - 25% de blastos en medula 6sea o una remisién completa
que dure menos de 1 mes.

3. Refractariedad: cuando, tras un ciclo de quimioterapia, hay una proporcién de blastos supetior al

50% respecto a la del diagnéstico.

4. Resistencia relativa: cuando la proporcién de blastos es inferior al 50%, comparada con la inicial,
pero sin alcanzar criterios de remision parcial. También se considera que existe una resistencia relativa
cuando existe una remisién medular pero con presencia de leucemia extramedular.

5. Mortalidad en induccién: incluye el fallecimiento durante el tratamiento de induccién sin conocer

la situacién de la enfermedad, en remisiéon medular o con persistencia de la leucemia.

6. Mortalidad relacionada con el trasplante: todos los fallecimientos que ocurran en los 6 primeros

meses después del trasplante y que no se deban a una recidiva leucémica.
7. Recaida medular: proporcion de blastos igual o superior al 5% en medula 6sea, en dos ocasiones

consecutivas separadas al menos por 7 dias.

4.9. ANALISIS Y CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DE LOS GENES
4.9.1. Extraccion de ARN

El ARN se obtuvo de células mononucleadas de las muestras de médula ésea. Las células
mononucleadas fueron separadas por centrifugaciéon por gradiente de densidad utilizando
Lymphoprep™ (Nycomed Pharma, Oslo, Norway). Las células mononucleadas (monocitos y
linfocitos) tienen menor densidad flotante (menor de a 1077 g/ml) que los etitrocitos y los leucocitos
polimorfonucleares (PMNSs) o granulocitos. El Lymphoprep™ esta compuesto por ficoll que aglutina
los eritrocitos y aumenta su velocidad de sedimentacién, y metrizoato sédico, que es un compuesto
que da la densidad adecuada. La técnica consiste en diluir la muestra con solucion salina tamponada
con fosfatos (PBS) o suero salino y depositarla sobte el liquido de densidad 1.077 g/ml
(Lymphoprep™). Se centrifuga a 400 xg durante 20 minutos a temperatura ambiente para acelerar la

separacién y se retira la capa supetior (plasma). Los eritrocitos y PMNs tienen una mayor densidad
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que las células mononucleadas, por lo que sedimentan a través de la capa de Lymphoprep™ durante
la centrifugacion. El anillo blanquecino de células mononucleares de la interfaz del medio se aspira,
se lava con PBS o suero salino y se centrifuga a 100 xg durante 5 minutos. Se aspira el sobrenadante
(rico en plaquetas) y se vuelve a centrifugar. El sedimento o pellet celular se suspende en medio de
cultivo o en PBS y queda listo para la extraccién del ARN. Con esta técnica se obtienen mas del 90%

de los linfocitos (Figura 7).

Figura 7: Separacion de las células mononucleadas ntilizando Lymphoprep™

Centrifugacioén a 400 xg

durante 20 minutos a

temperatura ambiente |40
—_—

=30

Sangre diluida =
con PBSo

suero salino =20

— Células mononucleadas

Eritrocitos
yPMNs

PBS: solucién salina tamponada con fosfatos. PMNs: polimoronucleares.

El ARN total fue extraido utilizando el reactivo TRIzoI™ segun las instrucciones del fabricante
(Gibco BRL, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Se agrega 1 mL de TRIzol™ para cada placa de 2,5
cm al pellet y se incuba durante 5 min de 15 a 30°C. Se afiade 200 pL de cloroformo por cada mL de
TRIzol™ usado. Se agita, se incuba durante 6 min de 15 a 30°C y se centrifuga a 10000 rpm durante
15 min a 4°C. Se obtienen tres capas en el interior del tubo, la capa inferior u organica, que contiene
ADA, la fase intermedia, que estd constituida por proteinas y la capa inorganica o supetior, que
contiene el ARN. Se extrae la fase inorganica y se agrega a un tubo eppendorf nuevo con 0,5 mL de
alcohol isopropilico. Se incuba 3 min de 15 a 30°C y se centrifuga a 10000 rpm durante 10 min a 4°C.
Se retira el sobrenadante, se agrega 1 mL de etanol al 75% y se centrifuga a 5500 rpm durante 5 min
2 4°C. Se retira el sobrenadante y se re-suspende el peler de ARN total en 50 pL de agua tratada con
Dietil-piro carbonato, que inactiva las ribonucleasas.

4.9.2. Sintesis de ADN complementario

El ADN complementario o copia (ADNc) es una hebra de ADN de doble cadena, una de las cuales
constituye una secuencia totalmente complementaria del ARN mensajero a partir del cual se ha
sintetizado. En el estudio, el ADNc se obtuvo por transcripcion inversa (RT, reverse transcription) con

el kit de transcripcion QuantiTect® Reverse segin las instrucciones del fabricante (Qiagen, Izasa,
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Madrid, Spain). Para cada reaccion RT se utilizaron 2 pg de ARN como molde en un volumen final

de 40 pL. La muestra de ARN se incuba con tampén de purificacién a 42°C durante 2 minutos para
retirar el ADN genémico contaminante. Posteriormente, la muestra de ARN esta preparada para la
transcripcion reversa utilizando el Quantiscript Reverse Transcriptase, tampén Quantiscript RT, y
RT Primer Mix. La reaccién tiene lugar a 42°C y posteriormente la enzima es inactivada a 95°C. La
Quantiscript Reverse Transcriptase tienen gran afinidad por el ARN vy, junto con el tampoén
Quantiscript RT, permiten un alto rendimiento de ADNc. EI RT Primer Mix asegura la sintesis de
ADNCc de todas las regiones de los transcritos de ARN, incluso de las regiones 5° (Figura 8). Esto
permite gran rendimiento de muestras de ADNc para el andlisis por PCR en tiempo real

independientemente de doénde esté localizada la region diana en el transcrito.

Figura 8: Sintesis de ADN complementario

ARNmM AAAAAA
l Anillamiento de los cebadores

ARNM AAAAAA
—
l Transcripcién inversa
ARNmM AAAAAA
ADNc <

l Degradacién de ARN

ADNc

<

ARNm: ARN mensajero. ADNc: ADN complementario.
Nota. Adaptado de “QuantiTect® Reverse Transcription Handbook”
(p. 9), marzo 2009.

4.9.3. Cuantificacion de la expresion del gen VEGF-C

La cuantificacién relativa de la expresion del gen "EGF-C se realizé con la técnica de PCR
cuantitativa en tiempo real con la sonda fluorescente SYBR® Green mediante el sistema de PCR a
tiempo real 7900HT de Applied Biosystems (Life Technologies, Catlsbad, CA, USA). La expresién
del gen housekeeping Abelson (ABL) se usé como referencia interna [178)]. Los cebadores o primers para
la amplificacién del gen IVEGF-C fueron los de RT? qPCR Primer Assay for Human VEGF-C de
Qiagen (PPHO00673B-200). Los cebadores para la amplificacion del gen ABL (Forward: 5
TGGAGATAACACTCTAAGCATAACTAAAGGT-3, Reverse: 5’-
GATGTAGTTGCTTGGGACCCA-3’) fueron sintetizados por IDT (Coralville, IA, USA). Las
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muestras se analizaron por triplicado en placas de 384 pocillos con 5 uL. de volumen final en cada
reaccién. Cada reaccion estaba compuesta por 2,5 pl. de Power SYBR® Green PCR 2X Master mix
(Applied Biosystems, Life Technologies, Catlsbad, CA, USA), 0,25 pL de cada cebador (directo o

Jforward e inverso o reverse) a 10 uM, y 2 ul de ADNc molde.

Las condiciones de la PCR en tiempo real fueron:

1°) Un primer paso de activacién de 10 minutos a 95°C.

2°) Un segundo paso de amplificacién de 40 ciclos durante 15 segundos a 95°C, y de 45 segundos a
60°C.

3°) Un paso final de disociacién (analisis de la curva de disociacion o melting curve) para confirmar la
especificidad del producto amplificado.

La expresion relativa del gen IVEGF-C se calculé mediante el método 2-22CT [177]. Los datos fueron
normalizados segun la media geométrica de los niveles de expresion del IV’EGF-C en donantes sanos.
Las muestras fueron excluidas del andlisis si el valor CT del gen ABL estaba fuera del rango normal
(22-29,3), si tenfan menos de dos réplicas validas o si la media de réplicas tenfa una desviacién
estandar mayor de 0,4 ciclos.

4.9.4. Analisis de genes de las vias de sefializacion del gen VEGF

La expresion de los genes implicados en las vias de sefializacién del IVEGF se analizé mediante el
RT? Profiler™ PCR Array Human VEGF Signaling (PAHS-091ZA) de Qiagen. Los genes estudiados

se muestran en la Tabla 15.

Tabla 15: Genes de las vias de seializacion del V' EGE analizados

AKTT MAPKTT PIK3CG PPP3CB
AKT2 MAPK12 PIK3R1 PPP3CC
AKT3 MAPKT3 PIK3R2 PPP3R17
ARNT MAPK14 PIK3R3 PPP3R2
BAD MAPK3 PIK3R5 PRKCA

CASPY MAPKAPK?2 | PLLA2G10 PRKCB
CAV1 MAPKAPK3 | PLA2G12A4 PRKCG

CDC42 NFEATS PI.A2G12B PIGS2
FIGF NFEATCT PI.A2G1B PTR2
FLTT? NEATC? PL.A2G2A4 PXN
FLT4 NFATC3 PI.A2G2D RACT
GRB2 NFEATC4 PLA2G2E RAC?

HIF1A4 NOS3 PLA2G2F RAF1
HRAS NRAS PI.A2G3 SH2D2A

HSPI0AAT NRP1 PL.A2G4A SHC2

HSPB1 NRP2 PI.A2G4B SPHKT
KDR PDGFC PLA2G5 SPHK2?
KRAS PGF PL.A2G6 SRC
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MAP2ZKT PIK3CA PLCGT VEGEA
MAP2K2 PIK3CB PLCG2 IVEGFB
MAPKT1 PIK3CD PPP3CA VEGFC

El ADNCc se obtuvo por transcripcion inversa con el kit RT2 First strand segun las instrucciones del
fabricante (Qiagen, Izasa, Madrid, Spain). Para cada reaccién RT se utilizaron 2,5 g de ARN como
molde en un volumen final de 50 pl.. Para la realizacién de la PCR, las muestras de ADNc fueron
diluidas 1:2 y preparadas para la amplificacién PCR. Cada 100 pL. de muestra de ADNc se mezcl6

con 500 pL de agua libre de ARNasas y con 600 pL de Power SYBR® Green PCR 2X Master mix
(Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Las muestras se colocaron en RT?
Profiler 384 plate array, a raz6n de 10 pL en cada pocillo. Cada placa contenia 4 réplicas de 96 genes
de expresion (84 genes de sefalizacion del VEGE, 5 genes housekeeping y 7 pocillos con controles
internos), que se utilizaron para el analisis de 4 muestras de ADNec. Se realizaron los ciclos térmicos
en tiempo real y la deteccién con el Fast-Real time PCR system 7900HT de Applied Biosystems (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA), segtn las instrucciones del fabricante.

Las condiciones de la PCR en tiempo real fueron:

1°) Un primer paso de activacion de 10 minutos a 95°C.

2°) Un segundo paso de amplificacié de 40 ciclos durante 15 segundos a 95°C, y de 60 segundos a
60°C.

3°) Un paso final de disociacion (analisis de la curva de disociacion o welting curve) para confirmar la
especificidad del producto amplificado.

El anilisis de la expresion de los genes de las vias de sefializacién del VEGF se realiz6 con el programa
RT? Profiler PCR Array Data Analysis Template v3.2. La expresion relativa de cada gen se calculd
mediante el método 2-24CT, El calculo de ACT se realiza con el valor medio del CT de los cinco genes
de referencia (ACTB, B2M, GAPDH, HPRT1, RPLPO0), tal y como se ha descrito previamente [179].
Los valores fueron normalizados utilizando el valor medio de la expresion de VEGF-C en las

muestras analizadas como calibrador.

4.10. ANALISIS DE LOS DATOS

4.10.1. Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos se realiz6 con el paquete Remdr del programa estadistico R (R
Project for Statistical Computing) version 4.0.5. En todos los analisis se establecié como estadisticamente

significativo todo aquel test con un valor de p menor de 0,05.
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Para el analisis descriptivo del conjunto de pacientes se han descrito las frecuencias en las variables
cualitativas, y los estimadores de tendencia central y de dispersion habituales (mediana, rango
intercuartilico) en las cuantitativas.

Para estudiar las diferencias en la expresion del IV’EGF-C entre variables categdricas que no seguian
una distribucién normal se utilizé el test de Wilcoxon (para 2 grupos) y el test de Kruskal-Wallis
(para mas de 2 grupos). Para calcular las tablas con dos filas y dos columnas se utiliz6 la prueba de
Chi-cuadrado de Pearson con correcciéon de continuidad de Yates. Las variables categoricas

estudiadas se muestran en la Tabla 16.

Tabla 16: [ ariables categdricas analizadas

VARIJABLE VALORES

Hombtre

Mujer

ECOG 0-1: bueno
ECOG 2—4: malo

Sexo

Estado funcional (ECOG)

Clasificacion FAB Ver Tabla 1
Clasificacion OMS 2001 Ver Tabla 2
Clasificacion OMS 2008 Ver Tabla 3
Clasificacion OMS 2016 Ver Tabla 4
Cambios relacionados con la mielodisplasia I§o
Alterado
Carioti Normal
arotpo No mitosis
No realizado
Marcadores moleculares (FLT3, NPM7, CEBP4) ~ Liormal
Mutado
Marcadores moleculares (AML7-ETO, CBFB- Germinal
MYHT1, ML.L) Reordenado
Favorable
Grupos pronésticos (CETLAM, MRC) Intermedio
Desfavorable
Favorable

Intermedio-I

Grupos pronésticos (ELN2010) Intermedio-TI

Destavorable
.y . . St
Remision completa tras la induccion No
. . - St
Muerte durante tratamiento de induccién No
Respuesta al tratamiento de induccién Respuesta completa
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VARIABLE VALORES

Respuesta parcial
Refractariedad
Exitus en induccion
Si

No

Si

No

Vivo

Fallecido

Trasplante
Recaida

Estado en la tltima visita

Los subgrupos prondsticos (favorable, intermedio y desfavorable) se establecieron de acuerdo a las
distintas clasificaciones del grupo CETLAM, MRC y ELN 2010. El estado de las mutaciones FLT3
y NPM1 se categoriz6 como: no mutados (FLT3-/NPM1-), FLT3 no mutado/NPM1 mutado (FLT3-
/NPM1%), FLT3 mutado/NPM1 no mutado (FLT3*/NPM1-) y ambos mutados (FL'T3*/NPM1+).
4.10.1.3. Andlisis de las variables cuantitativas

Para medir la asociacién lineal entre las variables se ha utilizado el coeficiente de correlacion de
Spearman para las tablas en las que tanto las columnas como las filas contenfan valores ordenados y
el coeficiente de correlacién de Pearson cuando ambas variables de la tabla eran cuantitativas. Los
valores oscilan entre -1 y +1, indicindonos asociaciones negativas o positivas respectivamente; el
cero, significa “no correlacion” pero no independencia.

El analisis de la dependencia de la expresion de los genes de la via de sefializacion del V'EGF-C se

realizé mediante el coeficiente de correlacion de Pearson. Las variables cuantitativas analizadas se

encuentran en la Tabla 17.

Tabla 17: [ ariables cuantitativas analizadas

VARIABLES (unidades)

Edad al diagnéstico (afios)
Hemoglobina (g/dl)

Leucocitos (x 10°/1)

Plaquetas (x 109/1)

Creatinina (mg/dl)

LDH (U/])

Blastos en sangre periférica (%)
Blastos en médula 6sea (%)
Expresion relativa del V'EGE-C

Expresion relativa de genes de las vias de sefializacion
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La regresion logistica es un tipo de andlisis de regresion utilizado para estudiar el resultado de una
variable categérica con dos niveles en funcién de otras variables independientes o predictoras. Se
estudio la variable expresion del “EGE-C categorizandola en cuartiles (Q), Q1 #5. Q2-4, Q1-2 5. Q3-
4y Q1-3 »s. Q4. Las variables independientes incluidas fueron mielodisplasia, grupos prondsticos y
matcadores moleculates.

Para estudiar la relacion entre la expresion del IVEGF-C'y la supervivencia global y la libre de evento
se empled el método de Kaplan-Meier. La prueba de rangos logaritmicos (log-rank tesi) se utilizo para
comparar las curvas de supervivencia entre si. La supervivencia libre de evento (leucemia) se calculd
desde la fecha diagndstico hasta la fecha de recaida, de la ausencia de respuesta al tratamiento, muerte
por cualquier causa. Se consideré la supervivencia global desde la fecha del diagnéstico hasta la fecha

del fallecimiento del paciente.

4.10.2. Representacion grafica

En la representacién grafica de las variables se han utilizado los siguientes tipos de graficos:
histogramas, diagramas de sectores, de caja y de dispersion.

1. Un histograma es una representacion grafica de una variable en forma de batras, donde la supetficie
de cada barra es proporcional a la frecuencia de los valores representados. Ofrece una vision en
grupo, permitiendo observar una tendencia de la poblacién por ubicarse hacia una determinada regioén
de valores posibles. En el eje vertical se representan las frecuencias, es decir el porcentaje de poblacion
que se ubica en un determinado valor o sub-rango de valores.

2. El grafico o diagrama de sectores estd formado por un circulo dividido en sectores circulares, de
forma que los angulos de cada sector sean proporcionales a la frecuencia del resultado representado,
siendo mas ancho cuanto mas grande sea el porcentaje de esa categoria.

3. El diagrama de caja (también llamado, diagrama de caja y bigotes o box plo?) es un método
estandarizado para representar graficamente una serie de datos numéricos a través de sus cuartiles.
De esta manera, se muestran a simple vista la mediana y los cuartiles de los datos y también pueden
representatrse sus valores atipicos. Proporcionan una visién general de la simetria de la distribucién
de los datos.

4. El diagrama de dispersiéon es un tipo de diagrama matematico que utiliza las coordenadas
cartesianas para mostrar los valores de dos variables para un conjunto de datos. El diagrama de
dispersion puede sugerir varios tipos de correlaciones entre las variables con un intervalo de confianza
determinado. La correlacién puede ser positiva (aumento), negativa (descenso), o nula (las variables
no estan correlacionadas). Se ha dibujado una linea de ajuste (lamada también "linea de tendencia")
con el fin de estudiar la correlaciéon entre las variables.

5. Las curvas de supervivencia muestran las probabilidades de sobrevivir en un tiempo determinado.
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La representacién grafica es una funcién en escalera descendiente, donde los escalones se producen

en los tiempos de muerte y las cruces representan censuras.
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5. RESULTADOS

Desde diciembre de 2003 hasta diciembre de 2011, se obtuvo muestra de médula 6sea de 436
pacientes menores de 70 afios diagnosticados de LMA de novo e incluidos en el protocolo LMA-03
del grupo cooperativo CETLAM. La determinacion de la expresion del gen IVEGE-C se pudo realizar
en 353 de los pacientes y en todos ellos se analizaron las caracteristicas clinicas y bioldgicas, los
factores prondsticos y la evolucion de la enfermedad. También se realizo el estudio de la expresion
del gen en 6 muestras de médula dsea de sujetos sin patologia hematolégica que se utilizaron como
controles. En 24 pacientes seleccionados al azar se estudié, ademads, la expresién de 84 genes

implicados en las vias de senalizacion del I'EGFE.

5.1. CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES

La edad media al diagnéstico de los pacientes fue de 52 afios con extremos de 17 y 70 afios. En la
serie habia 191 hombres (54%) y 162 mujeres (46%). El estado general de los pacientes al diagnéstico
fue bueno (ECOG 0-1) en 191 pacientes (72,4%), de 0 en el 26,2% y de 1 en el 46,2%, y malo (ECOG
2-4) en 73 pacientes (27,6%), de 2 en el 20,8%, de 3 en el 6,4% y de 4 en el 0,4%.

5.2. CARACTERISTICAS DE LA LMA

5.2.1. Datos de laboratorio

La mediana y el rango de los principales parametros de laboratorio al diagndstico se muestran en la

Tabla 18.

Tabla 18: Valores de laboratorio al diagndstico

VARIABLE MEDIANA
(unidades) (rango)

Hemoglobina (g/dl) 9(1,2-151)
Leucocitos (x 10°/1) 14,5 (0,2 — 325)
Plaquetas (x 109/1) 63 (4 —900)
LDH (U/1) 684 (117 — 13460)
Blastos en sangre periférica (%o) 40 (0 - 100)
Blastos en médula 6sea (%o) 70 (3 - 100)
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5.2.2. Clasificacion FAB/OMS

El subtipo M4 (mielomonocitica) de la clasificacién FAB fue el mas frecuente (24,5%), seguido del
subtipo M2 (con maduracién) en un 21,9% y del M1 (sin maduracién) en un 20,1%. En la Figura 9

se representa el porcentaje de pacientes en cada subgrupo de LAM segin esta clasificacion.

Figura 9: Pacientes en cada subgrupo segin la clasificacion FAB

M7
1,5%

M6 MO
4,0% 8,5%

M5

Con el sistema de clasificacién de la Organizacién Mundial de la Salud de 2001 y de 2008, el subtipo
de LMA mas frecuente fue la leucemia mielomonocitica aguda con un 22,3% y un 19,1%,
respectivamente. La LMA sin maduracién, la segunda, con un 18,1% y un 17,1%, respectivamente.
Con la OMS 2016, la LMA mas numerosa es la que se asocia a la mutacién NPM1 (26,6%) seguida
de las LMA NOS, con maduracion y la mielomonocitica aguda, ambas con un 10,6%. El porcentaje
de pacientes en cada subgrupo se puede observar en la Tabla 19 (clasificacién de 2001), en la

Tabla 20 (clasificacién de 2008) y en la Tabla 21 (clasificaciéon de 2016).

Tabla 19: Pacientes en cada subgrupo segin la clasificacion OMS 2001

SUBTIPO OMS 2001

LMA con t(8;21)(q22;q22), (AML.1/ETO) 7(2)

LMA con inv(16)(p13q22) o t(16;16)(p13;922), (CBEB/MYH11) 2 (0,6)

LMA con 11q23 (MLL) 1 (0,3)

LMA con displasia multilinea 45 (12,9)
LMA con minima diferenciacion 25 (7,2
LMA sin maduracién 63 (18,1)
LMA con maduracién 54 (15,5)
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Resultados

Leucemia mielomonocitica aguda 78 (22,3)
Leucemia monoblistica/monocitica aguda 57 (16,3)
Leucemia eritroide aguda 12 (3,4)
Leucemia megacarioblastica aguda 51,4

Tabla 20: Pacientes en cada subgrupo segiin la clasificacion OMS 2008

SUBTIPO OMS 2008 N (%)

LMA con t(8;21)(q22;q22.1); RUNXT7-RUNXT7T7 9 (2,6)

LMA con inv(16)(p13.1q22) o t(16;16)(p13.1;q22); CBEEMYH11 12 (3,4)

LMA con t(9;11)(p22;q23); MLLT3-MIL.L 1(0,3)
LMA con t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214 8 (2,3
LMA con inv(3)(q21q26.2) o t(3;3)(q21;q26.2); RPN7-E 111 51,4
LMA con cambios relacionados con mielodisplasia 40 (11,4
LMA con minima diferenciacién 25 (7,1)
LMA sin maduracién 60 (17,1)
LMA con maduracién 50 (14,3)
Leucemia mielomonocitica aguda 67 (19,1)
Leucemia monoblastica/monocitica aguda 56 (16,0)
Leucemia eritroide aguda 12 (3,4)
Leucemia megacarioblastica aguda 5(1,4)

Tabla 21: Pacientes en cada subgrupo segin la clasificacion OMS 2016

SUBTIPO OMS 2016 N (%)

LMA con t(8;21)(q22;q22.1); RUNXT7-RUNXTT7

LMA con inv(16)(p13.1922) o t(16;16)(p13.1;q22); CBFBS-MYH11

LMA con t(9;11)(p21.3;q23.3); MLLT3-KMT2A4

LMA con t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214

LMA con inv(3)(q21.3q26.2) o t(3;3)(q21.3;q26.2); GATA2, MECOM(EV11)
LMA con NPMT mutado

LMA con mutaciones bialélicas de CEBPA

9 (2,6)
12 (3,4)
1(0,3)
8 (2,3)
5(1,4)

93 (26,6)
13 3,7)
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SUBTIPO OMS 2016 N (%)

LMA con cambios relacionados con mielodisplasia 35 (10,0)
LMA con minima diferenciacién 19 (5,4)
LMA sin maduracion 329,1)
LMA con maduracién 37 (10,6)
Leucemia mielomonocitica aguda 37 (10,6)
Leucemia monoblastica/monocitica aguda 36 (10,3)
Leucemia eritroide aguda 8 (2,3

Leucemia megacarioblastica aguda 51,4

En la Figura 10 se compara el porcentaje de pacientes en cada subtipo de LMA segun las
clasificaciones de la OMS 2001, 2008 y 2016, y se muestran los subtipos mas frecuentes de cada una

de ellas.

Figura 10: Subtipos de LNMA mids frecuentes de las clasificaciones OMS 2001, 2008 y 2016

L. mielomonocitica aguda
1%

LMA sin maduracion

18% LMA con mutaciéon NPM1

27%

L. mielomonocitica aguda
19%

. mielomonocitica aguda
22%

LMA con maduracién
11%

LMA sin maduracion
17%

® OMS 2001
® OMS 2008
@ OMS 2016

Nota. Bl grafico representa los subtipos de LMA segun la clasificaciéon de la OMS 2001
(anillo interior), segiin la OMS 2008 (anillo medio) y segun la OMS 2016 (anillo exterior).
El texto y las flechas naranjas muestran los subtipos mas frecuentes segin la OMS 2001,

los verdes segin la OMS 2008 y los azules segin la OMS 2016.
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Con la incorporacién de nuevos marcadores moleculares en la clasificacién de la OMS 2016, 106
pacientes que pertenecian anteriormente a la categorfa de “LMA no clasificadas en otras categorias”
pasan a categorias como la “LMA con mutacién NPM1” y la “LMA con mutacién bialélica CEBPA”.

5.2.3. Presencia de mielodisplasia

En el estudio citomorfolégico de las muestras de médula ésea se observé la presencia de rasgos
displasicos en 45 pacientes (12,7%), que fueron clasificados como “LMA con displasia multilinea”
segun la clasificacion OMS 2001. El resto de pacientes, 308 (87,3%), no tenfan alteraciones
morfolégicas. Comparando las distintas clasificaciones de la OMS, el nimero de casos de la categoria
“LMA con cambios relacionados con la mielodisplasia” (CRMD) ha ido disminuyendo. De tal forma
que, de la de 2001 a la de 2008, se pasé de 45 a 40 casos porque 5 pasaron a la categoria “LMA con
alteraciones citogenéticas recurrentes”, dos t(6;9) y tres t(3;3). Y de los 40 de la de 2008 en la de 2016

habia 35 debido a que 5 casos pasaron a la categoria de “LMA con mutacién NPM1” (Figura 11).

Figura 11: LM.A CRMD segrin la OMS 2001, 2008 y 2016

LMAACR: 5

LMAACR:5

OMS 2001 OMS 2008 OMS 2016

LMA: leucemia mieloide aguda. CRMD: cambios relacionados
con la mielodisplasia. ACR: alteraciones citogenéticas

recurrentes. NPM1: nucleofosmina.

5.2.4. Estudios citogenéticos

Se realizaron 296 estudios citogenéticos al diagnostico (83,8%), el 48% presentaban un cariotipo
normal y el 52% alterado. De los 57 pacientes (16,2%) en los que no estaban disponibles estos
estudios, en 39 no se obtuvieron metafases suficientes y en 18 no se realizé el estudio.

Los reordenamientos AMLT1/ETO, CBES/MYH11 y MLL se detectaron en 11 (3,4%), 13 (4,1%) y

23 (6,9%) pacientes, respectivamente (Figura 12).
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Figura 12: Representacion de los reordenamientos AMI.1/ETO, CBFS/MYHT11 y MIL.L

Reordenado Reordenado Reordenado
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5.2.5. Estudios moleculares

De los genes estudiados en las muestras al diagnéstico, 93 (33,8%) pacientes tenfan la mutacién
NPMT, 78 (23,1%) la mutacién FLT3-ITD y 17 (5,6%) la mutacién bialélica de CEBP.A (Figura 13).
De los 143 pacientes con catiotipo normal, 100 tenfan mutaciones en algunos de los tres genes

estudiados (70%).

Figura 13: Representacion de los genes F1LT'3, NPMT1 y CEBP.A

GenNPM1 GenFLT3 Gen CEBPA

Mutado
5,6%

Mutado
Mutado 23,1%
33,8%

La ratio de FL'I3-ITD estaba disponible en 67 (85,9%) de los 78 mutados, de los que 28 tenfan una
ratio <0,5 y 39 una ratio 20,5. La mediana de la ratio fue de 0,58 (0,03 — 15,17).

En la clasificacién de riesgo de la ELN 2017 se incorpora la ratio de FL'T3-1TD debido a su impacto
prondstico de forma que la mutacién NPM7 es un marcador de buen prondstico en ausencia de la
mutaciéon FLLT3-ITD o cuando FLT3-ITD tiene una ratio inferior a 0,5. Por todo ello, se decidié
analizar la presencia o ausencia de ambas mutaciones y la 7az0. Mas de la mitad de los pacientes, 152
(57,8%), no presentaron ninguna de las dos mutaciones (NPM7-/ FLT3-ITD"). El 20,2% tenfan
NPM1 mutado sin FLT3-ITD (NPM71+ / FLT3-ITD). De los 93 pacientes con la mutacién NPM7
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(NPMT+), 41 asociaban la mutacion FLIT3-ITD (44,1%). Los resultados de las distintas

combinaciones se muestran en la Figura 14.

Figura 14: Estado mutacional de NPM1 y FLT3-ITD con la ratio
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Se analizaron las mutaciones de NPM7 y FLT3-ITD asi como la ratio sélo en los pacientes con
cariotipo normal. EI 40% no presentaron ninguna de las dos mutaciones, el 30,5% sélo tenian NPM7
mutado y el 16,4% tenfan ambos genes mutadas.

5.2.6. Grupos prondsticos

Segun el protocolo LMA-03 del grupo CETLAM, se clasificaron en el grupo de buen pronédstico un
6% (21) de los pacientes, en el intermedio un 19,5% (69) y en el de mal pronéstico un 74,5% (263).
El grupo de riesgo citogenético segin el MRC fue favorable en 19 pacientes (6,4%), intermedio en
210 (70,4%) y adverso en 69 (23,2%). Con la clasificacién de la ELN de 2010, 65 pacientes (22%)
pertenecian al grupo de riesgo favorable, 85 (28,8%) al intermedio-I, 62 (21%) al intermedio-1I y 82
(27,8%) al adverso.

No se pudo clasificar a los pacientes segun la clasificacion de la ELN de 2017 puesto que no tenfan
determinadas las mutaciones RUNXT7, ASXIL.7y TP53.

En la Tabla 22 se muestran los pacientes en cada grupo de riesgo segun las clasificaciones CETLAM,

MRC y ELN2010.
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Tabla 22: Grupos de riesgo segiin las clasificaciones CELTAM, MRC y EI.N2010

CETLAM MRC ELN2010
Grupo N (%) Grupo N (%) Grupo N (%)
Buen pronéstico 21 (6) Favorable 19 (6,4)  Favorable 65 (22)
Pronéstico intermedio 69 (19,5)  Intermedio 210 (70,4)  Intermedio-1 85 (28,8)
Mal pronéstico 263 (74,5  Adverso 69 (23,2)  Intermedio-11 62 (21)
Adverso 82 (27,8)

En la Figura 15 se observa que el grupo de riesgo intermedio fue el mds frecuente tanto con la

clasificacién del MRC como con la de la ELN2010.

Figura 15: Grupos de riesgo segiin las clasificaciones MRC y EI.N2010

Adverso: 69 Adverso: 82

Intermedio: 210
Intermedio-I: 85

Favorable: 65
Favorable: 19

MRC ELN 2010

5.2.7. Tratamiento de la LMA

Tras el diagnostico, 350 pacientes reciben quimioterapia de induccién a la remisién (2 fallecen antes

de recibirla y del otro no se dispone de datos). El 65,4% obtuvieron una respuesta completa con la

QT de induccioén, el 16% una respuesta parcial, el 8,3% refractariedad y un 10,3% fallecieron durante

la misma. El 17,6% recibi6 una QT de reinduccion, obteniendo una respuesta completa el 62,9%. El

73,4% recibié una QT de intensificacién. En la Tabla 23 se resume el tratamiento recibido y la

respuesta alcanzada.
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Tabla 23: Quimioterapia recibida y respuesta alcanzada

Quimioterapia de Induccion

- S 350 (99,4)

- No 2 (0,0)
Respuesta a QT Induccién

- Respuesta completa 229 (65,4)

- Respuesta parcial 56 (16,0)

- Refractariedad 29 (8,3)

- Exitus en induccién 36 (10,3)
Quimioterapia de Reinduccién

- St 62 (17,7)

- No 288 (82,3)
Respuesta a QT Reinduccion

- Remisiéon completa 39 (62,9)

- Refractario 19 (30,6)

- Exitus 4 (6,5)
Quimioterapia de Intensificacion

- S 257 (73,4)

- No 93 (26,6)

QT: quimioterapia.

Se realizaron 173 trasplantes (68 autélogos y 105 alogénicos), de tal forma que en el 59,4% de los
pacientes que recibieron quimioterapia también se hizo un TPH. El donante fue familiar en 70
pacientes (606,7%) y de un donante no emparentado en 35 (33,3%). Se administré un
acondicionamiento mieloablativo a 68 pacientes (64,8%) y no mieloablativo a 37 (35,2%). En la Tabla

24 se muestran las caractetisticas de los trasplantes realizados.

Tabla 24: Caracteristicas de los TPH

N (%)
Tipo de trasplante
- Autdlogo 68 (39,3)
- Alégenico 105 (60,7)

Fuente de progenitores hematopoyéticos
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- Sangtre periférica 151 (87,3)
- Sangre de cordén umbilical 18 (10,4)
- Médula 6sea 4 (2,3)
Tipo de donante

- Familiar 70 (66,7)
- No emparentado 35 (33,3)
Tipo de acondicionamiento

- Mieloablativo 68 (64,8)
- No mieloablativo 37 (35,2)
Situacion de la enfermedad al TPH

- Primera remisién completa 141 (81,4)
- Segunda remision completa 7 (4,1)

- Refractariedad 25 (14,5)

TPH: trasplante de progenitores hematopoyéticos

Segun el protocolo LMA-03 del grupo CETLAM, los pacientes de los grupos pronésticos intermedio
(69) y desfavorable (263) debian recibir un trasplante (autélogo o alogénico). Pero, de esos 332
candidatos a trasplante, solo lo recibieron 173 (51,8%). Los motivos de que 159 pacientes no
recibieran un TPH fueron fallecimiento durante la quimioterapia (57), recaida pre-TPH (29), ausencia
de movilizacién de progenitores hematopoyéticos (20), refractariedad al tratamiento (24),
contraindicacion para el TPH (19) y participacién en un ensayo clinico (3).

5.2.8. Evolucion de la LMA

En un periodo de seguimiento de 8 afios, fallecen 241 pacientes (68,3%). Mas de la mitad, el 52,7%,
fallecen por una recaida o una progresion de la enfermedad. El resto (45,6%) fallece por causas
relacionadas con el tratamiento como las infecciones (54,5%), la toxicidad (32,7%) y la enfermedad

injerto contra receptor (5,4%).

5.3. EXPRESION DEL VEGF-CEN PACIENTES CON LMA

Se estudi6 la expresion del gen IVEGF-C en células mononucleadas de médula 6sea en 353 de los
436 pacientes con LMA (81%) y en 6 donantes sanos, utilizados como controles. Los resultados de
la expresion del IVEGF-C en pacientes con LMA se normalizaron utilizando como calibrador la
media geométrica de la expresion del I'EGF-C en los aspirados de médula de 6sea de los donantes.

Se observa que el rango de expresion del VEGF-C en pacientes con LMA es muy amplio, de 0,03 a
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15885, con una mediana de expresién relativa del gen de 39,1 (rango: 8 — 126,7). En la Figura 16 se
muestra, mediante un histograma, el logaritmo de la expresién del VEFG-C de toda la serie
normalizada segin la media geométrica del logaritmo de la expresion en los aspirados de médula de
6sea de los controles sanos. El 94% de las muestras expresaban niveles del I”’EGF-C superiores a la

media geométrica de las muestras de los controles.

Figura 16: Logaritmo de la expresion del V' EGE-C en pacientes con LM.A
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Nota. La linea roja discontinua sefiala la media geométrica del logaritmo

de la expresion del gen VEGF-C en las muestras de los controles sanos.

5.3.1. Asociacion entre los niveles de expresion del VEGF-C'y las variables clinicas

Para analizar la relacién entre los niveles de expresion del gen IVEGF-C'y las variables categéricas se
utilizé la prueba de suma de rangos de Wilcoxon con correccién de continuidad. No se detectaron
diferencias entre la mediana de expresién del I”EGF-C de los hombres y de las mujeres (p = 0,411).
La mediana de expresion del IVEGF-C en pacientes con un estado funcional bueno (ECOG 0-1)
comparada con los que lo presentaban malo (ECOG 2-4), no mostré diferencias significativas (p =
0,656) (Tabla 25).

El coeficiente de correlacion de Spearman se emple6 para estudiar la relacion entre los niveles del

IVEGF-C'y la edad (variable continua), sin observar ninguna asociacién (#ho = 0,005, p = 0,921).

Tabla 25: Relacion entre niveles de expresion del VEGE-C y variables categdricas

VARIABLE N EXPRESION DEL VEGF-C

Mediana (Q3-Q1)

Sexo Hombre 191 35,7 (104,5) 0,411
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EXPRESION DEL VEGF-C

VARIABLE Mediana (Q3-Q1)
Mujer 162 43,2 (124,3)
Bueno (0-1) 190 46,7 (128)
Estado funcional 0,656
(ECOG) ’
Malo (2-4) 74 46,5 (162,8)

5.3.2. Asociacién entre los niveles de expresion del VEGF-C'y las variables del laboratorio

Para estudiar la asociacién entre los niveles de expresion del I'EGF-C'y las variables del laboratorio

al diagnodstico de la enfermedad, se usé el coeficiente de correlacién de Spearman. Se ha visto una

correlacién positiva entre la expresion del VEGEF-C'y la cifra de plaquetas (rb0 = 0,139, p= 0,010), y

la LDH (rho = 0,118, p= 0,029) (Figura 17). De tal forma que, cuanto mayor es la expresion del gen,

mayor cifra de plaquetas y de LDH.

Figura 17: Relacidn entre la expresion del VEGE-C'y la cifra de plaguetas y de LDH
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Sin embargo, no se ha observado una correlacién con la cifra de hemoglobina, de leucocitos, de

creatinina ni con el porcentaje de blastos en sangre periférica y en médula 6sea (Tabla 26).

Tabla 26: Relacion entre la expresion del VEGEF-C y las variables continnas
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Edad

Hemoglobina

353

339

0,005 0,921

-0.016 0,748
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EXPRESION del VEGF-C

VARIABLE N

Leucocitos 350
Plaquetas 349
Creatinina 330
LDH 342

Blastos en SP 278

Blastos en MO 348

0,068
0,139
0,089
0,118
0,045

-0.072

0,203
0,010*
0,108
0,029*
0,459

0,182

LDH: lactato deshidrogenasa, SP: sangre periférica;

MO: médula 6sea.

< 0,05

La mediana de expresiéon del IVEGEF-C en pacientes con LMA con mielodisplasia fue

significativamente mayor que en los pacientes con otros subtipos de LMA (p = 0,004) (Figura 18).

Figura 18: Asociacion entre la excpresion del V' EGF-C y la mielodisplasia
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5.3.3. Relacion entre los niveles de expresion del VEGF-Cvy marcadores prondsticos

Los pacientes con cariotipo normal presentaron una mediana de expresion del gen significativamente

superior a los que no lo presentaban (p = 0,048) (Figura 19).

99



Resultados

Figura 19: Asociacion entre la excpresion del V' EGE-C y el cariotipo
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No se observaron diferencias significativas en mediana de expresion del ’'EGF-C entre los pacientes
con el reordenamiento MLL y los que no lo presentaban (p = 0,517).

5.3.3.2. Marcadores moleculares

Se estudi6 la asociacion entre los niveles de expresion relativa del VEGF-C y los marcadores

moleculares NPM7, FLT3-ITD y CEBPA. Los valores obtenidos se muestran en la Tabla 27.

Tabla 27: Expresion del VEGE-C segin los marcadores moleculares

EXPRESION DEL VEGF-C

N Mediana (Q3-Q1)
No mutado 182 35,7 (99,1)
NPM1 0,039"
Mutado 93 52,5 (218,8)
No mutado 260 35,7 (149,5)
FLT3-1TD 0,288
Mutado 78 49,0 (163,8)
Ratio <0,5 39 41,1 (103,2)
Ratio FL.T3-ITD 0,654
Ratio 20,5 39 39,1 (195,3)
No mutado 286 39,8 (118,9)
CEBPA 0,019
Mutacién bialélica 17 9,2 (42,5)

p < 0,05
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En los pacientes con la mutacién NPM7, la mediana de expresion del I”’EGF-C fue significativamente

superior a los que no la presentaban (p = 0,039) (Figura 20).

Figura 20: Expresion del VVEGE-C segiin el gen NPMT
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No hubo diferencias significativas en la mediana de expresién del IVEGF-C dependiendo de si los
pacientes presentaban o no la mutacién del gen FLLT3-ITD (p = 0,288). Al estudiar la expresion del
gen segun la ratio de FLT3-1TD, <0,5 o 20,5, tampoco se observaron diferencias significativas (p =
0,351), aunque la mediana de expresién fue mayor en el grupo con la ratio 20,5.

La mediana de expresion del VEGF-C en los pacientes con la mutacion bialélica CEBPA fue

significativamente menor comparada con los que no la tenfan (p = 0,019) (Figura 21).

Figura 21: Expresion del VVEGF-C segiin el gen CEBPA
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5.3.3.2.1. Estado mutacional de NPM1/FLT3-ITD

Se analiz6 mediante el test de Kruskal-Wallis la relacion entre los niveles de expresion del VEGF-C
y el estado mutacional de los genes NPM7 y el estado mutacional y la ratio de FLLT3-ITD. Las
categotias fueron NPM7 mutado (NPM1+) / FLLT3-ITD normal (FLT3-1TD-), NPM7 mutado /
FLT3-ITD mutado con ratio <0,5 (FL.T3-ITD<05), NPM7 mutado / FL.T3-ITD mutado con ratio

>0,5 (FL.T3-ITD*05), NPM1 normal (NPM7-) / FLLT3-ITD normal, NPM7 normal / FL.T3-ITD
mutado con ratio <0,5, NPM1 normal / FLLT3-ITD mutado con ratio 20,5. No se encontraron
diferencias significativas entre los grupos (p = 0,104) (Figura 22) aunque el nivel de expresién fue

mas elevado en las categorias NPM7- / FL.T3-ITD<05 y NPM1- / FL.T3-ITD?05,

Figura 22: Expresion del VEGE-C segiin el estado mutacional de NPM1 y FLT3-ITD
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5.3.3.2.2. Estado mutacional de NPM1/FLT3-ITD en pacientes con cariotipo normal
También se estudi6 la expresion del gen segun el estado mutacional de NPM7 y FLLT3-ITD, pero

s6lo en el subgrupo de pacientes con cariotipo normal, sin observar diferencias significativas (p =
0,123) (Tabla 28). En las categorias NPM7- / FL.T3-ITD<05 y NPM1- / FL.T3-ITD?5 la mediana de

expresion fue mayor que en el resto.
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Tabla 28: Expresiin del gen VEGE-C segiin el estado mutacional en pacientes con cariotipo normal

N

EXPRESION DEL VEGF-C

Mediana (Q3-Q1)

NPMT mutado / FL.T3-ITD normal 39 52,4 (276,1)
NPM1 mutado / FLT3-ITD ratio <0,5 | 13 34,5 (143,1)
NPMT7 mutado / FLT3-ITD ratio 20,5 8 31 (135,8)
0,123
NPMT1 normal / FL.T3-ITD normal 51 43,0 (606)
NPMT normal / FL.T3-ITD ratio <0,5 7 138 (81,9)
NPMT notmal / FLLT3-ITD ratio 20,5 | 10 108,8 (122,4)

Se estudié la expresion del VEGE-C en los grupos prondsticos de las clasificaciones del CETLAM,

del MRC y de la ELN 2010, comparando el riesgo favorable frente al intermedio y adverso. En

general, se ha observado una mayor expresiéon en los grupos prondsticos intermedio y adverso

respecto al grupo favorable.

Primero se agruparon los pacientes del grupo intermedio y mal prondstico segin el protocolo LMA-

03 del grupo CETLAM vy se comparé la mediana de expresion con la del grupo de buen prondstico.

La mediana de expresién del VEGF-C en los pacientes del grupo de buen prondstico fue

significativamente inferior que la de los grupos intermedio y mal pronéstico (p = 0,013) (Figura 23).

Figura 23: Expresion del VEGE-C segiin los grupos prondsticos de CETL.AM
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Segun la clasificacion de riesgo citogenético del MRC, la mediana de expresiéon del V"EGF-C en los

pacientes clasificados en los grupos intermedio y adverso fue significativamente superior a la del

grupo favorable (p= 0,018) (Figura 24).

Figura 24: Expresion del VEGE-C segiin los grupos prondsticos del MRC
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No hubo diferencias significativas en la mediana de expresion del IVEGF-C entre los pacientes

clasificados segun la ELN 2010 y agrupados por grupo favorable frente a los grupos intermedio y

adverso, sin observar diferencias (p = 0,665). También se compar6 el grupo favorable e intermedio-

I frente a intermedio-1I y adverso, sin observar diferencias (p = 0,457) (Tabla 29).

Tabla 29: Expresion del VEGE-C segin los grupos prondsticos y las clasificaciones

EXPRESION del VEGF-C

CLASIFICACION GRUPO DE RIESGO N Mediana (Q3-Q1)
Buen pronéstico 21 7,1 (23,7)
CETLAM 0,013"
Intermedio — mal prondstico 332 429 (120,9)
Favorable 19 7,2 (24,3)
MRC 0,018"
Intermedio - adverso 279 46,3 (131,2)
Favorable 65 31,3 (158,4)
0,665
Intermedio I y II - adverso 229 44,0 (132)
ELN 2010
Favorable — intermedio 1 150 43,7 (135,1)
0,457
Intermedio 1I - adverso 144 40,6 (134,3)
p < 0,05
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5.3.4. Relacion entre los niveles de expresion del VEGF-Cvy la respuesta al tratamiento

En cuanto a la respuesta al tratamiento, no se observaron diferencias significativas en la mediana de
expresion del IV'EGF-Centte en los que alcanzaron o no la remisiéon completa (p = 0,622). Tampoco
hubo diferencias entre los pacientes que fallecieron o no durante la quimioterapia de induccién (p =

0,518).

5.4. EXPRESION DEL VEGF-C Y SU CORRELACION CON VARIABLES
SIGNIFICATIVAS

La expresion de los niveles de I"EGF-C se ha categorizado y se ha realizado un analisis de regresion
logistica para estimar el resultado de los niveles 'EGF-C bajos »s. altos en funcién de las variables
mas significativas, mielodisplasia, grupos prondsticos y marcadores moleculares. Se ha categorizado
en los cuartiles Q1 »5. Q2-Q3-Q4, Q1-Q2 vs. Q3-Q4 (mediana) y Q1-Q2-Q3 »s. Q4.

5.4.1. Mielodisplasia

Tras analizar el resultado de la variable niveles de I"EGF-C bajo #s. alto en funcién de la presencia
de mielodisplasia, el riesgo de tener un nivel de expresion del 'EGF-C alto (Q3-Q4) se multiplica
por 2,56 veces con un intervalo de confianza del 95% de 1,33 a 5,13 en el subtipo de LMA con
mielodisplasia (p = 0,000).

5.4.2. Grupos prondsticos

El grupo de buen pronéstico segin la clasificacion CETLAM fue un factor protector para tener una
expresion alta del I”’/EGF-C frente al grupo de mal pronéstico (p = 0,014), tanto si se estudia con el
modelo Q1 »s. Q2-Q3-Q4 como con Q1-Q2 »s. Q3-Q4.

En la clasificacién de la MRC, el grupo de riesgo favorable fue un factor protector para tener una
expresion alta del ["EGF-C frente al grupo de mal prondstico de forma significativa (p = 0,013), sélo
con el modelo Q1-Q2 »s. Q3-Q4.

En la Tabla 30 se muestran los resultados de los tres grupos pronésticos con las Odd ratio y sus

correspondientes intervalos de confianza al 95%.

Tabla 30: Regresion logistica de los grupos prondsticos en la excpresion de 1VEGF-C

Q1 vs. Q2-Q3-Q4 Q1-Q2 vs. Q3-Q4 Q1-Q2-Q3 vs. Q4

OoDDS . ODDS . OoDDS ,
RATIO 1€ al95% RATIO  ICal95% RATIO 1Cal95%

ZErrHAmHo

Ref. malo »s.

0,32 0,13-0,80  0,014* 0,25 0,07 — 0,69 0,014* 0,66 0,19 - 1,87
bueno

> > >

Ref. malo »s.

. . 1,87 0,96-394 0,081 1,44 0,85 —2,49 0,177 0,72 0,36 — 1,34
intermedio

105

0,476

0,319
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Q1 vs. Q2-Q3-Q4 Q1-Q2 vs. Q3-Q4 Q1-Q2-Q3 vs. Q4
ODDS ODDS ODDS
RATIO I1Cal95% RATIO  ICal95% RATIO 1Cal9%
Refoadversors. 57 g13-104 0050 022 006-067  0,013* 065  017-206 0494
M favorable
R Refiad
c  (etadversours 1,68 0,89 3,12 0,102 0,94 054-1,63 0,838 0,88 048-1,63 0,667
intermedio
Ref. adverso 2. 1,12 053-240 0,761 0,78 0,40-1,49 0450 0,76 037-156 0463
favorable
2
T 0 Refad
Lo ek advemo 186 088-402 0,106 1,23 0,67-228 0499 0,75  038-147 0407
N intermedio-I
0
Ref. adverso os. 0,83 040-1,73 0,616 0,80 041154 0,501 0,69 032143 0,324

>

intermedio-11

Ref.: referencia. IC: intervalo de confianza

p < 0,05

5.4.3. Marcadores moleculares

En el analisis de los marcadores moleculares, el no tener la mutacién NPM7 fue un factor protector
para tener una expresion alta del I"EGF-C de forma significativa (p = 0,044). Ademis, el riesgo de
tener "EGF-C alto (Q2-Q3-Q4) se multiplica por 2,8 si un paciente no tiene la mutaciéon CEBPA (p
= 0,041). En la Tabla 31 se muestran los resultados de los marcadores moleculares con las Odd ratio

y sus correspondientes intervalos de confianza al 95%.

Tabla 31: Regresion logistica de los marcadores moleculares en la expresion de VEGE-C

Q1 vs. Q2-Q3-Q4 Q1-Q2 vs. Q3-Q4 Q1-Q2-Q3 vs. Q4
ODDS . ODDS . ODDS ,
RATIO ICal95% RATIO  ICal95% RATIO  ICal95%
prys  Ref normal 040  037-227 0,950 0,97 044—-211 0938 0,67 030-1,60 0,340
»s. mutado
Nppgg Rt mutado 0,51 026-096  0,044* 0,65 039-107 0,091 0,66 038—-116 0,147
vs. normal
ceppa  Ref-mutado 2,80 1,01-7,59  0,041* 2,37 0,85-7,60 0,114 2,48 0,68 1596 0,236
vs5. normal

Ref.: referencia. IC: intervalo de confianza

p < 0,05
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5.4.4. Analisis multivariable
Se realiz6 un andlisis multivariable con las variables que salieron significativas en el univariable de las
regresiones logisticas y la tinica significativa fue la mutacion CEBPA en Q1 »5. Q2-Q4. Los pacientes

que no tenfan la mutacién tenfan un mayor riesgo de tener unos niveles del I”’EGF-C elevados (p =

0,033) (Tabla 32).

Tabla 32: _Andilisis multivariable

Q1 vs. Q2-Q3-Q4
ODDS
RATIO

IC al 95%

Ref. malo us.
0,42 0,14-127 0,112
bueno
CETLAM
Ref. malo »s.
1,66 0,79 -380 0,204

intermedio

Ref. mutado
NPM1 0,56 0,27 — 1,11 0,108
5. normal

Ref. mutado
CEBPA 3,18 1,06 -9,26  0,033*

5
»s. normal

Ref.: referencia. IC: intervalo de confianza

p < 0,05

5.5. EXPRESION DEL VEGF-C Y SUPERVIVENCIA

Para estudiar la influencia de los niveles de expresion del V'EGF-C en la supervivencia global (SG) y
la supervivencia libre de enfermedad (SLE) se empled el método Kaplan-Meier. La prueba de rangos
logaritmicos (log-rank fes?) se utiliz6 para comparar las curvas de supervivencia entre si. El nivel de
expresion del gen IVEGF-C (variable continua) se categorizé en cuartiles. La mediana de seguimiento
fue de 85 meses (2 — 149).

No se observaron diferencias significativas en la SG y la SLE segun la expresién de IV’EGF-C en

pacientes con LMA (Figura 25).
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Figura 25: Supervivencia global y libre de evento segiin la expresion del VEGE-C en toda la serie
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Nota. Curvas de Kaplan—Meier de la SG (A) y SLE (B) segun la expresion del VEGF-C
categorizada segun la mediana en la serie global. Se muestran los valores de p de la prueba de

rangos logaritmicos (log-rank tes).

Tampoco se observaron diferencias cuando lo estudiamos por subgrupos, segun la presencia o no de
mielodisplasia, segun los grupos pronésticos del CETLAM, el MRC (Figura 26) y la ELN 2010 y,
segun los marcadores moleculares NPM7 y CEBPA.

Figura 26: SG y SLE segin la excpresion del VEGE-C en los grupos CETLAM y MRC
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Nota. Curvas de Kaplan—Meier de la SG (A) y SLE (B) segun la expresiéon del VEGF-C
categorizada segin la mediana en grupos pronodsticos de la clasificacion CETLAM (curvas
izquierdas) y del MRC (curvas derechas). Se muestran los valores de p de la prueba de rangos

logaritmicos (log-rank test).

No se realizé el andlisis multivariable de la supervivencia ya que ninguno de los factores fue

significativo de forma individual.

5.6. EXPRESION DE GENES DE LAS ViAS DE SENALIZACION DEL VEGF-C

5.6.1. Expresion relativa de los genes de las vias de sefializacion del VEGF

Se estudi6 la expresion relativa de 84 genes de las vias sefializacion del 'EGEF en 24 pacientes de la
serie. La expresion de los genes se normalizé utilizando la mediana de la expresion de VEGEF-C en
los pacientes. La expresion del I"EGF-C no estaba aumentada en comparacién con otros genes de
seflalizacion, de forma que el 60% de ellos estaban expresados mds de una orden de magnitud

mientras que s6lo el 20% estaba por debajo (Figura 27).

Figura 27: Expresiin relativa de §4 genes de seializacion del 1VEGF
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Nota. Las cajas representan los percentiles 25 y 75, y la linea hotizontal la mediana.

5.6.2. Expresion de los genes de los ligandos del VEGF

Se analizé la expresion de los genes de varios ligandos del VEGF, V'EGEF-A, VEGEF-B, V'EGF-C,
VEGF-D (FIGF) y VEGF-E (PDGFC). Ninguno de estos ligandos estaba en el mismo nivel de
expresion que el VEGEF-C. Los genes V'EGEF-A, VEGF-E (PDGFC) y IV’EGE-B estaban expresados
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mas de una orden de magnitud que el Y'EGF-C (mediana de 33,7, 39,2 y 72,3, respectivamente). Sin
embargo, la expresion del I'EGF-D (FIGF) estaba por debajo (mediana 0,09).

La expresion de los genes de los cinco receptores, V'EGFR-1 (FLLTT), ’EGFR-2 (KDR), ’/EGFR-3
(FLT4), NRP1 y NRP2 tue similar a la del "'EGF-C.

5.6.3. Correlacion de la expresidon entre genes de los ligandos del VEGF

Con el test de cortelacion de Pearson se estudié la asociacion lineal entre los genes de la familia
IVEGF y ninguno de los genes de los ligandos del I’EGF estudiados se correlacioné con la expresion
del IVEGF-C. Sin embargo, se descubrieron correlaciones positivas entre 'EGF-A y IVEGF-D
(FIGF) (rho = 0,65, p<0,001), y VEGI-By V'EGF-D (FIGF) (rho = 0,54, p <0,01) (Figura 28).

Figura 28: Correlacion y descriptivo de la expresion entre genes de los ligandos del 1VEGE
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5.6.4. Correlacién de la expresion entre genes de los receptores del VEGF

Al estudiar la asociacion lineal entre los genes de los receptores de la familia [’EGF con el test de
correlacion de Pearson, se observé una correlacion positiva entre los receptores I'EGFR-2 (KDR) y
VEGEFR-1 (FLTT) (rho = 0,80, p <0,0001), I'EGFR-2 (KDR) y NRP7 (rbo = 0,89, p <0,0001) y
VEGFR-1 (FLTT) y NRP71 (rho = 0,76, p <0,0001) (Figura 29). Por tanto, existe una correlacién
fuerte en la expresion de los genes de los receptores 'EGFR-7 (FLTT), IV/EGFR-2 (KDR) y NRP7.
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Figura 29: Correlacion y descriptivo de la expresion entre genes de los receptores
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En el analisis conjunto de los genes de los ligandos y los receptores, se observé una correlacién
positiva entre la expresion del V'EGF-Cy los receptores VEGEFR-1 (FLTT) (rho = 0,70, p = 0,0001),
VEGFR-2 (KDR) (rho = 0,56, p = 0,004), I’EGFR-3 (FL'T4) (rho = 0,44, p = 0,03) y NRP7 (rho =
0,64, p = 0,001). La expresion de los genes de los receptores no se correlacion6 con el resto de
ligandos del I”"EGF, a excepcion de una correlacion débil entre NRP7 y VEGE-A (rho = 0,42, p =
0,04) (Figura 30).
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Figura 30: Correlacion y descriptivo de la excpresion entre genes de la familia 1VEGF/TVEGFR
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5.6.5. Correlacién de la expresién de los genes de la familia VEGF/VEGFR

Con respecto al resto de genes de las vias de sefializacién estudiados, se observé correlacion entre el
IVEGF-Cy el gen de la prostaglandina-endoperoxido sintasa 2 (PTGS2) (rbo = 0,635, p = 0,0008). La
expresion de los genes ARNT y AKT3 se correlacionaron con 'EGF-A y IV’EGF-B pero no con
VEGF-C (Figura 31).
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Figura 31: Correlacion de los genes estudiados de la via de serializacion del VEGF
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6. DISCUSION

A pesar de los avances en el conocimiento de los mecanismos de leucemogénesis y de las mejoras en
el tratamiento de la LMA, un porcentaje elevado de pacientes sigue falleciendo por esta enfermedad.
El estudio de las caracteristicas de la enfermedad al diagnéstico es fundamental porque clasifica a los
pacientes en grupos prondsticos para poder adaptar el tratamiento al riesgo de recaida y reducir la
toxicidad. Sin embargo, existe un grupo de pacientes en los que no se detectan alteraciones
citogenéticas o moleculares, o en los que no es posible realizar el estudio cromosémico, y cuya
evolucién es muy heterogénea. Para una estratificaciéon mas precisa de estos pacientes en subgrupos
de riesgo, es necesario encontrar nuevos factores clinicos o bioldgicos que permitan personalizar el
tratamiento, reducir su toxicidad y realizar un seguimiento estrecho de la enfermedad residual medible
(ERM). El aumento de la angiogénesis se postula como uno de los mecanismos fisiopatologicos de
la LMA, contribuyendo al crecimiento de este tipo de tumores, al igual que en los tumores sélidos.
Distintos estudios han demostrado un aumento de la angiogénesis en la médula 6sea de los pacientes
con LMA e incluso un aumento de los niveles plasmaticos zz vitro e in wvivo de citoquinas
proangiogénicas, como el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), secretadas por las células
leucémicas. E1 VEGF es un factor proangiogénico que esta implicado en la angiogénesis tumoral,
actuando como regulador de la proliferacion, supervivencia, angiogénesis y migracién de las células
neoplasicas. Diversos estudios han investigado el significado pronéstico de los niveles de expresion
del VEGF en pacientes con LMA pero, en general, con un nimero pequefio de pacientes y con
distintas técnicas no comparables. Los blastos de la LMA expresan la isoforma VEGF-C y sus
receptores VEGFR-2 (KDR) y VEGFR-3 (FLT4). El papel de la expresién del gen VEGF-C en
pacientes con LMA y su influencia en el desarrollo y en la evolucién de la LMA no esta todavia bien
establecido. Este gen podria servir para clasificar a los pacientes en grupos prondsticos, realizar una
monitorizacién de la ERM y ser una diana terapéutica. Tampoco se conoce bien la implicacién de los
genes de las vias de sefializacion del VEGF en el control del crecimiento de las células leucémicas,
asi como en la transformaciéon de hemopatias malignas en LMA. La interrupcién de estas vias de
sefializacién podtia utilizarse como diana terapéutica para prevenir, tratar o retrasar la transformacion.
En esta tesis doctoral, se han estudiado los niveles de expresion relativa del gen 'EGF-C en una
serie de 353 pacientes menores de 70 afios con LMA de novo tratados homogéneamente y se ha
analizado su relacién con diversas variables clinicas, citogenéticas y moleculares de valor prondstico
establecido. También se ha analizado la influencia de la expresion del gen sobre la evolucién de la
enfermedad. Por otro lado, en 24 pacientes se ha investigado la expresion de 84 genes implicados en
las vias de sefializaciéon del VEGF con el fin de dilucidar qué genes estan relacionados con la
expresion de "EGF-C asi como el grado de dependencia de la expresion entre los genes de la familia

IVEGF/VVEGFR.
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La comparacién de nuestro trabajo con otros publicados es dificil, sobre todo, por la escasez de
estudios sobre este tema, el numero y diferencias en la poblacion, asi como por la forma de analizar
y presentar los datos obtenidos. Sin embargo, la mayotia de nuestros resultados han sido congruentes
con los de otros autores. Ademas, se trata de un estudio exploratorio en el que se pretendfa identificar
un nuevo factor prondstico bioldgico en pacientes con LMA vy, dada la heterogeneidad de esta
neoplasia es posible que dicho factor tenga influencia en el prondstico de un subgrupo de pacientes
y en otros no, y que, por lo tanto, se necesite de un tamafio muestral mayor para poder llegar a
detectar relaciones significativas.

Tras el analisis de las caracteristicas al diagnéstico de la LMA de la poblacién estudiada, cabe sefialar
que no difieren de las descritas previamente por otros grupos. La edad media al diagnéstico, 52 afios,
es similar a la descrita en estudios previos [180]. En el estudio hay un predominio de varones, aunque
sin diferencias significativas, al igual que en el trabajo de Wiernik ez /. (2021), donde analiz6 el efecto
del género en 3546 pacientes diagnosticados de la LMA e incluidos en 10 protocolos del ECOG, con
una proporciéon de mujeres del 43,6 al 60% vy, por tanto, sin diferencias en la distribucién por género
[181]. El estado funcional de la mayoria de los pacientes (72,4%) fue bueno (ECOG 0-1), similar al
estudio de Ostgard e al. (2015) en poblacién danesa con 1247 pacientes con LMA de novo, donde el
81% tenfan un ECOG 0-1 al diagnéstico [180]. Los datos de laboratorio también fueron parecidos a
los de otros estudios [159].

Al analizar los subtipos de LMA segun las clasificaciones de la OMS 2001, 2008 y 2016, se observan
cambios importantes con la aparicién de la de 2016, gracias a la incorporacién de nuevos marcadores
genéticos. En nuestro estudio, 106 pacientes que fueron clasificados en las categorias de “LMA no
clasificadas en otras categorfas” y “LMA con CRMD” segun la OMS 2008, pertenecerian a las
categorias “LMA con mutacion NPM7” y “LLMA con mutacién bialélica CEBPA” en la clasificacién
de la OMS 2016. De tal forma que la mayoria de esos pacientes que estaban en el grupo de riesgo
genético intermedio pasarfan al grupo favorable segiun la ELN 2017, ante la presencia de esos dos
marcadores de buen pronéstico. Hoy en dfa, la implicacién terapéutica de este cambio de grupo es
fundamental puesto que los pacientes recibirfan un tratamiento menos intensivo, minimizando los
efectos adversos del mismo [182].

La presencia de mielodisplasia en el 12,7% de los pacientes fue ligeramente inferior al 24-35%
reportado en la base de datos SEER (programa estadounidense de vigilancia, epidemiologia y
resultados finales) del Instituto Nacional del Cancer [183].

En la mayorfa de los pacientes se realizé el estudio citogenético al diagndstico y casi la mitad
presentaban un cariotipo normal. De éstos, la mitad presentaba una mutacién del gen NPM7, FI.T3-
ITD o de ambos. Papaemmanuil e a/. (2016) estudiaron 1540 pacientes combinando mutaciones
conductoras con datos clinicos y citogenéticos para definir subgrupos genémicos de LMA.

Encontraron que casi la mitad de los pacientes no podian ser clasificados en ninguno de los subgrupos
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citogenéticos o moleculares de la clasificacién de la OMS 2016 a pesar de que el 96% de estos
pacientes tenfa alguna mutacién conductora [184]. De ahf la importancia de hallar nuevos marcadores
para una mejor caracterizacion de la LMA al diagnéstico.

En nuestra serie, la incidencia de mutaciones NPM7 (34%), FLT3-ITD (23%) y CEBPA (6%) fue
similar a otros estudios [32][33]. En los pacientes con catiotipo normal, se detectaron mutaciones en
algunos de estos genes en el 70%, con resultados similares al trabajo de Schlenk e# 4/ (2008) donde
analizaron los datos de 872 pacientes con citogenética normal de cuatro ensayos clinicos y la
incidencia de mutaciones en NPM7, FL.T3-ITD y CEBPA fue del 53% , 31% y 13%, respectivamente
[185]. Los autores destacan la importancia del estudio molecular, ademas del citogenético, en la
respuesta al tratamiento y en la supervivencia de estos pacientes. El tamafio muestral y las técnicas
utilizadas para la determinacién de los marcadores explicarian las diferencias en la incidencia en este
subgrupo con citogenética normal.

Aunque se disponfa de pocos casos, se estudi6 el estado mutacional de NPMT respecto a la ratio de
FLT3-ITD. La combinacién mas frecuente fue NPM7 no mutado y FLT3-ITD alto (20,5), a
diferencia del estudio de Ddhner ef a/. (2020) [186], donde fue NPM T mutadoy FLLT3-ITD alto (20,5).
La distribucién de los grupos de riesgo segin el MRC y la ELN 2010 fue similar a la observada en
otros estudios, con un predominio del grupo de riesgo intermedio [159][187]. El grupo favorable fue
mas numeroso en la clasificacién de la ELN 2010 que en la del MRC, debido a la introduccién de
marcadores moleculares como la mutacién de NPM7 y la bialélica de CEBPA. El grupo adverso
también fue mayor en la ELN 2010 debido a la determinacion de la mutacién FLLT3-1TD. En el caso
del protocolo CETLAM, observamos que se invierten los numeros y el grupo de mal prondstico es
el que predomina. Esto es debido a que este grupo incluifa a los pacientes con insuficientes metafases
o sin estudio citogenético al diagndstico, asi como a los pacientes que requetian 2 ciclos para alcanzar
la remisiéon completa o los que, por citometria de flujo, la enfermedad minima residual tras la
intensificacién era superior al 0,1%. El 16,2% de nuestros pacientes no disponian del estudio
citogenético al diagnostico y el 11,2% necesitaron 2 ciclos de quimioterapia pata alcanzar una primera
remision completa. Ademas, segun dicho protocolo, todos los pacientes con la mutacién FLT3-1TD
se clasificaban en el grupo de mal pronéstico, independientemente de la 70 de FLT3-ITD y del
estado mutacional de NPM7 [188]. Teniendo en cuenta la ratio de FL.T3-ITD y el estado mutacional
de NPM7, mas de la mitad de los pacientes con la mutaciéon FLLT3-ITD hubieran pasado a pertenecer
a los grupos favorable e intermedio (11,7%).

En nuestra serie no se pudo clasificar a los pacientes segun la clasificacion de la ELN de 2017 puesto
que entonces no se realizaban de rutina las mutaciones RUNXT, ASXI.1y TP53.

La tasa de respuesta completa a la quimioterapia de induccidn, la tasa de refractariedad y la tasa de

muerte fueron similares a las de otros estudios [189][190)].
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En cuanto al tratamiento recibido, segin el protocolo LMA-03 del grupo CETLAM, los pacientes de
los grupos prondsticos intermedio y desfavorable debian recibir un trasplante (autélogo o alogénico).
Sin embargo, sélo lo recibieron el 51,8% porque el resto, o fallecié durante la quimioterapia, o fue
refractario a la quimioterapia o recay6 antes del TPH. Las caracteristicas de los trasplantes realizados
son similares a los descritos en la literatura [191].

Durante el periodo de seguimiento de 8 afios, el 68,3% los pacientes fallecen, la mitad por recaida o
por progresion de la enfermedad, y la otra mitad por complicaciones relacionadas con el tratamiento,
principalmente infeccién y toxicidad. Segun la base de datos del SEER [192], la supervivencia relativa
a los 5 afios de estos pacientes es del 29,5%.

Nuestros hallazgos concuerdan con diversos estudios que han demostrado niveles elevados de la
proteina VEGF en pacientes con LMA en diferentes tipos de muestras (plasma [193], sobrenadante
de los blastos [149], lineas celulares [194]) y con distintas técnicas (inmunohistioquimia [195], ELISA
[196], PCR [163]). En nuestro estudio se han utilizado muestras de médula ésea y la PCR como
técnica para cuantificar los niveles de expresién del gen IVEGF-C'y se ha observado un aumento de
la expresion relativa con una media de 40 veces en pacientes con LMA con respecto a los controles
sanos, al igual que en otros estudios [155][154]. Y, aunque el rango de los niveles de expresion del
gen es amplio, el 94% de los pacientes tenfan valores superiores a la media geométrica de las muestras
de los controles. Nuestros analisis se han realizado en base a la expresion relativa del V'EGF-C'y no
en niveles absolutos por lo que, para medir cuantitativamente la expresion en la practica clinica diaria,
serfa necesaria la estandarizacién del método.

Ante el aumento de la expresion del [“’EGF-C en los pacientes con LMA, se estudi6 su relacién con
diversas variables, algunas de valor pronéstico establecido. En las variables clinicas no se observo
una relacion significativa entre los niveles de expresion del gen y la edad, el sexo o el estado funcional
(ECOG) del paciente. En cambio, si que se ha visto una correlacioén entre la expresion del gen y la
cifra de plaquetas y de LDH al diagnéstico. De tal forma que, cuanto mayor es la expresion del gen,
mayor cifra de plaquetas y de LDH. Zhang ¢# a/. (2020) encontraron una asociacion entre niveles
bajos de plaquetas y una mayor SG y SLE en pacientes con LMA de riesgo intermedio [197], por lo
que niveles elevados podrian asociarse a una menor supervivencia. La LDH es un marcador de la
carga tumoral y un factor pronéstico adverso independiente [198] y su aumento se ha relacionado
con un aumento de la vascularizacion de la médula 6sea en pacientes con LMA [199], al igual que el
gen IVEGF-C.

La expresion del IVEGE-C fue significativamente mayor en las muestras de pacientes con LMA con
mielodisplasia (p = 0,004). El impacto prondstico de los rasgos displasicos en la LMA es un tema
controvertido. Mientras algunos autores sostienen que la presencia aislada de displasia en las LMA

no tiene significado pronoéstico [200], otros afirman que predice una menor respuesta al tratamiento

[201]. La categorfa “LMA con CRMD” de la OMS 2016 engloba a pacientes con 220% de blastos y

120



Discusion

displasia multilinea en 250% de 22 lineas en ausencia de las mutaciones NPM7 y bialélica de CEBPA,
con antecedentes de una neoplasia hematologica (SMD, NMP) o con alteraciones citogenéticas
relacionadas con el SMD. De modo que, en ausencia de las mutaciones NPM7 y bialélica de CEBPA,
este subtipo de LMA se suele asociar a un peor pronéstico [202][203]. Por otra parte, con la nueva
clasificacion de la OMS de 2016, muchos casos de “LMA con CRMD” son asumidos por las
categorias “LMA con mutacién NPM7” y “LMA con mutacién bialélica de CEBPA”, sin que la
displasia tenga un efecto adverso [204][205][206]. Con la apariciéon de nuevos marcadores
citogenéticos y moleculares, el numero de casos en la categoria de “LMA con CRMD” ha ido
disminuyendo segun las distintas clasificaciones de la OMS. De hecho, en nuestro estudio se pasé de
45 casos segin la OMS 2001 a 35 segtn la de 2016. Esto tendrfa una implicacién prondstica en cinco
de los casos que pasatian del grupo citogenético intermedio (catiotipo normal) al favorable, segin la
ELN 2010, puesto que presentaban una “LMA con mutacién NPM7” segin la OMS 2016 vy, por
tanto, hubieran recibido un tratamiento menos agresivo. Hstos cinco pacientes alcanzaron una
remisién completa con la quimioterapia de induccidn, que se mantenia en el momento del analisis del
estudio. La presencia de la mutacién del gen ASXI.7 se suele asociar con mielodisplasia [36] y
confiere un pronéstico adverso [207]. Si en nuestro estudio se hubiera determinado esta mutacion,
los pacientes con “LMA con CRMD” clasificados en el grupo de riesgo intermedio (ELN 2010) que
tuviesen dicha mutacién se hubieran clasificado en grupo de riesgo adverso segin la ELN 2017.

Por todo ello, la presencia de unos niveles altos del I”’EGF-C en pacientes con mielodisplasia podria
distinguir un subgrupo de pacientes con peor prondstico, especialmente en aquellos sin alteraciones
citogenéticas o moleculares, y en los que se podrian utilizar estrategias terapéuticas mas agresivas.
En un estudio de Cho ¢z a/. (2020) [196] en muestras de médula ésea de pacientes con LMA, SMD y
NMP se cuantificaron los niveles de VEGF mediante un inmunoensayo y un ELISA sin observar
diferencias significativas entre éstos y los controles. A diferencia de nuestro estudio, los niveles del
VEGTF fueron estadisticamente inferiores en los pacientes con LMA y SMD respecto a los que tenfan
NMP, aunque el método de deteccién fue diferente.

La mediana de expresion del gen fue superior de forma significativa en pacientes con cariotipo normal
(p = 0,048). El aumento de la expresion del gen VEGF-C como factor prondstico adverso setia
especialmente interesante dada la heterogeneidad de este subgrupo de pacientes [208].

Tras el analisis de la expresion en los marcadores moleculares, en los pacientes con la mutacion NPM7
los niveles del gen fueron mayores que en los carecian de la mutaciéon (p = 0,039). La asociacién de
niveles elevados del IV"EGF-C con la mutacion NPM7, un marcador de buen prondstico, podria
explicarse porque las mutaciones NPM7 estan asociadas a un aumento de la cifra de blastos en médula
6sea asf como a una mayor infiltracién extramedular [209]. Ademds, la presencia de esta mutacién

estimula la invasion, adhesién y migracion de lineas celulares leucémicas [210].
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Los pacientes con la mutacién bialélica de CEBP.A presentaban menores niveles de expresion del gen
VEGF-C (p = 0,019), en relacién al buen prondstico de este marcador.

Los niveles de expresion segin la presencia o no de la mutacién FLLT3-ITD no mostraron diferencias
significativas (p = 0,288), al igual en el estudio de De Jonge e a/ (2010) [163]. A pesar de que
disponfamos de pocos datos, debido al impacto prondstico de la ratio de FLLT3-ITD, decidimos
estudiar la expresién del VEGE-C segun el estado mutacional de NPM7 y la ratio de FLT3-1TD. El
nivel de expresion fue mas elevado en las categotias NPM1-/FLT3-1TD<05 y NPM7-/ FL.T3-ITD03,
aunque las diferencias no fueron significativas (p = 0,104). Al analizar la expresion del gen segun la
ratio de FLT3-ITD, <0,5 o0 20,5, tampoco se observaron diferencias significativas (p = 0,351), aunque

la mediana de expresion fue mayor en el grupo con la ratio 20,5.

También se estudio la expresion del gen segun el estado mutacional de NPM7 y la ratio de FLT3-1TD
pero sélo en el subgrupo de pacientes con cariotipo normal sin observar diferencias significativas (p
= 0,123). Sin embargo, cabe destacar que la mediana de expresion fue mayor en las categorias NPM7-
/ FLT3-ITD<05 y NPM7- / FL.T3-ITD*05, 1a de peor prondstico.

En cuanto a los grupos prondsticos, en general, se han observado niveles de expresion del V'EGF-C
mas bajos en los pacientes del grupo de riesgo favorable y mas elevados en los grupos intermedio y
desfavorable. Estos resultados serfan consistentes con la hipotesis de que los niveles de expresion del
IVEGF-C elevados setfan un marcador prondstico adverso.

En cuanto a los niveles de I’EGF-C en los grupos pronésticos de las diferentes clasificaciones, la del
CETLAM es con la que mayor asociacion tuvo. De tal forma que, los pacientes de riesgo favorable,
tuvieron seis veces menor expresion del gen que los de prondéstico intermedio y adverso (p = 0,013).
Otras clasificaciones, como la del MRC también tuvo resultados similares con significado estadistico
(p = 0,018). Para el estudio de los grupos de la clasificacién de la ELN 2010, se agruparon en favorable
e intermedio-I »s. intermedio-11 y adverso, asi como en favorable e intermedios 1 y II »s. adverso, sin
encontrar diferencias significativas entre los niveles del gen y los distintos grupos (p = 0,457 y p =
0,665, respectivamente). Esto podtia explicarse por la incorporaciéon de diversos marcadores
moleculares en la clasificacion de la ELN, a diferencia de la de CETLAM, que sdlo incluye los genes
MLLy FLT3-ITD, y la del MRC, que se basa sélo en la citogenética.

En nuestro estudio, no se observaron diferencias significativas en la mediana de expresion del IVEGF-
C entre en los que alcanzaron o no la remisiéon completa, aunque con una tendencia a presentar
menores niveles en los que la alcanzaban. Padro ez a/. (2002) estudiaron la expresiéon del VEGF por
técnicas inmunohistoquimicas en muestras de médula 6sea de pacientes con LMA y vieron que no
predecia los resultados ni en términos de respuesta completa ni de SLE [195]. Lee ez a/ (2018)
analizaron el valor predictivo de la expresion del V'EGF-C para alcanzar una respuesta completa en
pacientes diagnosticados de LMA y compararon los niveles de expresién al diagnéstico, cuando

alcanzaban una RC y cuando estaban en recaida o eran refractarios. No hubo diferencias significativas
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aunque observaron una tendencia a presentar menores niveles en los alcanzaban una RC respecto a
los otros dos grupos [159]. Sin embargo, Aguayo e al. (2002) estudiaron mediante un ELISA los
niveles de VEGF en plasma de pacientes con LMA y observaron una correlacién entre niveles
elevados al diagnéstico y menores tasas de remision completa y de SG [193]. A diferencia de nuestro
estudio, la determinaciéon del VEGF fue en plasma mediante un ELISA y no en médula ésea por
PCR. De Jonge ¢# al. (2008) observaron que unos niveles de expresion del VEGF-C elevados en
células blasticas se asociaban con un aumento de la resistencia 7z vitro a farmacos habituales para el
tratamiento de la LMA como la fludarabina, la daunorubicina y el etopdsido [160], lo que apoyaria la
relaciéon entre una expresion elevada del I’'EGF-Cly la resistencia a la quimioterapia. Dias ez a/. (2002)
demostraron el efecto protector del VEGF-C frente a la quimioterapia con daunorubicina, etopésido
y Ara-C en lineas celulares leucémicas [158]. Las células endoteliales liberan VEGF-C como respuesta
al estimulo de las citoquinas inducidas por los blastos. Estos hallazgos orientan a que el VEGF-C
induce la supervivencia células leucémicas. De tal forma que un aumento de la produccion del VEGF-
C podria resultar en un aumento de la proliferacion de las células leucémicas y una mayor resistencia
a la quimioterapia. Todo esto sugiere que el VEGF-C es un factor pronéstico adverso independiente
en pacientes con LMA. Por ello, aunque el papel de terapias inhibidoras de la produccién del VEGF-
C en la LMA todavia no esta claro, deberfan tenerse en cuenta para el tratamiento de determinados
subgrupos de LAM.

Clasicamente, los estudios sobre el tratamiento de la leucemia se centraban en las células leucémicas,
sin embargo, se ha visto que el microambiente medular juega un papel fundamental en la regulacién
de la hemopoyesis. En un estudio de Lee ¢z a/. (2018) se estudié la poblacién de células inmunes del
microambiente medular de pacientes con LMA. En los pacientes con niveles altos de 'EGF-C
observaron una tendencia a tener un menor numero de células NK y CD8+, sugiriendo que el
IVEGF-C podtia tener un papel como biomarcador y diana terapéutica en el microambiente medular
de pacientes con LMA [159]. Es necesario, por tanto, estudiar este microambiente para una mejor
comprension de la fisiopatologia de la enfermedad, asf como para encontrar nuevas terapias.
Mediante el analisis de regresion logistica se estimé el resultado de los niveles ["'EGF-C en funcién
de las variables mas relevantes, mielodisplasia, grupos pronésticos y marcadores moleculares. El
impacto pronostico de los rasgos displasicos en la LMA es un tema controvertido, aunque en ausencia
de las mutaciones NPM7 y bialélica de CEBPA, este subtipo de LMA se suele asociar a un peor
pronéstico. En nuestro estudio, la mielodisplasia es un factor de riesgo para tener unos niveles altos
de expresion del VEGF-C (p = 0,006) que distingue un subgrupo de pacientes con pronodstico
desfavorable y en los que se podrian utilizar estrategias terapéuticas mas agresivas. Al estudiar los
grupos pronosticos, el grupo de buen prondstico segin la clasificacion CETLAM fue un factor
protector para tener una expresion alta del I”’EGF-C frente al grupo de mal pronéstico (p = 0,014).

También en la clasificacion de la MRC el grupo de riesgo favorable fue un factor protector para tener
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una expresion alta del IVEGF-C frente al grupo de mal pronéstico (p = 0,013). No hubo diferencias
significativas entre los grupos pronésticos segin ELN 2010, probablemente debido a, entre otros
factores, la asociacién que observamos entre la mutacion NMP7 (grupo favorable) y niveles elevados
del VEGF-C.

En el analisis de los marcadores moleculares, el riesgo de tener IVEGF-C alto se multiplicaba por 2,8
si el paciente no tenfa la mutacién CEBPA (p = 0,041).

En nuestro estudio no encontramos una asociacion entre la expresion del IV’'EGF-C'y la supervivencia
global (SG) y la supervivencia libre de enfermedad (SLE), ni de forma global ni por subgrupos, segun
la presencia o no de mielodisplasia, segun los grupos pronésticos del CETLAM, el MRC y la ELN
2010 y, segun los marcadores moleculares NPM7 y CEBPA. Sin embargo, unos niveles altos del
IVEGF-C se han asociado a una menor SG y SLE en otros trabajos (12)[211]. Aguayo et al. (12)
vieron que habia una relacién entre los niveles elevados de I”’EGEFE en los blastos y una menor SG y
SLE en pacientes con LMA. No encontraron una relacién entre los niveles del [’EGF y la edad, el
estado funcional, la cifra de leucocitos y de blastos, la citogenética o el antecedente de una neoplasia
hematolégica. De Jonge ¢ a/. (2010) estudiaron 525 pacientes adultos con LMA donde los niveles de
expresion altos del I”EGF-C se asociaron a una menor tasa de respuesta completa y a una menor SG
y SLE [163]. Se compararon las caractetisticas de los pacientes dependiendo de si presentaban niveles
bajos o altos del gen y no encontraron diferencias significativas entre las caracterfsticas clinicas, los
distintos grupos prondsticos citogenéticos y los marcadores moleculares (NPM7, FLT3-ITD vy
CEBPA). Las razones de estas diferencias entre los estudios podrian ser el tipo de analisis estadistico
empleado y el menor tamafio muestral de nuestro estudio.

En el contexto del TPH, la enfermedad injerto contra receptor puede verse afectada por las vias de
sefializacion del VEGEF e influir en el pronéstico. Se han asociado niveles bajos de VEGF tras el
TPH con mayor severidad de la enfermedad injerto contra receptor y con una mortalidad no
relacionada con la recaida [212]. Por lo tanto, en este contexto, la expresion del VEGF tendria un
efecto opuesto en la supervivencia [213].

Tras analizar la expresion de 84 genes implicados en la sefializacién del IVEGF en 24 pacientes se ha
observado que la expresion del "EGF-C no estaba aumentada en comparacion con otros genes de
sefializacion. Los datos muestran que el 60% de los genes de las vias de sefializacion del ’'EGF tienen
mayores niveles de expresion que el Y'EGF-C de tal forma que ninguno de los otros ligandos del
IVEGF estaba en el mismo nivel de expresion que el ’'EGF-C.

Las interacciones entre los miembros de la via de sefializacion del IVEGE son complejas, ya que los
diferentes miembros y los diferentes ligandos interactian entre si modulando su sefializaciéon de
manera sinérgica y en ciertos casos, antagonica.

En el estudio la expresion de los genes de los ligandos V'EGEF-A4, el VEGF-By el IV’EGF-E (PDGFC)

fue mayor que la del I"EGF-C. Se han descubierto ciertas correlaciones positivas entre "'EGF-A'y
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VEGF-D (FIGF), y VEGF-By V'EGF-D (FIGF). Y, aunque la contribucién especifica de cada uno
de los miembros de la familia VEGF no se ha definido todavia, la correlacion detectada entre I'EGF-
Ay VEGF-D (FIGF) podria estar relacionada con que ambos genes inducen la proliferacion de las
células endoteliales.

Por otro lado, el I’'EGF-C fue el tnico ligando que se expresé en el mismo rango que los genes de
los receptores I'EGFR-7 (FLTT), IVEGFR-2 (KDR), V'EGFR-3 (FLT4), NRP1 y NRP2. De hecho
se observé una correlacién fuerte entre la expresion de este gen y VEGFR-7 (FLTT), VEGFR-2
(KDR) y NRPT, receptores implicados en la angiogénesis, vasculogénesis, proliferacién y migracion
celular en la LMA [214][128]. En el estudio de De Jonge (2010) los genes I"EGFR-2 (KDR) y NRP7
estaban mas elevados en el subgrupo de pacientes con niveles altos de IV'EGF-C [163]. Padt6 ez 4.
(2002) estudiaron la expresion del receptor VEGFR-2 por técnicas inmunohistoquimicas en
muestras de médula 6sea de pacientes con LMA vy, los que alcanzaban una respuesta completa,
normalizaban los niveles del VEGFR-2 [195]. Lu et al. (2008) demostraron niveles elevados del gen
NRP7 en muestras de sangre periférica y de médula 6sea de pacientes con LMA, y que NRP7?
promovia la proliferacién y quimiotaxis de las células leucémicas en respuesta al VEGF [215]. Todos
estos datos sugieren la importancia de la expresién elevada del IVEGEF-C y sus receptores en la
fisiopatologfa de la LMA.

En el resto de genes de las vias de sefializacién estudiados se observé correlacion entre el 'EGH-C
y el gen de la prostaglandina-endoperdxido sintasa 2 (PTGS2). Este gen codifica la enzima
ciclooxigenasa-2 (COX-2), que aumenta la angiogénesis y el crecimiento tumoral. La sobreexpresion
de COX-2 se ha asociado con un aumento de la densidad microvascular y de la expresién de proteinas
VEGTF en tumores de cabeza y cuello y otros tumores, y es un indicador de mal pronéstico [216]. La
expresion de los genes ARNT y AKT3 se correlacionaron con V'EGF-4 y I”EGF-B pero no con
IVEGEF-C. El gen AKT3 codifica proteinas involucradas en la via de sefializacion PI3K-AKT-mTOR.
La sefializacién de PI3K también controla la angiogénesis, el crecimiento, la proliferacién, la
senescencia y otros procesos, a través de mecanismos como la activacion transcripcional del VEGF.
Koistinen e al. (2001) estudiaron el papel de la via de sefializacién del VEGF en el control del
crecimiento de las células leucémicas de lineas celulares y de pacientes con LMA, y vieron que se
producia un descenso de la actividad de las vias PI3K y Akt cuando se inhibian VEGF y el receptor
VEGFR-2 (KDR) [217]. Dada la contribuciéon de la via de sefializaciéon del IVEGE a través del
receptor VEGFR-2 a la angiogénesis tumoral, la inhibicién de este receptor podria ser una diana
terapéutica en estos pacientes. De hecho, se han realizado varios estudios con SU5416, un inhibidor
del receptor VEGFR-2, en pacientes con LMA refractaria [218][167].

Ademis, la via de seflalizaciéon del "EGF también podtria ser una de las responsables de la
transformacién de ciertas hemopatias malignas en LMA y una diana terapéutica para prevenir o

demorar la transformaciéon. En un estudio de Gurashi e a/. (2021), se ha observado un aumento de
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expresion de las vias de sefializacién del VEGE en las muestras de médula ésea de pacientes con
LMA secundaria a una leucemia mielomonocitica crénica (LMMC) respecto a las muestras al
diagnostico de la LMMC [219].

Todos estos hallazgos muestran la posibilidad de utilizar la interrupcion de las vias de sefializacion
del IVEGF como diana terapéutica en pacientes con LMA y otras hemopatias malignas.

Nuestro estudio muestra por primera vez una asociacioén entre niveles altos de expresion del 'EGE-
C'y la presencia de mielodisplasia. También se ha detectado una asociacién entre los niveles de
expresion del gen y otros factores prondsticos, como los grupos de riesgo genéticos y algunos
marcadores moleculares. Se observé que el grupo de riesgo favorable segun la clasificacion
citogenética del MRC era un factor protector para tener una expresion alta del VEGF-C'y que el
riesgo de tener una expresion alta se multiplicaba por 2,8 si un paciente no tenfa la mutacién CEBPA.
Por tanto, con este estudio se aportan nuevos datos y se amplia el conocimiento sobre el papel del
gen IVEGF-C en la LMA, aunque se deberfa ampliar el numero de estudios moleculares en nuestra
serie para poder relacionar el grupo prondstico de la ELN2017 con los niveles del I’'EGF-C. Ademas,
son necesarios mas estudios con un mayor nimero de pacientes para poder a establecer el papel de

la expresion del ”EGF-C en la respuesta al tratamiento y en la supervivencia.
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7. CONCLUSIONES

1. Los niveles de expresiéon relativa del gen I"EGF-C en médula 6sea de pacientes adultos
diagnosticados de leucemia mieloide aguda son superiores a los de las muestras de los controles sanos.
2. No se ha observado una asociacién entre la mediana de expresion del gen VEGF-C'y las variables
demograficas y clinicas estudiadas. Tampoco se ha establecido una relacién con la respuesta al
tratamiento intensivo de la LMA en pacientes menores de 70 afios.

3. Se ha detectado una correlacién positiva entre la expresion del V"EGF-C'y la cifra de plaquetas y
de LDH de forma que, cuanto mayor es la expresion del gen, mayor es la cifra de plaquetas y de
LDH.

4. Los pacientes con LMA con mielodisplasia presentan mayor expresion del 'EGF-C. Asimismo,
los pacientes con cariotipo normal tienen una mediana de expresion del gen significativamente
superior, hallazgo de especial interés en este grupo tan heterogéneo.

5. La presencia de la mutacién bialélica de CEBPA fue un factor protector para tener una expresion
alta del gen, en relacion al buen prondstico de este marcador. Los pacientes con LMA con mutacién
NPM1 asi como los pacientes con la combinacién NPM7-/FLT3-ITD* con o sin citogenética
normal, mostraron niveles mas elevados del gen.

6. El riesgo de tener un nivel de expresion del ”’EGEF-C alto fue mayor en los pacientes con variables
de significado pronéstico adverso, como la LMA con mielodisplasia y los grupos de riesgo adverso
segun CETLAM y MRC. Por ello, la presencia de unos niveles altos del gen permitirfa distinguir un
subgrupo de pacientes con peor pronodstico en los que se podrian utilizar estrategias terapéuticas mas
agresivas.

7. No se ha encontrado una asociacién entre los niveles de expresion del VEGF-C y la tasa de
respuesta completa, aunque con una tendencia a presentar menores niveles en los que la alcanzaban.
Tampoco ha habido una relacién con la supervivencia libre de enfermedad o con la supervivencia
global, ni en el analisis global ni por subgrupos.

8. La expresion de la mayoria de los genes implicados en las vias de sefializacion del VEGFE fue
superior a la del I"EGF-C. Se observé una correlaciéon entre el V'EGF-C'y el gen de la PTGS2, que
participa en la angiogénesis y el crecimiento tumoral, asi como entre el 'EGF-Cy los genes de los
receptores 'EGFR-1 (FLT7), V'EGFR-2 (KDR), VEGFR-3 (FL1T4) y NRP7, implicados en la
angiogénesis, vasculogénesis, proliferacion y migracion celular en la LMA. La inhibicién de estos

receptores podria ser una diana terapéutica en pacientes con LMA.
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8. ANEXOS

8.1. Dictamen del CEIm

AGENCIA
VALENCIANA
DE SALUT

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA DEL HOSPITAL CLINIC
UNIVERSITARI DE VALENCIA

D. Manuel Labiés Gémez, Secretario del Comité Etico de Investigacién Clinica del Hospital Clinic
Universitari de Valencia

CERTIFICA

Que en este Comité, en su reunidon de ordinaria de fecha 28 de abril de 2011, y segun consta en el
acta de la misma, se han analizado los aspectos éticos y cientificos relacionados al proyecto de
investigacién que lleva por titulo:

Estudio del significado pronéstico de la expresion de VEGF en pacientes con leucemia
aguda mieloblastica

Que sera llevado a cabo en el Servicio de Oncologia y cuyo investigador principal es la Dra. Mar
Tormo Diaz, acordando que reune las caracteristicas adecuadas referentes a informacién a los
pacientes y cumplimiento de los criterios éticos para la investigacion meédica y biomeédica
establecidos en la Declaracién de Helsinki (Junio 1964, Helsinki, Finlandia) de la Asamblea
Médica Mundial, y sus revisiones (Octubre 1975, Tokio, Japén), (Octubre 1983, Venecia, Italia),
(Septiembre 1989, Hong Kong), (Octubre 1996, Somerset West, Sudafrica), (Octubre 2000,
Edimburgo) y (Octubre 2008 Seul, Corea) en la Declaracién Universal sobre el Genoma
Humano y los Derechos del Hombre de la UNESCO y los acuerdos del Protocolo Adicional
del Consejo de Europa para la proteccién de los Derechos del Hombre y de la dignidad del
ser humano frente a la aplicaciones de la biologia y de la medicina (Paris 12-1-1998,
ratificado el 23-7-1999).

Lo que certifico a efectos oportunos de la Convocatoria de Ayudas de Proyectos de Investigacion
en Salud.

Valencia, 28 d

Fdo. : Dr. D. Mapuel Labiés Goémez
Secretario de| €omité Etico de Investigacion Clinica

Volver
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HOSPITAL
ClLivc AGENCIA VALENCIANA DE SALUT
UNIVERSITARL

Hospital Clinic Universitari de Valéncia

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

“Estudio del significado prondstico de la expresién del VEGF-C y genes
TiTULO DEL ESTUDIO implicados en las vias de sefializacion del VEGF en pacientes con leucemia
mieloide aguda”

INVESTIGADOR PRINCIPAL | Dra. M. Tormo

SERVICIO Hematologia

CENTRO Hospital Clinico Universitario de Valencia

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio de investigacion en el que se le invita a participar. El
estudio ha sido aprobado por el Comité de Etica de la Investigacién de su centro, de acuerdo a la legislacién
vigente, Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacién biomédica.

Nuestra intencion es que usted reciba la informacion correcta y suficiente para que pueda decidir si acepta o
no participar en este estudio. Lea esta hoja de informacién con atencion y nosotros le aclararemos las dudas
que le puedan surgir. Ademas, puede consultar con las personas que considere oportuno.

Asi mismo, podra solicitar cualquier explicaciéon que desee sobre cualquier aspecto del estudio y sus
implicaciones a lo largo del mismo contactando con el investigador principal del proyecto, por la Dr. Tormo en
el teléfono 96 1973838.

1. PARTICIPACION VOLUNTARIA

Le invitamos a participar en el estudio porque ha sido diagnosticado de una leucemia mieloide aguda (LMA).
Su participacion en este estudio es voluntaria y que puede decidir NO participar. Si decide participar, puede
cambiar su decision y retirar el consentimiento en cualquier momento, sin que por ello se altere la relacién
con su médico ni se produzca perjuicio alguno en su atencion sanitaria.

2. JUSTIFICACION Y OBJETIVO DEL ESTUDIO

La leucemia mieloide aguda (LMA) es una enfermedad maligna resultante de la proliferacién incontrolada de
los blastos mieloides en la médula 6sea o en otros tejidos. A pesar de los avances realizados en la comprension
de los mecanismos por los cuales se produce una LAM y de las mejoras en el tratamiento, un porcentaje
elevado de los pacientes siguen falleciendo como consecuencia de esta enfermedad. Por ello, es necesario
encontrar nuevas estrategias terapéuticas que permitan mejorar los resultados del tratamiento mediante la
identificacion de determinados factores clinicos o biolégicos que ayuden a estratificar a los pacientes segtn
su riesgo de recaida. Uno de los factores prondsticos mas importantes en los pacientes con LAM son las
alteraciones cromosomicas de las células leucémicas. Sin embargo, entre un 30 y un 50% de los pacientes con
LAM no tienen alteraciones en el cariotipo constituyendo un grupo muy heterogéneo desde el punto de vista
pronéstico. En los dltimos 10 afios, se han detectado varias alteraciones moleculares de significado pronéstico
establecido y que se tienen en cuenta a la hora de decidir el tratamiento mas adecuado. A pesar de estos
marcadores prondsticos, sigue habiendo un subgrupo de pacientes con citogenética normal que no presentan
ninguna de estas alteraciones moleculares en los que el prondstico es incierto.

La angiogénesis tumoral es un proceso muy complejo y dinamico regulado por numerosas moléculas que
influyen de manera clara en el desarrollo y metastatizacion de numerosos tumores. Sin embargo, el papel de
la angiogénesis en las neoplasias hematoldgicas en general, y en las leucemias agudas en particular, no esta
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claramente establecido. Una de las vias mas importantes en la regulacion de la angiogénesis es el factor de
crecimiento endotelial vascular C (VEGF-C).

Por todos estos antecedentes consideramos que el estudio de la expresion de este gen y otros genes
implicados en sus diferentes vias de sefializacion intracelular puede resultar de enorme interés para conocer
mejor el prondstico y los mecanismos de resistencia de las células leucémicas de los pacientes con LMA.

El objetivo de este estudio es conocer si el aumento de la expresién del gen VEGF-C en los blastos procedentes
de pacientes diagnosticados de una LAM constituye un factor pronéstico independientemente. Asi, con un
sencillo analisis genético, podriamos seleccionar aquellos pacientes de peor prondstico que podrian
beneficiarse de un tratamiento mas intensivo. El estudio de los genes implicados en las vias de sefializacion
intracelular de la angiogénesis permitiria profundizar en los mecanismos que influyen en la desarrollo y
resistencia de los blastos leucémicos y serviria de base para la investigacion de nuevos farmacos diana en el
tratamiento de las leucemias agudas.

3. DESCRIPCION DEL ESTUDIO

Se le solicita permiso para utilizar con fines cientificos muestras de sangre periférica y de médula odsea. La
participacién en el presente proyecto no influye ni modifica el tratamiento que esté recibiendo para la
leucemia.

4. ACTIVIDADES DEL ESTUDIO
El estudio no conlleva exploraciones complementarias, analisis ni visitas extraordinarias.

5. RIESGOS Y MOLESTIAS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION EN EL ESTUDIO
No se prevé ningun riesgo adicional para usted ya que utilizaremos para el estudio una pequefia parte de las
muestras que le fueron extraidas al diagnostico de la enfermedad.

6. POSIBLES BENEFICIOS
Es muy posible que usted no obtenga ningtin beneficio para su salud por participar en este estudio, pero podra
ayudar a conocer mejor su enfermedad y mejorar el pronostico y el tratamiento de futuros pacientes.

7. PROTECCION DE DATOS PERSONALES

Elinvestigador y el centro son responsables respectivamente del tratamiento de sus datos y se comprometen
a cumplir con la normativa de proteccion de datos, la Ley Organica 15/1999, de 12 de diciembre, de Proteccién
de Datos de Caracter Personal.

Todos sus datos, asi como toda la informacion médica relacionada con su enfermedad seran tratados con
absoluta confidencialidad por parte del personal encargado de la investigacion. Ademas, si los resultados del
estudio fueran susceptibles de publicacion en revistas cientificas, en ninglin momento se proporcionaran
datos personales de los pacientes que han colaborado en esta investigacidn.

El acceso a su informacién personal identificada quedara restringido al médico del estudio/colaboradores,
autoridades competentes y al Comité de Etica de la Investigacién, cuando lo precisen para comprobar los datos

y procedimientos del estudio, pero siempre manteniendo la confidencialidad de los mismos de acuerdo a la
legislacion vigente.
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De acuerdo a lo que establece la legislacion de proteccion de datos, usted puede ejercer los derechos a
acceder, rectificar o cancelar sus datos contactando con el investigador principal de este estudio. Si usted
decide retirar el consentimiento para participar en este estudio, ninguin dato nuevo sera afiadido a la base de
datos, pero si se utilizaran los que ya se hayan recogido.

8. INFORMACION RELATIVA A MUESTRAS BIOLOGICAS

Su participacion en este estudio conlleva la obtencion y utilizacion de muestras biologicas con fines de
investigacion, para lo que se observara la Ley 14/2007 de investigacion biomédica que garantiza el respeto a
los derechos que le asisten.

Al firmar este documento, revisado y evaluado favorablemente por el Comité de Etica de Investigacién de su
centro, usted acepta que se utilicen sus muestras para las finalidades del presente estudio.

8.1 Procedimientos de obtencion de muestras, molestias y posibles riesgos

En el estudio se estudiaran las muestras de médula dsea al diagndstico de la LMA para determinar la expresion
del gen VEGF mediante técnicas del laboratorio. No se prevé ningln riesgo adicional para usted ya que
utilizaremos para el estudio una pequefa parte de las muestras que le fueron extraidas al diagnéstico de la
enfermedad.

Las muestras estaran asociadas a un cédigo que solo podra ser relacionado con su identidad por personal
autorizado, de la misma manera que se ha explicado previamente con los datos obtenidos durante el estudio.

Los datos que se deriven de la utilizacién de estas muestras se trataran del mismo modo que el resto de datos
que se obtengan durante este estudio en cuanto a la proteccion de datos.

Las muestras y los datos asociados se mantendran bajo las condiciones de seguridad adecuadas y se garantiza
que los sujetos no podran ser identificados a través de medios considerados razonables por personas distintas
a las autorizadas.

Es posible que sea necesario algun dato o muestras adicionales. En ese caso, su médico se pondra en contacto
con usted para solicitarle de nuevo su colaboracion. Se le informara de los motivos y se le solicitara de nuevo
su consentimiento.

8.2 Beneficios esperados
Es muy posible que usted no obtenga ningtin beneficio para su salud por participar en este estudio, pero podra
ayudar a conocer mejor su enfermedad y mejorar el prondstico y el tratamiento de futuros pacientes.

No percibira ningin beneficio econédmico por la donacion de las muestras y la cesion de los datos
proporcionados, ni tendra derechos sobre posibles beneficios comerciales de los descubrimientos que puedan
conseguirse como resultado de la investigacion efectuada.

8.3. Lugar de anidlisis y almacenamiento de muestras

Durante su participacion en este estudio, se utilizara una muestra de sangre periférica y de médula dsea. Esta
muestra sera siempre utilizada con fines cientificos, pudiéndose utilizar si usted asi lo autoriza en el marco de
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otros proyectos de investigacion que tengan como objetivo el estudio de su enfermedad y que previamente
hayan sido evaluados y aprobados por el Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital. Ademas, este
material no sera bajo ningln concepto ni en ningin momento motivo de lucro, bien sea

por la venta del material o de los derechos para realizar estudios sobre los mismos

8.4. Implicaciones de la informacion obtenida al analizar las muestras
En el caso de que usted lo solicite, se le podra facilitar informacién acerca de los estudios generales del
presente estudio.

En el caso de que en este estudio se obtengan datos que pudieran ser clinica o genéticamente relevantes para
usted, e interesar a su salud o a la de su familia, podra solicitar que le sean comunicados por su médico del
estudio.

No obstante, si usted manifiesta su negativa ser informado, pero segun criterio del médico responsable, la
informacion obtenida sea necesaria para evitar un grave perjuicio para su salud o la de sus familiares
biolégicos, se informard a un familiar préximo o a un representante, previa consulta al Comité de Etica
Asistencial del centro. La comunicacién de esta informacién se llevara a cabo por profesionales que le podran
explicar adecuadamente su relevancia y las opciones que se pudieran plantear. En caso de informacién
genética clinicamente relevante podra recibir el preceptivo consejo genético.

8.5. Uso futuro de las muestras
Una vez finalizado el estudio, las muestras sobrantes seran destruidas.

Derecho de revocacién del consentimiento

Si cambiara de opinién en relacion con la donacién de las muestras biolégicas y la cesion de los datos
proporcionados, tiene derecho a solicitar su destruccion o anonimizacion, a través de su del investigador
principal de la coleccién o del biobanco. No obstante, debe saber que los datos que se hayan obtenido en los
analisis realizados hasta ese momento podran ser utilizados para los fines solicitados y podran conservarse en
cumplimiento de las obligaciones legales correspondientes.

En el caso de que usted lo solicite, se le podra facilitar informacion acerca de los estudios de investigacion en
los que se hayan utilizado sus muestras.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

TITULO DEL ESTUDIO

“Estudio del significado prondstico de la expresién del VEGF-C y genes
implicados en las vias de sefializacion del VEGF en pacientes con leucemia
mieloide aguda”

INVESTIGADOR PRINCIPAL

Dra. M. Tormo

SERVICIO Hematologia
CENTRO Hospital Clinico Universitario de Valencia
Yo, <<nombre y apellidos del participante>>

(Nombre de pufio y letra por el paciente)
He leido la hoja de informacion que se me ha entregado sobre el estudio.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

He hablado con

<<nombre del investigador>>

(Nombre de pufio y letra por el paciente)
Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:

- Cuando quiera.

- Sin tener que dar explicaciones.
- Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.
Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Consiento al uso y tratamiento de mis datos personales para esta investigacién en las condiciones explicadas

en esta hoja de informacién.

Uso de Muestras

Consiento al almacenamiento y uso de las muestras y de los datos asociados para esta investigacién en las
condiciones explicadas en esta hoja de informacién.

sl N0

Deseo que el médico del estudio me comunique la informacién derivada de la investigaciéon (genética o no
genética, a matizar dependiendo del caso) que pueda ser relevante y aplicable para mi salud o la de mis

familiares:

sl I nNO

Teléfono o e-mail de contacto

Consiento a ser contactado en el caso de necesitar mas informacion o muestras biolégicas adicionales.

sl I nNO

Teléfono o e-mail de contacto

Recibiré una copia firmada y fechada de este documento de consentimiento informado

Firma del participante

Fecha: / /

Firma del investigador

Fecha: / /[

(firma y fecha de pufio y letra por el paciente)
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CONSENTIMIENTO INFORMADO REPRESENTANTE LEGAL

“Estudio del significado prondstico de la expresion del VEGF-C y genes
TiTULO DEL ESTUDIO implicados en las vias de sefializacion del VEGF en pacientes con leucemia
mieloide aguda”

INVESTIGADOR PRINCIPAL | Dra. M. Tormo

SERVICIO Hematologia
CENTRO Hospital Clinico Universitario de Valencia
Yo, <<nombre y apellidos del representante>>,

(Nombre de pufio y letra por el representante)
en calidad de <<indicar parentesco>>, de
<<nombre y apellidos del participante>>

(Nombre de pufio y letra por el representante)

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado sobre el estudio.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado con <<nombre del investigador>>
(Nombre de pufio y letra por el representante)

Comprendo que su participacion es voluntaria.

Comprendo que puede retirarse del estudio:

- Cuando quiera.

- Sin tener que dar explicaciones.

- Sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para su participacién en el estudio

Consiento al uso y tratamiento de sus datos personales para esta investigacion en las condiciones explicadas
en esta hoja de informacién.

Uso de Muestras

Consiento al almacenamiento y uso de las muestras y de los datos asociados para esta investigacion en las
condiciones explicadas en esta hoja de informacion.

s _INO

Deseo que el médico del estudio me comunique la informacién derivada de la investigacién (genética o no
genética, a matizar dependiendo del caso) que pueda ser relevante y aplicable para mi salud o la de mis
familiares:

sl _NO Teléfono o e-mail de contacto

Consiento a ser contactado en el caso de necesitar mas informacion o muestras biologicas adicionales.

sl _NO Teléfono o e-mail de contacto

Recibira una copia firmada y fechada de este documento de consentimiento informado

Firma del representante legal, familiar o persona vinculada de hecho Firma del investigador

Fecha: / / Fecha: / /f_

(Firma y fecha de pufio y letra por el representante)
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CONSENTIMIENTO INFORMADO ANTE TESTIGOS

“Estudio del significado pronostico de la expresion del VEGF-C y genes
TiTULO DEL ESTUDIO implicados en las vias de sefializacion del VEGF en pacientes con leucemia
mieloide aguda”

INVESTIGADOR PRINCIPAL | Dra. M. Tormo

SERVICIO Hematologia
CENTRO Hospital Clinico Universitario de Valencia
Yo, <<nombre y apellidos del testigo>>,

(Nombre de pufio y letra por el testigo)
como testigo, afirmo que en mi presencia se ha informado a D/D2

<<nombre y apellidos del participante>>

(Nombre de pufio y letra por el testigo)
y se ha leido la hoja de informacién que se le ha entregado sobre el estudio, de modo que:

Ha podido hacer preguntas sobre el estudio.

Ha recibido suficiente informacién sobre el estudio.

Ha hablado con <<nombre del investigador>>
(Nombre de pufio y letra por el testigo)

Comprende que su participacion es voluntaria.

Comprende que puede retirarse del estudio:

- Cuando quiera.

- Sin tener que dar explicaciones.

- Sin que esto repercuta en sus cuidados médicos.

Presta libremente su conformidad para su participacion en el estudio.

Consiente al uso y tratamiento de sus datos personales para esta investigacion en las condiciones explicadas
en esta hoja de informacion.

Uso de Muestras

Consiente al almacenamiento y uso de las muestras y de los datos asociados para esta investigacion en las
condiciones explicadas en esta hoja de informacion.

_ Sl _ NO

Desea que el médico del estudio me comunique la informacién derivada de la investigacion (genética o no

genética, a matizar dependiendo del caso) que pueda ser relevante y aplicable para mi salud o la de mis
familiares:

sl _ NO Teléfono o e-mail de contacto
Consiente a ser contactado en el caso de necesitar mas informacién o muestras biolégicas adicionales.

sl Jno Teléfono o e-mail de contacto

Recibira una copia firmada y fechada de este documento de consentimiento informado

Firma del testigo Firma del investigador

Fecha: / / Fecha: / /f_

(Firma y fecha de pufio y letra por el testigo)

HIP/Cl versién 1 de fecha 24 de enero 2011 Pagina7de 7

Volver

140




Anexos

8.3. Escala Eastern Cooperative Oncology Group (escala ECOG)

PUNTUACION DESCRIPCION

0 Restringido en actividad fisica extrema, capaz de caminar y realizar trabajos
livianos, ej., trabajo en la casa liviano, trabajo de oficina.

1 Restringido en actividad fisica extrema, capaz de caminar y realizar trabajos
livianos, ej., trabajo en la casa liviano, trabajo de oficina.

5 Capaz de caminar y de autocuidado pero incapaz de realizar cualquier tipo
de trabajo. Deambula mas de 50% de las horas que esta despierto.

3 Capaz de autocuidado limitado, se mantiene postrado o en silla mas de 50%
de las horas que esta despierto.

Completamente incapacitado. No puede realizar autocuidado. Totalmente
confinado en cama o silla.

5 Muerte

Atras
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