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1. RESUMEN






La leucemia mieloide aguda (LMA), es la leucemia aguda mas comun en adultos,
los factores prondsticos de respuesta al tratamiento en los pacientes con LAM
son diversos, siendo el mas importante de ellos, la presencia de alteraciones
citogenéticas y moleculares al diagnostico, que estratifican a los pacientes en 3
grupos pronastico: favorable, intermedio y desfavorable, lo que permite
individualizar la terapia.

El tratamiento quimioterapico intensivo de la LMA esté basado en la citarabina,
con la cual se obtienen altas tasas de RC, pero destaca una elevada
morbimortalidad por la toxicidad y tasas elevadas de recaidas. Estas diferencias
son mas destacables en el grupo LMA de riesgo intermedio (LMA-RI), dado la
heterogeneidad de este grupo.

Estas variaciones en la respuesta, probablemente no se deban solo a las
alteraciones citogenéticas y moleculares; ya que las variaciones genéticas de los
genes implicados en el metabolismo de la citarabina, podrian influir en las
diferentes respuestas y toxicidades.

De los polimorfismos genéticos implicados en la via metabdlica, los mas descritos
y estudiados estan la Citidina deaminasa (CDA) y la 5’ nucleotidasas Il (NT5C2),
mas recientemente, se ha sugerido que la glucuronidacion puede estar
involucrada en el mecanismo de eliminacion de Ara-C en pacientes con LMA,
especificamente por la subfamilia de enzimas UGT1A (UDP-glucuronosil

transferasas).

Este estudio realizado en una cohorte de 477 pacientes adultos diagnosticados

de LMA-RI de novo y tratados de forma homogénea con los protocolos del grupo



Cooperativo CETLAM, describe la distribucién y la asociacion con la respuesta y
toxicidad a la quimioterapia de los polimorfismos genéticos NT5C2 rs10883841,
CDA rs532545, CDA rs2072671 y UGT1A1 rs8175347, implicados con el

metabolismo de la citarabina.

Como resultados encontramos que el genotipo en el SNP NT5C2 rs10883841,
se asocid a un incremento de toxicidad, influyendo en la supervivencia global,
supervivencia libre de enfermedad e incidencia de recaida. Asi también, el
genotipo en los SNPs CDA rs532545 y CDA rs2072671 se asoci6 a la tasa de
remision completa, pero sin impacto en la supervivencia global o supervivencia
libre de enfermedad. En cuanto a los pacientes homocigotos para la variante
UGT1A1*28, se observO mayor duracibn de la neutropenia durante la
quimioterapia de induccién y mayor incidencia de muerte relacionada con
toxicidad durante la quimioterapia de consolidaciéon. Destacando peor
supervivencia global y la supervivencia libre de enfermedad de las mujeres con

el genotipo UGT1A1 rs8175347 TA7/TA7 (UGT1A1*28).

En conclusién, nuestro estudio muestra la asociacion de los genotipos de NT5C2,
CDA, y UGT1ALl con la respuesta y toxicidad a la quimioterapia en pacientes con
leucemia mieloide aguda de riesgo intermedio, se requieren mas estudios que
validen estos resultados en una cohorte con un nimero de pacientes mas amplio

dada la heterogeneidad de este grupo.



RESUM






La leucémia mieloide aguda (LMA), és la leucémia aguda més comuna en adults,
els factors pronostics de resposta al tractament en els pacients amb LMA s6n
diversos, sent el més important, la preséncia d'alteracions citogenétiques i
moleculars al diagnostic, que estratifiquen els pacients en 3 grups pronostics:

favorable, intermig i desfavorable, fet que permet individualitzar la terapia.

El tractament quimioterapic intensiu de la LMA esta basat en la citarabina, amb
la qual s'obtenen altes taxes de RC, pero destaca una elevada morbimortalitat
per la toxicitat i taxes elevades de recaigudes. Aquestes diferencies sén més

destacables al grup LMA de risc intermig (LMA-RI), atés I'heterogeneitat d'aquest
grup.

Aquestes variacions en la resposta probablement no es deuen només a les
alteracions citogenétiques i moleculars; ja que les variacions genetiques dels
gens implicats en el metabolisme de la citarabina, podrien influir en les diferents

respostes i toxicitats.

Dels polimorfismes genétics implicats a la via metabolica, els més descrits i
estudiats son la Citidina deaminasa (CDA) i la 5' nucleotidases Il (NT5C2), més
recentment, s'ha suggerit que la glucuronidacié pot estar involucrada en el
mecanisme d'eliminacio de Ara-C en pacients amb LMA, especificament per la

subfamilia d'enzims UGT1A (UDP-glucuronosil transferases).

Aquest estudi realitzat en una cohort de 477 pacients adults diagnosticats de
LMA-RI de novo i tractats de forma homogénia amb els protocols del grup
Cooperatiu CETLAM, descriu la distribucio i l'associacié amb la resposta i

toxicitat a la quimioterapia dels polimorfismes genetics NT5C2 rs108838, CDA



rs532545, CDA rs2072671 i UGT1A1 rs8175347, implicats amb el metabolisme

de la citarabina.

Com a resultats trobem que el genotip a 'SNP NT5C2 rs10883841, es va
associar a un increment de toxicitat, influint en la supervivencia global,
supervivencia lliure de malaltia i incidencia de recaiguda. Aixi mateix, el genotip
als SNPs CDA rs532545 i CDA rs2072671 es va associar a la taxa de remissio
complerta, pero sense impacte en la supervivencia global o supervivencia lliure
de malaltia. En quant als pacients homozigots per a la variant UGT1A1*28, es va
observar més durada de la neutropénia durant la quimioterapia d'inducci6 i més
incidéncia de mortalitat relacionada amb toxicitat durant la quimioterapia de
consolidacio. Destacant pitjor supervivéncia global i la supervivencia lliure de

malaltia de les dones amb el genotip UGT1A1l rs8175347 TAT7ITAY

(UGT1A1*28).

En conclusid, el nostre estudi mostra I'associacié dels genotips de NT5C2, CDA,
i UGT1A1 amb la resposta i toxicitat a la quimioterapia en pacients amb leucémia
mieloide aguda de risc intermig, cal més estudis que validin aquests resultats en

una cohort amb un nombre de pacients més ampli atesa I'heterogeneitat d'aquest

grup.



SUMMARY






Acute myeloid leukemia (AML) is the most common acute leukemia in adults.
Prognostic factors influencing treatment response and patient survival are
diverse, the most relevant being those associated with specific cytogenetic and
molecular alterations at the time of diagnosis. These prognostic factors allow
stratification of patients into three prognostic groups (favorable, intermediate, and
unfavorable), making it possible to define an individualized therapy for a given
group of patients.

Intensive chemotherapy treatments for AML are based on cytarabine and achieve
high rates of complete remission. Nevertheless, the use of cytarabine is also
associated with high morbidity and mortality due both to its toxicity and a
significant relapse rate depending on the patient’s prognostic group. These
differences are more pronounced in the intermediate-risk AML group (IR-AML),
given the heterogeneity of this group.

Cytogenetic and molecular alterations are probably insufficient to fully explain the
clinical differences observed. Genetic variations in genes involved in cytarabine
metabolism are likely to influence the patient's response to treatment. Several
studies have addressed that issue and essentially focused on cytidine deaminase
(CDA) and 5' nucleotidase Il (NT5C2) genetic polymorphisms. More recently, it
was suggested that glucuronidation could be involved in the mechanism of
elimination of Ara-C in patients with AML, through the activity of the UGT1A
subfamily of enzymes (UDP-glucuronosyl transferases).

The present study was carried out on a cohort of 477 adult patients diagnosed
with de novo IR-AML treated homogeneously with the CETLAM Cooperative
group protocols. The study describes the association of several gene

polymorphisms involved in the metabolism of cytarabine, respectively NT5C2



rs10883841, CDA rs532545, CDA rs2072671 and UGT1Al rs8175347, with

clinical response and chemotherapy toxicity.

We observed that the genotype of the SNP NT5C2 rs10883841 was associated
with an increase in toxicity, influencing not only overall survival, but also disease-
free survival time, and time to relapse. CDA’s genotypes rs532545 and
rs2072671 were associated with the complete remission rate, but no association
could be observed with overall survival or disease-free survival. For patients
homozygous for the UGT1A1*28 variant, a longer duration of neutropenia was
observed during induction chemotherapy and a higher mortality rate during
consolidation chemotherapy. We also highlight the worse overall survival and
disease-free survival of women with the UGT1Al rs8175347 TAT7ITA7
(UGT1A1*28) genotype.

In conclusion, our study shows the association of NT5C2, CDA, and UGT1Al
genotypes with clinical response and chemotherapy toxicity in patients with
intermediate-risk acute myeloid leukemia. Give the heterogeneity of this group

further are required to validate those results in a larger cohort.






2. INTRODUCCION






2.1 GENERALIDADES

La leucemia mieloide aguda (LMA) se caracteriza por la expansion clonal y la
detencion de la diferenciacion de las células progenitoras mieloides, que

confieren a la célula una ventaja proliferativa y de supervivencia.

Estas células hematopoyéticas neoplasicas pobremente diferenciadas y de linaje
mieloide infiltran medula 6sea (MO), sangre periférica (SP), asi como otros
tejidos extramedulares, lo que condiciona un desplazamiento del tejido
hematopoyético normal con la consiguiente aparicion de citopenias: anemia,

trombopenia y neutropenia.

La LMA, es la leucemia aguda mas comun en adultos, representa hasta un 80%
de los casos, tiene una incidencia de 3.5 casos/100.000 habitantes/afio, la cual
aumenta con la edad; se estima que 6.079 personas seran diagnosticadas en
Espafia para este afio 2022. @ La mediana de edad al momento del diagndstico

es de 68 afios, ® con una ratio hombre: mujer 3:2. @

Con los esquemas actuales de tratamiento, conseguimos en términos generales
remisiones completas (RC) de la enfermedad cercanas al 60-80% G4 pero
destaca la frecuente toxicidad relacionada con el tratamiento, que favorece el
aumento de la morbimortalidad en esta patologia; asi como las tasas de recaida

gue pueden llegar al 70%.

Las tasas de resistencia primaria son del 10-40% en pacientes jovenes y hasta

del 60% en pacientes mayores. @



La supervivencia a largo plazo es del 30-50% en menores de 60 afios, y del 10-

15%, en los mayores de 60 afios. (1-2:56)

La etiologia de la LMA se desconoce en la gran mayoria de los casos, un gran
porcentaje aparece de “novo”, aunque se sabe que hay diversos factores
predisponentes, entre ellos el antecedente de hemopatia (como por ejemplo el
sindrome mielodisplasico, el sindrome mieloproliferativo y la aplasia medular),
de tratamiento previo con agentes alquilantes (inhibidores de la topoisomerasa Il,
entre otros), asi como con la exposicién a ciertos factores ambientales como el
benceno, My a radiacién ionizante. ® Estudios recientes con técnicas de
secuenciacion de nueva generacion (NGS) han permitido identificar numerosas
alteraciones genéticas linea germinal con susceptibilidad a desarrollar neoplasias
hematoldgicas en los portadores: ya sea como manifestacion inicial, o precedida
de otras disfunciones. En estos sindromes de predisposicion se han identificado
variantes germinales asociadas mayoritariamente a neoplasias mieloides (sobre

todo LMA y sindromes mielodisplasicos) ¢-19

En la actualidad tenemos una mayor comprension de la fisiopatologia y
mecanismos de leucemogénesis de la LMA. (®-10.12-13). Este mecanismo es un
proceso complejo y no totalmente aclarado, que depende del estado epigenético
de las células progenitoras, del microambiente de la médula 6sea, entre otras
caracteristicas importantes para la biologia de la leucemia. Para un mejor
entendimiento de los mecanismos de expansion clonal como mecanismo de

leucemogeénesis en la LMA, hay que recordar que la hematopoyesis se modifica



fisiologicamente con la edad, se generan cambios que alteran tanto la distribucion
del ciclo celular, como la respuesta al dafio del ADN, con lo que se acumulan
mutaciones somaticas, generalmente por encima de ciertos niveles de la
frecuencia de la variante alélica (VAF), las cuales han sido relacionadas con
patologias hematoldgicas pero sin desarrollar la misma; termino usado,
actualmente, como hematopoyesis clonal de potencial indeterminado (CHIP).®10)
Por tanto, la hematopoyesis clonal puede darse por dos mecanismos: por
reduccion de las células madre hematopoyéticas, cuando ocurren mutaciones
aleatorias fuera de los genes conductores que conllevan a apoptosis; y por la
CHIP, en el cual existe una seleccion positiva al menos por una mutacion
conductora con riesgo de progresion a malignidad.

Los 5 genes mas frecuentemente mutados en la CHIP son DNMT3A, TET-2,
ASXL-1, JAK2 y TP53. (1419 | 3 presencia de estas mutaciones conductoras es
relevante para iniciar la expansion clonal y corresponden a eventos de inicio
temprano para la LMA, otras mutaciones asociadas como NRAS, RUNX1, NPM1
y FLT3 son mutaciones que aparecen mas tardiamente, probablemente,
involucradas en la progresion.

Los estudios de Jaiswal, Genovese y colaboradores, (1819 demostraron un
aumento de riesgo de desarrollar patologia hematolégica maligna con la
presencia de mutaciones en el contexto de CHIP en casi un 12%, comparado
con personas de la misma edad sin mutaciones, con una tasa de transformacion

anual de hasta un 0.5-1%.

En el riesgo de transformacion a LMA en individuos con CHIP pueden influir la

presencia de mutaciones en TP53 y U2A1,%9 el tamafio del clon mutante,



una frecuencia alélica mayor al 10%, (1821 asi como el nimero de mutaciones:
los individuos con CHIP y mas de un gen mutado tienen un riesgo relativo
aproximado de 2.5 de desarrollar LMA, comparado con los que tienen una sola
mutacion @b

Por tanto, la LAM es una enfermedad poligénica compleja, donde la combinacion
de las mutaciones que pueden impulsar la leucemogénesis estan influenciadas

por la cooperatividad bioldgica y por la exclusividad mutua entre genes mutados.

2.2. DIAGNOSTICO

Dada la diversidad de signos y sintomas que pueden presentar los pacientes con
LMA, se requiere un diagndéstico integrado teniendo en cuenta en el historial

médico los siguientes puntos:

- Datos demograficos, como la raza o etnia.

- Antecedentes familiares de neoplasia previa, con el fin de identificar
posibles neoplasias mieloides con predisposicion linea germinal.

- Se debe descartar la exposicidon previa a agentes tdxicos, antecedentes de
neoplasias y/o terapia quimioterapica previa. La historia de episodios
hemorragicos puede estar asociado a casos de neoplasias mieloides con
predisposicién linea germinal y trastornos plaquetarios preexistentes.

- La sintomatologia de la LMA suele ser diversa, podemos encontrar
pacientes asintomaticos o que presentan sintomas inespecificos tales

como astenia, sindrome febril, sangrado, o sintomas en relacion con las



citopenias, hiperleucocitosis y/o secundarias a infiltracion de tejidos
(mucosas, visceras entre otros).
- Las alteraciones en el hemograma como citopenias, leucocitosis o la

presencia de células inmaduras (blastos) sugieren el diagnostico de LMA.

Ante la sospecha de LMA se debera realizar los siguientes estudios:

2.2.1 Citomorfologia convencional:

La citomorfologia es fundamental para el diagnéstico, la evaluacion de la
respuesta y la deteccion de recaidas.

El recuento celular se debe realizar en al menos 200 leucocitos en el extendido
de sangre periférica (SP) y en 500 células nucleadas en medula ésea (MO). ©-10)
Si el aspirado de medula 6sea no es valorable, debera realizarse una biopsia de

medula 6sea.

En algunos casos, puede sospecharse algunas alteraciones genéticas por sus
caracteristicas morfologicas como en la t(15;17)(g22;912), t(8;21)(g22;922),

inv(16)(p13.1922) o t(16;16)(p13.1;922) y NPM1 mutada.

Para el diagnéstico de LMA se requiere un recuento de blastos en SP y/o MO
gue vendran determinados segun la presencia o ausencia de alteraciones

genéticas recurrentes, como se describird mas adelante -10



2.2.2 Citometria de flujo multiparamétrica (CFM):

La CFM nos permite conocer y/o confirmar la estirpe celular, describir el patron

de expresion aberrante de determinados marcadores celulares. Ver tabla 1. ©

Ademasy de gran relevancia en la actualidad, se utiliza para realizar la evaluacion

de la enfermedad residual medible (ERM) ©-22) cuando carecen de un marcador

molecular especifico (aproximadamente en el 40% de los pacientes con LMA).

Esta técnica, proporciona una metodologia cuantitativa para definir el estado de

remision; perfecciona la evaluacion del riesgo de recaida posterior a la remision

e identifica recaidas inminentes.

TABLA 1. Expresién de marcadores de superficie celular y

citoplasmaticos para el diagndstico de LMA segun las recomendaciones ELN 2022

Marcador precursor.

CD34, CD117, HLA-DR

Marcador mieloide.

MPO citoplasmatico, CD33, CD13

Marcadores maduracion

mieloide

CD11b, CD15, CD64, CD65

Marcadores monociticos

CD14, CD36, CD64, CD4, CD38, CD11c

Marcadores megacariociticos

CD41 (glicoproteina llb/llla), CD61 (glicoproteina llla),
CD36

Marcadores eritroides

CD235a (glicoforina A), CD71CD36




2.2.3 Pruebas genéticas:

El cariotipo, la hibridacion in situ fluorescente (FISH), la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) cualitativa o cuantitativa y NGS, nos permiten realizar el
diagndstico, establecer el prondéstico biolégico de la enfermedad y detectar
marcadores moleculares para el seguimiento de la ERM en el 60 % de los

pacientes. @2

Las alteraciones cromosémicas en pacientes con LMA se detectan hasta en un

50% de los casos en el momento del diagndstico.

Las recomendaciones actuales son las siguientes: ©-10)

- Los resultados de la citogenética deben obtenerse preferiblemente dentro
de los primeros 5 a 7 dias del diagnéstico.
Se requieren al menos 20 metafases para definir un cariotipo normal, y

recomendado para describir un cariotipo anormal.

- Las mutaciones genéticas requeridas para el diagndstico y tratamiento
que deberan tenerse dentro de los primeros 3-5 dias son: FLT3, IDH1,
IDH2 y NPM1.

Durante el primer ciclo deberan informarse los resultados de las
mutaciones en: CEBPA, DDX41, TP53; ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1,

SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1, ZRSR2.



- Debera obtenerse también dentro de estos primeros 3-5 dias del
diagnéstico el resultado de los genes de fusion: PML::RARA,
CBFB::MYH11, RUNX1::RUNX1T1, BCR:ABL1 y reordenamiento de

KMT2A, entre otros.

- Los genes adicionales recomendados son: ANKRD26, BCORL1, BRAF,
CBL, CSF3R, DNMT3A, ETV6, GATA2, JAK2, KIT, KRAS, NRAS, NF1,

PHF6, PPM1D, PTPN11, RAD21, SETBP1, TET2, WT1.

Debido al advenimiento de terapias dirigidas, se ampliar4 los marcadores

moleculares en funcion de la diana terapéutica disponible en ese momento. (23-25)

Las técnicas de ERM Molecular incluyen: PCR cuantitativa y PCR digital, (2627
pueden realizarse tanto en SP o en MO, aunque la sensibilidad en la sangre es
generalmente inferior en comparacion con la médula 6sea. Las validaciones mas
sélidas en la actualidad y de préactica clinica habitual son para NPM1 mutada,
CBFB::MYH11 y RUNX1:RUNX1T1. Las estrategias basadas en NGS
actualmente carecen de estandarizacion como técnica independiente para la

evaluacion de ERM.
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2.3. CLASIFICACION

La primera clasificacion de la LMA fue realizada en 1976, ?® por el grupo
francoamericano-britdnico (FAB), basada en criterios morfolégicos e
inmunohistoquimicos, en la cual se requeria un recuento de al menos un 30%
blastos en M.O para su diagnostico, dividié la LMA en ocho categorias desde la

MO a la M7(@9-30) ver tabla 2

TABLA 2. Clasificacion de la LMA segun la FAB.

MO LMA sin diferenciacion

M1 LMA con minima maduracion

M2 LMA con maduracion

M3 LMA promielocitica

M4 LMA mielomonocitica

M5 LMA monocitica y monoblastica

M6 Leucemia aguda eritroide - Eritroleucemia
M7 Leucemia aguda megacariocitica

En 2001 la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) @Y, propuso una nueva
clasificaciéon, en la cual incorporé alteraciones citogenéticas y moleculares,
constituyendo entidades clinico-patologicas, manteniendo la clasificacion de la
FAB para las entidades sin mutaciones genéticas recurrentes. También se
modificé el umbral blastico para el diagnéstico de LMA, pasando de requerir un
recuento de 30% a establecer el dintel en 20% de blastos en MO/SP, a excepcion

de los casos en que presenten alteraciones genéticas recurrentes como

11



1(8;21)(q22;922), inv(16)(p13.1922), t(16;16)(p13.1;922)y t(15;17)(922;912), que

serian diagnosticos de LMA sin tener en cuenta el porcentaje de blastos.

Estas entidades han ido modificAndose, debido al avance en el conocimiento del
valor clinico de las alteraciones gendémicas en el diagndstico y prondstico de la
enfermedad, desde la anterior publicacion de la clasificacion de la LMA de la
OMS en el 2016 ®2 hasta su actualizaciéon mas reciente, @0 asi como la
realizada por el consenso internacional /European LeukemiaNet (ELN) ©), las
cuales fueron publicadas en paralelo, podemos ver importantes cambios en la
clasificacion de la LMA, en los algoritmos diagnosticos, en los factores

prondsticos y en el tratamiento.

Uno de los principales cambios en ambas clasificaciones es el recuento de
blastos necesario para el diagnostico de la LMA con alteraciones genéticas
recurrentes, ya que no es necesario el recuento >20% de blastos, a excepcion
de LMA con fusion t(9;22)(q34.1;q11.2)/BCR::ABL1 y de la LMA con mutacién

CEBPA (esta ultima solo considerada en la clasificacion de OMS).

Esta nueva version de la OMS, continla enfatizando en la integracién de
parametros clinicos, moleculares/genéticos y en la importancia de la ERM.
Divide la LMA en 2 grupos: LMA con alteraciones genéticas recurrentes y LMA

definida por diferenciacion (elimina el uso del término LAM NOS). Ver tabla 3.

A destacar de los principales cambios, en el grupo de LMA con alteraciones
genéticas recurrentes, la incorporacion de nuevas alteraciones y el nuevo subtipo
de LMA con otras alteraciones genéticas definidas, creada para alteraciones

nuevas y/o poco comunes que puedan convertirse en tipos definidos en futuras
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ediciones. La LMA con cambios relacionados con mielodisplasia fue definida
como LMA relacionada con mielodisplasia (LMA-RM), se elimind los criterios
morfélogos y actualizo los criterios citogenéticos para su diagnostico. En esta
edicion también se crea la categoria de neoplasias mieloides secundarias, que
abarca neoplasias mieloides post terapia citotoxicas y neoplasias mieloides

asociadas con predisposicion germinal.

TABLA 3. Clasificacion de la LMA segun la OMS 2022

LMA con alteraciones LPA con fusién PML::RARA
genéticas definidas LMA con fusion RUNX1::RUNX1T1
LMA con fusion CBFB::MYH11
LMA con fusion DEK-NUP214

LMA con fusion RBM15::MRTFA
LMA con fusion BCR::ABL1

LMA con reordenamiento KMT2A
LMA con reordenamiento MECOM
LMA con reordenamiento NUP98
LMA con NPM1 mutado

LMA con CEBPA mutado

LMA relacionada con mielodisplasia
LMA con otras alteraciones genéticas

LAM definida por LMA con minima diferenciacién
diferenciacién LMA sin maduracion

LMA con maduracion

Leucemia basofilica aguda
Leucemia mielomonocitica aguda
Leucemia monocitica aguda
Leucemia eritroide aguda
Leucemia megacarioblastica aguda

13



En las recomendaciones de la reciente edicion ELN del panel de expertos
internacional,® también continlan otorgando prioridad a las alteraciones
genéticas definitorias de enfermedad, los principales cambios estan en el grupo
de neoplasia mieloide con predisposicién linea germinal, y en el reconocimiento
de nuevas alteraciones como recurrentes, asi como el nuevo grupo de otras
translocaciones recurrentes raras. A destacar, la eliminacion de las categorias
LMA con cambios relacionados con mielodisplasia y neoplasias mieloides
relacionadas con la terapia, las cuales seran usadas como calificadoras, por lo
gue se clasifican como LMA con mutaciones genéticas relacionadas con
mielodisplasia. Los casos restantes de LMA se clasifican como LMA no

especificada de otro modo. Ver tabla 4

La Leucemia promielocitica aguda, cuyas caracteristicas bioldgicas, clinicas y
terapéuticas la convierten es un subtipo distinto de LMA, no ser& discutida en

esta tesis.
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TABLA 4. Clasificacion de la LMA segun el ICC-LMA2022

LMA con alteraciones | LAP con t(15;17)(g24.1;921.2)/PML::RARA

genéticas recurrentes. LMA con t(8;21)(g22;022.1)/RUNX1::RUNX1T1
Si >10% de blastos en MO | LMA con inv(16)(p13.1922)
o SP. 0 t(16;16)(p13.1;922)/CBFB::MYH11

LMA con t(9;11)(p21.3;923.3)/MLLT3::KMT2A
LMA con t(6;9)(p22.3;034.1)/DEK::NUP214

LMA con inv(3)(q21.3926.2)

0 1(3;3)(q21.3;926.2)/GATA2, MECOM(EVI1)*
LMA con otras traslocaciones recurrentes raras **
LMA con NPM1 mutada

LMA con in-frame bZIP CEBPA mutada***

LMA con t(9;22)(g34.1;911.2)/BCR::ABL1

LMA LMA con TP53 mutado

si >20% blastos en MO o | LMA con mutacion de genes relacionados con

SP mielodisplasia.
0 Definido por mutacion en ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1,
LMA/SMD, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1, o ZRSR2

Si 10-19% blastos en MO o | LMA con alteraciones citogenéticas relacionadas con
SP mielodisplasia
LMA no especifica (NOS)

*QOtras translocaciones recurrentes que involucran MECOM

LAM con t(2;3)(p11~23;q26.2)/MECOM::?; LAM con t(3;8)(926.2;924.2)/MYC, MECOM,;
LAM con t(3;12)(g26.2;p13.2)/ETV6::MECOM;

LAM con t(3;21)(g26.2;922.1)/MECOM::RUNX1

**Qtras translocaciones recurrentes raras:

LAM con t(1;3)(p36.3;g21.3)/PRDM16::RPN1; LAM con t(1;22)(p13.3;913.1)/RBM15::MRTF1;
LAM con t(3;5)(g25.3;935.1)/NPM1::MLF1; LAM con t(5;11)(q35.2;p15.4)/NUP98::NSD1;

LAM con t(7;12)(936.3;p13.2)/ETV6::MNX1; LAM con t(8;16)(p11.2;p13.3)/KAT6A::CREBBP;
LAM con t(10;11)(p12.3;q14.2)/PICALM::MLLT10;

LAM con t(11;12)(p15.4;p13.3)/NUP98::KMD5A; LAM con NUP98 Yy otras fusiones ,

LAM con t(16;21)(p11.2;922.2)/FUS::ERG;

LAM con t(16;21)(g24.3;022.1)/RUNX1::CBFA2T3;

LAM con inv(16)(p13.3924.3)/CBFA2T3::GLIS2

***|_MA con in-frame bZIP del gen CEBPA, ya sea monoalélica o bialélica.
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2.4 FACTORES PRONOSTICOS

El prondstico de la LMA depende de multiples factores:

Previos al tratamiento: la edad, enfermedades coexistentes y el estado funcional

del paciente.

Una mayor edad en el momento del diagnostico se asocia con una alta
prevalencia de comorbilidad y un estado funcional inferior, son factores que
aumentan el riesgo de toxicidad y muerte relacionada con el tratamiento y
pueden limitar el tratamiento intensivo.

Las escalas prondésticas mas utilizadas en la practica clinica habitual son la
escala ECOG (realizada por Eastern Cooperative Oncology Group) y indice de
comorbilidad para Trasplante de células hematopoyéticas (HCT-CI). Ver Anexo
1y2. @3

Posteriores al tratamiento: la respuesta al tratamiento de induccion, el nimero

de ciclos para conseguir RC (1 ciclo vs 2 ciclos) y la enfermedad residual
medible. 6-27)

Al momento del diagnéstico: la cifra de la cifra de leucocitos alta (>100x10°/L),

el antecedente de hemopatia previa y/o uso de tratamiento quimioterapico previo

confieren un peor prondéstico.

El factor pronostico mas relevante, es la presencia o ausencia de alteraciones
citogenéticas y moleculares, lo cual permite estratificar los pacientes con LMA
de acuerdo con las directrices del grupo European LeukemiaNet (ELN) en 3
grupos pronaostico: favorable, intermedio y desfavorable. Esta clasificacion
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permite individualizar los tratamientos de consolidacion segun los diferentes

grupos prondsticos.

Se observa diferencia en cuanto a las tasas de RC y de supervivencia global
(SG) de los 3 grupos de riesgo: alcanzando RC entre un 80-90% y una

SG >60% en el grupo de riesgo citogenético favorable, siendo esta RC hasta un
60%, en el grupo de riesgo citogenético desfavorable, con unas tasas de
recaidas de hasta 70-90% y una SG < 15%. En el grupo citogenético de riesgo
intermedio se observan tasas mas variables de RC alrededor de 76-86%, tasas

de recidiva hasta del 67% y una SG <40%.

El grupo de riesgo de prondstico intermedio comprende casi el 50% de las LMA,
es un grupo muy heterogéneo de pacientes, con importante variacion entre ellos,
en cuanto a la supervivencia libre de enfermedad (SLE), SG, resistencia al

tratamiento y el riesgo de recidiva como se describié previamente (13.15-16,34-36)

Dado el mejor conocimiento de las implicaciones clinicas de las alteraciones
genéticas y de la incorporacion de dianas terapéuticas, 649 podemos ver la
evolucion en los cambios desde la clasificacidn prondstica realizada en 2010,
2017 y en la mas reciente en 2022. Los principales cambios de la clasificacion de
riesgo de la ELN 2022 fueron la eliminacion de la ratio alélica de FLT3, la cual
pasa al grupo prondstico de riesgo intermedio, en cuanto a la mutacion CEPBA
se elimina requisito que sea mutacion bialélica; se incluye al grupo de alto riesgo
las mutaciones de NPM1 si presenta alteraciones citogenéticas adversas

asociada. Ver tablas 5-6-7
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En términos generales el grupo de riesgo intermedio comprende mutaciones en
NPM1, FLT3, t(9;11)(p21.3;923.3)/ MLLT3::KMT2A vy alteraciones citogenéticas
no clasificadas como favorables o adversas.

La asignacion inicial de riesgos puede cambiar durante el curso de tratamiento

basado en los resultados clinicos y de los analisis de la ERM.

TABLA 5 Clasificacion pronostica de LMA segun caracteristicas

citogenéticas/moleculares ELN 2010

Grupo pronostico Alteraciones citogenéticas / moleculares

Favorable 1(8;21)(g22;922); RUNX1-RUNX1T1

inv(16)(p13.1922) o t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11

NPM1 mutado sin FLT3-ITD (CN)

Mutacion de CEBPA (CN)

Intermedio | NPM1 mutado y FLT3-ITD (CN)

NPM1 no mutado y FLT3-ITD (CN)

NPM1 no mutado y sin FLT3-ITD (CN)

Intermedio |l t(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A

Alteraciones citogenéticas no clasificadas como favorables o

adversas

Adverso inv(3)(q21926.2) o (3;3)(g21;926.2);
RPN1-EVI1 t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214
t(v;11)(v;g23); reordenamiento de MLL
5/del(5q);- 7;abn(17p);

Cariotipo Complejo

CN: Cariotipo normal
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TABLA 6 Clasificacion pronoéstica de LMA segun caracteristicas genéticas.

ELN 2017
Grupo
pronostico Alteraciones citogenéticas / moleculares
Favorable t(8;21)(q22;922); RUNX1-RUNX1T1

inv(16)(p13.1022) o t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11

NPM1 mutado sin FLT3-ITD o con FLT3-ITD ratio bajo *(CN)
CEBPA mutaciones bialélicas (CN)

Intermedio NPM1 mutado y FLT3-ITD ratio alto* (CN)

NPM1 no mutado y sin FLT3-ITD o con FLT3-ITD ratio bajo* (CN)
1(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A

Alteraciones citogenéticas no clasificadas como favorables o

adversas

Desfavorable inv(3)(q21926.2) o t(3;3)(q21;926.2); RPN1-EVI1 t(6;9)(p23;q34);
DEK-NUP214

t(v;11)(v;g23); reordenamientos de KMT2A(MLL)

t(9;22) (q34.1;q11.2); BCR-ABL1

-5/del(5q); -7; abn(17p);

Cariotipo complejo

Cariotipo monosomico

NPM1 no mutado y FLT3-ITD ratio alto*
RUNX1 mutado

ASXL1 mutado

TP53 mutado

CN: Cariotipo normal
* Ratio FLT3-ITD con respecto a FLT3 wild-type. Bajo: <0.5. Alto=0.5.
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TABLA 7 Clasificacion pronéstica de LMA segun caracteristicas genéticas.

ELN 2022
Grupo
pronostico Alteraciones citogenéticas / moleculares
Favorable t(8;21)(g22;922); RUNX1-RUNX1T1
inv(16)(p13.1922) o t(16;16)(p13.1;922); CBFB::MYH11
NPM1 mutado sin FLT3-ITD
CEBPA mutado in-frame bZIP
Intermedio NPM1 mutadoy FLT3-ITD

NPM1 no mutado y con FLT3-ITD
t(9;11)(p21.3;923.3)/ MLLT3::KMT2A

Alteraciones citogenéticas no clasificadas como favorables o adversas

Desfavorable

t(6;9)(p23;934.1)/DEK::NUP214

t(v;11923.3)/ reordenamiento KMT2A
t(9;22)(q34.1;q11.2)/BCR::ABL1
t(8;16)(p11;p13)/KAT6A::CREBBP

inv(3)(q21.3926.2) o t(3;3)(q21.3;q26.2)/GATA2, MECOM(EVI1)
t(3926.2;v)/ reordenamiento MECOM(EVI1)

-5 o del(5q); -7; -17/abn(17p)

Cariotipo complejo

Cariotipo monosomico.

Mutaciones en ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2,
U2AF1, 0 ZRSR2

TP53 mutado
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Esta clasificacion de riesgo continua en constante revaluacion, dado el
aprendizaje continuo y amplio en la gendmica de la LMA, los subconjuntos con

patrones genéticos y moleculares de co-ocurrencia y exclusividad mutua, (Figura

1) que ayudan a redefinir las categorias de riesgo pronosticos.

RUNX1"40%

MLL-PTD "25%

ASXL1720%

DNMT3A "20%

SRSF2°20%

STAG2"15%

No drivers

No class

IDH2™™ 1% 5%

NRAS "15%

FLT3-ITD "15%

DNMT3A70%

TET2°15%

BCOR"10%

U2AF1°10%

PHF6 "10%

ZRSR2 "5%

SF3B1710%

EZH2 "5%
Chromatin-spliceosome
13%

\

TP53 mutant -
chromosomal aneuploidy?
10%

biCEBPA mutant 4%

3%

1(15:17)(q22;q21); PML-RARA

KIT "25%

NRAS "20%

FLT3-ITD "35%

Cohesin® "20%

ASXL2 20%

FLT3-TKD "15%

ZBTB7A "20%

ASXL1710%

13% WT1715%

EZH275%

KDM6A "5%

MGA 5%

DHX157°5%

.

1(8:21)(q22:q22.1); RUNX1-RUNXIT1
7%

NRAS "40%

o

4%

Inv(16)(p13.1q22),> CBFB-MYH11
™

tv:11233); X-AMT2A
=

KIT"35%
FLT3-TKD "20%
KRAS "15%

KRAS "20%
NRAS "20%

FLT3-ITD "70%

1(9:22)(q34.1;q11.2); BCR-ABL11%

| 1(6:9)(p23:q34.1); DEK-NUP2141%

4(5;11)(q35.2,p15.4); NUP9S-NSD11% —__ | FLT3-TD 85%

KRAS “20%

inv(3)(421.3926.2):° GATA2,MECOM 1% —____

GATA2"30%
- Other rare fuslons 1% =
N”"SA 30% ° NRAS "30% | KRAS “15%
WT1720% 13;5)(425.1:935.1); NPM1-MLF1 PTENT -20%| SFaB1 20%
CSF3R "20% 1(8;16)(p11.2:p13.3); KAT6A-CREBBP SATAZ 1% | ETVE 15%
 NPM{mutant30%__ \(16:21)(p11.2.q22.2); FUS-ERG PHF6-15% | RUNXT 10%
R 1 1(10;11)(p12.3:q14.2); PICALM-MLLT10 BCOR10% | ASXLI 10%
DNMT3A “50%| FLT2TD “40% | Cohesin® “20% | NRAS "20% \7:11)(p15.4;p15.2); NUPIB-HOXAD —
b
IDH1"15% | IDH2™"* “16% | PTPN11 “16% | TET2 "15% 1(3;21)(q26.2:922); RUNX1-MECOM

Figura 1. Clases moleculares de LMA y co-ocurrencia de mutaciones genéticas.
Adaptado de Grimwade D, Ivey A, Huntly BJ. Molecular landscape of acute myeloid

leukemia in younger adults and its clinical relevance. Blood. 2016 ¢

Estas alteraciones se suelen agrupan también en categorias funcionales para

abordar mejor el efecto fisiopatoldgico de los genes mutados: 1215

* Factores de transcripcion implicados en genes de fusién: CBFB-MYH11,

RUNX1-RUNX1T1.
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* Factores de transcripcion mieloides: RUNX1, CEBPA, GATAZ2.

* Elgendela NPM1.

* Genes supresores de tumores: TP53, WT1, PHF6.

* Genes modificadores epigenéticos:

o Relacionados con la metilacion del ADN: DNMT3A, TET2, IDH1/2.

o Modificadores de la cromatina: KMT2A, ASXL1, EZH2.

+ Genes de sefalizacion celular: FLT3, KIT, RAS, PTPN11 y NF1.

* Genes del complejo de las cohesinas: STAG2, RAD21, SMC1A, SMC3

* Genes del espliceosoma: SF3B1, U2AF1, SRSF2, ZRSR2, U2AF2,

PRPF8y LUCT7L2.

2.5 DESCRIPCION DE LAS PRINCIPALES ALTERACIONES GENETICAS Y

MOLECULARES DE LA LMA-RI

2.5.1 Mutaciones del gen NPM1

Es la alteracion genética mas comun en la LMA, se detecta en un 30% de los
pacientes con LMA y en mas del 50% de los pacientes con cariotipo normal,

ademas es frecuente su asociacion con DNMT3Ay FLT3.
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La Nucleofosmina 1 (NPM1) es una proteina transportadora nucleo-
citoplasmatica multifuncional, que muestra una localizacion predominante
nucleolar, 042) esta ubicada en el cromosoma 5g35 y codifica un polipéptido de

32,6 kDa.

Las mutaciones consisten en la insercion de 4 pares de bases en el exdén 12 (1%
involucra a otros exones), 1338 |a mutacion mas frecuente es una insercion
frameshimft (TCTG, Tipo A) y altera el extremo C-terminal la pérdida de residuos
de triptéfano, generando una sefal de exportacion permanente del nucleo al
citoplasma y su acumulacion aberrante. (38:40)

Se han reportado mas de 55 variantes de NPM1 en LMA, “9 siendo el 69 - 80%

de las mutaciones de tipo A, seguida de las mutaciones tipo B y D.

La NPM1 participa en funciones celulares criticas, como la sintesis de ribosomas,
(45) |a regulacion de la duplicacion del centrosoma, 9 |a reparacion/replicacion
del ADN, “7-48) |a regulacién de la apoptosis y el control de la actividad de varias

proteinas asociadas. “9

2.5.2 Mutaciones del gen FLT3

El gen FMS-like tyrosine kinase 3 (FLT3), es otro de los genes mas comunmente
mutados en LMA, ®0 con una frecuencia de alrededor del 30% de los pacientes.
Esta localizado en el cromosoma 13qg12, codifica un receptor tirosina-quinasa
tipo Ill, la cual participa en la regulaciéon de la hematopoyesis, con un papel

importante en la proliferacion, supervivencia y diferenciacion de la célula madre

23



pluripotencial, expresado en superficies de  células progenitoras
hematopoyéticas.

En condiciones fisiologicas, cuando el FLT3-ligando se une al dominio
extracelular del receptor, este se dimeriza y se activa, lo que genera un cambio
conformacional y de autofosforilacion; produce asi la activacion de vias de
sefalizacion (STAT5, AKT/mTOR, Ras/MAPK) que conllevan el aumento de la

proliferacion celular con inhibicién de la apoptosis y de la diferenciacion. ¢

Las mutaciones de FLT3 son principalmente de 2 tipos: FLT3- ITD (duplicacion

interna en tdndem) y FLT3-TKD (mutaciones puntuales del dominio tirosina-
quinasa 2)

- Las mutaciones FLT3-ITD: presentan duplicaciones en tAndem dentro del

dominio yuxtamenbrana, son las mas frecuentes (25-35%), especialmente

en LAM con cariotipo normal, involucrando el exén 14 y a veces, parte del

exon 15.

- Las mutaciones FLT3-TKD se producen con menor frecuencia, afectando

sobre todo los codones 835 6 836 del dominio tirosina quinasa, en el exon

20. (52-53)

Los pacientes con LMA con FLT3-ITD mutada se caracterizan por presentar

leucocitosis y alto recuento de blastos.
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El papel pronéstico de las mutaciones FLT3-TKD esta mucho mas
cuestionada,® aungue alguna de ellas suponen un mecanismo de resistencia

al tratamiento con algunos inhibidores (Ej. N676K: resistencia a midostaurina) ¢4

Actualmente, existen varios inhibidores de FLT3: midostaurina, sorafenib (de
primera generacion, tipo | y Il respectivamente) y gilteritinib, crenolanib, y

quizartinib (segunda generacion, tipo | y Il quizartinib).

2.5.3 Reordenamiento KMT2A-MLLTS3:

Los reordenamientos recurrentes balanceados que involucran la lisina
metiltransferasa 22 (KMT2A), también conocido como el gen MLL, se encuentra
en el cromosoma 11 (11g23) y codifica una histona H3 lisina 4 metiltransferasa,
la cual regula la transcripcién de genes mediante unidn a regiones promotoras y
metilacion de histonas, controlando asi la expresién de genes, como el gen

HOXA, implicados en proliferacion y diferenciacion celular. 9

Presentes entre el 3% y el 7% de los pacientes adultos con LMA de “novo” %6y

en 15 % de los pacientes con LMA relacionada con el tratamiento. ¢7)

El prondstico del paciente esta dado por el compafiero de fusion.

La LMA con reordenamiento KMT2A es el nuevo término que reemplaza la LMA
cont(9;11)(p22;923); KMT2A-MLLTS3. Mas de 80 fusiones KMT2A se han descrito
con MLLT3, AFDN, ELL y MLLT10. Suele debutar con un alto recuento de

blastos, con diferenciacién monocitica.
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Siguiendo las recomendaciones de la ELN, deben informarse otras
translocaciones recurrentes que involucren a KMT2A como:

- LMA con t(4;11)(q21.3;923.3)/AFF1::KMT2A

- LMA con t(6;11)(q27;023.3)/AFDN::KMT2A

- LMA con t(10;11)(p12.3;g23.3)/MLLT10::KMT2A

- LMA con t(10;11)(q21.3;023.3)/TET1::KMT2A

- LMA con t(11;19)(q23.3;p13.1)/KMT2A::ELL

- LMA con t(11;19)(q23.3;p13.3)/KMT2A::MLLT1

2.5.4 Mutaciones en DNMT3A

El gen DNMT3A (DNA metiltransferasa 3 A) es un miembro de la familia de la
ADN metiltransferasa, que incluye DNMT1, DNMT3A, DNMT3B y DNMT3L, que
cataliza la metilacion del ADN de novo de grupos
metilo en residuos citosina dentro de islas CpG del ADN. Estéa localizado en el
cromosoma 2 (2p23). Las mutaciones dan lugar a una pérdida de funcién de la

proteina.

Se han descrito mutaciones a lo largo de toda la secuencia codificante del gen,
sobre todo en el exén 23 de DNMT3A. La mutacion en el codon R882 es la mas
frecuente en pacientes con LMA, (12:58-59) y est4 relacionada con la resistencia a

tratamiento con antraciclinas. (69

Esta presente en el 20- 30% de los casos de LMA, siendo mas frecuente en
pacientes de edad avanzada y con cariotipo normal. (12:61)
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Las mutaciones en DNMT3A con frecuencia coexisten con mutaciones en NPM1

y FLT3-ITD. €2

Normalmente persiste durante la RC de la enfermedad por lo que pierde su

interés como marcador de supervivencia o de EMR.

2.5.5 Mutaciones de IDH1y IDH2:

Los genes lIsocitrato deshidrogenasa 1 y 2 (IDH 1 /2) se localizan en los
cromosomas 2 (2933.3) y 15 (15g26.1) respectivamente, codifican para las
proteinas isocitrato deshidrogenasa 1 y 2. Son enzimas del ciclo de Krebs,

encargadas de la conversidn de isocitrato a a-cetoglutarato. (63-65

IDH1 se localiza en el citoplasma y en peroxisomas y IDH2 se localiza en la

mitocondria.

Las mutaciones en IDH1 estan presentes entre el 5%—-10% y las de IDH2 en un
5%— 20% de los pacientes con LMA de reciente diagndéstico. Las mutaciones de
IDH2 son mas frecuentes en pacientes de edad avanzada, sobre todo la

mutacion R172.

Las mutaciones en estos genes se describieron inicialmente en gliomas y

posteriormente en LA de” novo”y son infrecuentes en otros tumores.

Estas mutaciones son mutuamente excluyentes, asi como son excluyentes de
las mutaciones en TET2. (3)

Estan asociados frecuentemente a trisomia 8 y LMA de cariotipo normal (6
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Aunque numerosos informes han estudiado las mutaciones en los genes
IDH1/IDH2 o DNMT3A, la evidencia actual aun no justifica su asignacién a un
grupo prondstico especifico, pero dada la incorporacion de inhibidores especificos
en el tratamiento de la LMA como son enasidenib e ivosidenib, con accion anti-
IDH2 y antilDH1, respectivamente ©768) y |a frecuente asociacién con las
alteraciones genéticas/moleculares de los pacientes con riesgo intermedio las

comente brevemente.

2.6 TRATAMIENTO

El tratamiento de induccion a la remision con intencidn curativa en los pacientes
con LMA consiste en la combinacidbn de 2 agentes quimioterapicos: una
antraciclina administrada durante 3 dias (daunorrubicina o idarrubicina) y
citarabina administrada durante 7 dias, comunmente denominado esquema

3+70)

Después de obtener la remision completa durante esta primera fase, se pasa a
la fase de consolidacion, que pretende mantener esta respuesta y evitar la
recaida. Se administra un primer ciclo de tratamiento con citarabina y
posteriormente segun el perfil de riesgo citogenético y molecular continuaran el
tratamiento; asi los pacientes del grupo de riesgo favorable continuaran con
ciclos de quimioterapia basada en citarabina a dosis altas, 97 |os pacientes del
grupo de riesgo desfavorable deberan recibir trasplante de progenitores
hematopoyéticos (TPH).

En cuanto a los pacientes del grupo de riesgo intermedio, normalmente el

tratamiento suele ser el mismo al grupo de riesgo desfavorable con la necesidad
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de recibir TPH, pero cada vez es mas controvertido el papel del TPH en algunos
subgrupos. @

Debido a los avances en los ultimos afios, e intentando mejorar las tasas de RC
de la enfermedad y disminuir las recaidas, al esquema 3+7, se pueden adicionar
farmacos de terapia dirigida segun las alteraciones moleculares presentes en el
paciente, ejemplos de estas dianas terapéuticas estan la midostaurina, (inhibidor
de la tirosina quinasa 3 FLT3); ivosidenib o enasidenib, o0 gemtuzumab

ozogamicina (un anticuerpo monoclonal dirigido contra CD33).

Otras dianas terapéuticas estan en estudio, asi como diferentes combinaciones
terapéuticas que incluyen en la mayoria de los casos citarabina en diferentes

presentaciones, con o sin idarrubicina. ("2-73)

Durante décadas y a pesar de la heterogeneidad de la LMA y de los grandes
avances en el conocimiento biolégico de la LMA en los ultimos afios, la citarabina
sigue siendo el Gold estandar del tratamiento tanto en induccion como en la
consolidacion en esta patologia, por lo que esta tesis centrara el estudio en este

farmaco.

2.6.1 CITARABINA

La citarabina o Ara-C pertenece a los analogos de pirimidina, llamados
antimetabolitos. Aunque se desconoce el mecanismo de accién especifico, se
cree que el metabolito activo ara-CTP compite con el sustrato fisiolégico de esta
enzima la desoxicitidina 5”- trifosfato (dCTP), se incorpora asi al ADN, como un
falso precursor e inhibe la sintesis de ADN, con el consiguiente blogueo del ciclo
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celular de G1 a la fase S y posterior muerte celular, también disminuye la
velocidad de elongacién de la cadena de ADN y puede inhibir a la transcriptasa

inversa: (7475)

La citarabina se metaboliza principalmente en el higado, pero también en los
rinones, en la mucosa del tracto gastrointestinal, en los granulocitos y, en menor
medida, en otros tejidos; se distribuye rapida y ampliamente a los tejidos y

fluidos, incluyendo higado, plasma y granulocitos periféricos.

Dada la corta semivida y la rapida inactivacion plasmatica de la citarabina,
diferentes estudios se han realizado para validar los diferentes esquemas de
infusiony dosis en la practica clinica: dosis baja como las usadas en la induccién
(200 mg/m2), dosis estandar (100 a 200 mg/m2 diarios, administracion de
manera intermitente o infusion continua durante 5 a 10 dias, donde alcanza
concentraciones plasmaticas en el rango de 0,1 a 0,5 M) dosis intermedia (1000
mg/m2 para cada dosis) y dosis altas usadas en la consolidacion ( 1-3 g/m2,

consiguiendo concentraciones maximas de 100 M). (69 76-84)
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2.6.2 METABOLISMO DE LA CITARABINA.

2.6.2.1 ENZIMAS CLAVE DE LA ViA DE METABOLIZACION DE LA

CITARABINA.

El 80% del flujo de entrada de citarabina a dosis bajas, esta mediado por los
transportadores de nucledsidos de equilibrio humano 1 (hENT1) codificados por
el gen SLC29A1, asi como por hENT2 codificado por el gen SCL29A2, ©5-°91) y
por el transportador humano concentrativo de nucleésidos hCNT3 codificado por

el gen SLC28A3. (84,92:94)

Los mecanismos de salida de la citarabina estan regulados por proteinas
transportadoras transmembrana de la familia ABC, también llamada familia de
proteinas humana asociadas a la resistencia a mdultiples farmacos (MRP), a
nombrar, ABCC10 (MRP7) y ABCC11 (MRPS8).

Ademas, la citarabina ingresa por difusién libre cuando se usa a dosis altas. (8%

Una vez la citarabina esta dentro de la célula, requiere activacion para su accion
citotoxica, dado que es un profarmaco, esta activacion se realiza por medio de
tres fosforilaciones, la primera por medio de la enzima desoxicitidina quinasa
(DCK), que metaboliza Ara-C a monofosfato de citarabina (ara-CMP), encargada

asi de limitar la velocidad en la activacion.
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Posteriormente, se convierte en difosfato de citarabina (ara-CDP) por la enzima
citidina monofosfato quinasa 1 (CMPK, codificada por el gen CMPK1) y
finalmente, se transforma en su metabolito activo, el trifosfato citarabina
(AraCTP) por la enzima nucledsido difosfato quinasa 1 (NDPK, codificada por el

gen NME1) (8499

El catabolismo o inactivacion de la citarabina se realiza a través de procesos de
desaminacion y de desfosforilacion. El proceso de desaminacion involucra 2
enzimas: la citidina deaminasa (CDA) y la desoxicitidilato desaminasa (dCMP), y
el de desfosforilacion es realizado por enzimas de la familia 5’ nucleotidasas

citosdlicas (NT5C).

La principal enzima inactivadora de la citarabina es la CDA, involucrada en el
mantenimiento de la reserva de nucleotidos de pirimidina dentro de la célula,
responsable de la desaminacion irreversible a metabolito inactivo uracilo
arabinésido (Ara-U), por lo tanto, limita la cantidad de Ara-C para ser convertido

en su forma activa. (9697

La dCMP codificada por el gen DCTD, realiza la desaminacién de ara-CMP a

monofosfato de arabindsido de uracilo (Ara-UMP). ©8)

Las enzimas 5’ nucleotidasas Il y Il citosélicas (NTSC2 y NT5C3), son enzimas
que catalizan la desfosforilacion de los fosfatos ribonucledsidos vy
desoxirribonucledsidos. La funcion de NT5C2 se opone a la funcién de DCK, ya

que desfosforila el ara-CMP, evitando asi la produccion de ara-CTP. (99-101)
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La enzima ribonucleotido reductasa (RR), codificada por los genes RRM1 y

RRM2, controla la cantidad de trifosfato de desoxicitidina disponible.

En la figura 2, podemos observar las vias metabdlicas de la citarabina

| ABCC10 ABCC11
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Figura 2. Vias metabdlicas de la citarabina. Adaptado Di Francia R, y colaboradores..
Response and Toxicity to Cytarabine Therapy in Leukemia and Lymphoma: From Dose

Puzzle to Pharmacogenomic Biomarkers.Cancers (Basel). 2021 (102

Méas recientemente, se ha sugerido que la glucuronidacién puede estar
involucrada en el mecanismo de eliminacién de Ara-C en pacientes con LMA,
especificamente por la subfamilia de enzimas UGT1A (UDP-glucuronosil

transferasas) (103-104)

33



Si recordamos las enzimas que catalizan la oxidacién, reduccién e hidrolisis de
farmacos se clasifican como enzimas metabolizadoras de farmacos de fase |, las
enzimas que catalizan reacciones de conjugacion como la glucuronidacién, la

sulfatacion y el glutatién se clasifican como de fase Il

La glucuronidacion mediada por enzimas UGT, tiene lugar principalmente en el
higado y cataliza la transferencia de acido glucurénico al atomo de oxigeno,
nitrdgeno o azufre de sus sustratos, es decir transferencia de acido glucurénico
desde un cosustrato de acido UDP-glucurénico a sustratos, (19 modificando su
actividad en diversos tejidos, transformando compuestos lipofilicos en derivados
hidrosolubles para su posterior eliminacion.

La familia de enzimas UGT estan presentes en muchos tejidos, al catalizar la
glucuronidacion, juegan un papel clave en la eliminacion de compuestos
enddgenos, como hormonas esteroideas, acidos biliares, hormonas tiroideas y
de sustancias quimicas exdgenas, como toxinas y farmacos, entre ellas la
citarabina, estas enzimas han sido reconocidas como las principales enzimas
metabolizadoras de farmacos, (%) ya que mas del 20% de los farmacos de uso

clinico estan glucuronizados por UGT.

Hay nueve enzimas funcionales: UGT1A1l, UGT1A3, UGT1A4, UGT1A5,
UGT1A6, UGT1A7, UGT1A8, UGT1A9 y UGT1A10, codificadas por el gen
UGT1, ubicado en el cromosoma 2 (2937). Las enzimas de la familia UGT1 y

UGT2 estan involucradas principalmente en la glucuronidacion de farmacos.
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La enzima UGT1Al es la més estudiada. Se han informado 2 polimorfismos
funcionales de un solo SNP en UGT1A1 (UGT1A1*28) rs8175347) y UGT1A1*6

(rs4148323) que conducen a una disminucién en la actividad de glucuronidacioén.

UGT1A1*6 es una variante sin sentido (Gly71Arg) en el exdon 1 que conduce a la
disminucién de la funcion de la enzima UGT1Al, frecuente principalmente en

poblacién asiatica, siendo poco prevalente en la poblacién caucésica.

La isoforma 1A1 de UGT (UGT1A1), es el miembro mas abundante de la familia
UGT1A, y se expresa principalmente en el higado. Es la principal isoforma que
media la glucuronidacién de la bilirrubina, el cual se ha asociado con el sindrome
de Gilbert 199y con el metabolismo lento del metabolito activo del irinotecan el
SN-38, (108-111) deferasirox, 112 telmisartan, 113114 jdasanutlin (medicamento

usado en ensayo clinico para LMA refractaria/recidivante) entre otros. (115

Los polimorfismos del gen UGT1AL, en patrticular, el alelo UGT1A1*28/*28, esta
asociado con una expresion del gen disminuida y menor eficacia de su capacidad
de glucuronidacion, lo que resulta en la acumulacion de farmaco tras exposicion
a irinotecan y riesgo alto de toxicidad, especialmente neutropenia grave. (116-119)
Lo que ha hecho que guias como la holandesa, italiana y francesa, (20-122)
recomienden el cribado pretratamiento, asi como reducir la dosis de irinotecan

para los portadores UGT1A1*28 homocig6ticos dado el riesgo de toxicidad (23

124)

Zahreddine y colaboradores en 2014 (103 informé por primera vez que Ara-C

podria ser inactivada a través de la glucuronidacién. Describiendo como el factor

35



de transcripcion sonic hedgehog Glioma asociado a la proteina 1 (Glil), puede
impulsar la glucuronidacién de Ara-C dependiente de UGT1A, por lo tanto, la

resistencia a los medicamentos.

Posteriormente Chen y colaboradores en 2019, valorarén la asociacion de
polimorfismos UGT1Al con la respuesta clinica a Ara-C y el prondstico de
pacientes con LMA de “novo” en paciente asiaticos, donde se observo que los
alelos UGT1A1*28 tenian disminucién del riesgo de no RC después de uno y dos
cursos de quimioterapia de induccion basada en Ara-C, sin diferencias en cuanto
a RC y mejor SG en portadores de UGT1A1*28, o portadores de al menos uno
de los alelos UGT1A1*28. Aunque los resultados fueron no concluyentes por la

menor frecuencia alélica del polimorfismo UGT1A1*28. (104

2.6.2.2 Polimorfismos que afectan la via metabdlica de la citarabina.

La gran variabilidad interindividual en las tasas de RC, recaida y toxicidad,
durante el tratamiento con citarabina, no podria explicarse solo por alteraciones
citogenéticas y moleculares, ® por lo que en los Ultimos afios y gracias a la
incorporacion de la farmacogenomica en el estudio de la LMA, ha cobrado
importancia el efecto de la variabilidad en genes que codifican los
transportadores y las enzimas responsables de la biotransformacion de Ara-C

con la respuesta y toxicidad a la citarabina. (125-126)

Las variables genéticas mas frecuentes en la poblacion general son los
polimorfismos genéticos, presentes en al menos 1%. Los polimorfismos de un

solo nucledtido (single nucleotide polimorphism SNPs), generan cambios en la
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secuencia de aminoacidos de la proteina que modifican la actividad enzimatica
y la estabilidad de esta, lo que se traduce en alteraciones funcionales y/o en la

expresion del gen, que podria impactar en el metabolismo de medicamentos.

La informacion sobre la frecuencia y principales SNPs involucrados en el
metabolismos de Ara-C, estan mejor descritos a raiz de los avances en el
proyecto Genoma Humano, el Proyecto Internacional HapMap, 12.101.127) estudios
de asociacién del genoma completo y por diferentes grupos interesados en la
farmacogenomica, lo que nos ha permitido intuir determinados fenotipos en
relacion a la metabolizacion de este farmaco, fenotipos de pacientes
metabolizadores rapidos o lentos segun la presencia o ausencia del SNPs, estas
variantes genéticas asociadas con un fenotipo de respuesta o toxicidad a la
citarabina han aparecido como prometedores predictores de prondstico o
toxicidad de este farmaco, pero hasta el momento no se ha llegado a un

consenso sobre su utilidad en pacientes con LMA. (95-98,129-131)

2.6.2.3 Principales polimorfismos que afectan a enzimas metabolizadoras de

citarabina.

Las variaciones genéticas de SLC29A1, (132133) y hENT1, (91.134-136) han sido
estudiados principalmente en poblacion asiatica, como un marcador potencial de

la respuesta de pacientes con LMA tratados con Ara-C, con poca relevancia en
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poblacion caucasica dada la baja frecuencia de variabilidad alélica de estos
polimorfismos.

Varios polimorfismos en ABCB1 han sido descritos en poblacion no
caucasica,® Gréen y colaboradores en 2012 (37 realizaron un estudio
prospectivo en poblacion europea, donde describi6 como el SNP rs1128503

estaba implicado con la mejoria de la respuesta.

Diferentes polimorfismos DCK se han identificado en relacion a la sensibilidad de
la citarabina en pacientes con LMA, 3138139 pero con grandes limitaciones
dadas las diferencias poblacionales y las frecuencias alélicas, (140-142) ademas de
la importante variabilidad en la actividad y la expresion de DCK descrita entre
células normales, células malignas asi como en diferentes tejidos, 4® o cual
limita la valoracion de los resultados y la reproductibilidad en los diferentes

estudios en poblacion caucasica. (133.136,141,144-145)

Mejias Vericat y colaboradores ©8 describen como pacientes con el alelo variante
de DCK rs2306744 obtuvieron mayor tasa de RC, y los alelos menores de DCK
rs2306744 y rs4694362 se asociaron con mucositis y trombocitopenia, en un
estudio realizado en 225 pacientes adultos diagnosticados de LMA que

recibieron Ara-C

No se ha descrito ningun polimorfismo con correlacién clinica significativa en los

genes CMPK y NDK.
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Algunos estudios relacionados con los niveles elevados de expresion de NMEL1,
estan asociados con la resistencia a la citarabina y una reduccién de la SG en

pacientes con LAM, (6) asi como mayor riesgo de neurotoxicidad. 47

Diversos SNP dentro de los genes RRM1 y RRM2 se han evaluado en pacientes
con LAM, los cuales mostraron tasas mas bajas de RC y menor SG, 148 asi
como menor SLE en el subgrupo caucasico. @3 Otros polimorfismos en RRM1,

no fueron relacionados con los resultados de LMA. (136)

Los polimorfismos de la enzima CDA se han relacionado con toxicidad y

respuesta clinica a la citarabina en pacientes con LMA. (98.106,133-136,145,149-154)

Su sobreexpresion se asocia comunmente con la resistencia al tratamiento y la
recaida, 155156 mientras que la baja actividad de la enzima CDA puede estar

relacionada con diversas toxicidades ©°y con remision. (95151, 155)

Cabe destacar los siguientes polimorfismos en el gen CDA: 79A>C rs2072671,
208G>A rs60369023, 435T>C rs1048977, haplotipo A-C-C definido por 92A>G
rs602950, 451C>T rs532545) y 897C>A rs10916823, relacionados con actividad

enzimatica, con resultados diversos en cuanto a tasas de RC, SG y toxicidad.

(95,152-153,157-159)
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La enzima NT5C2 se expresa en todos los tejidos humanos y actla opuesta al
DCK al desfosforilar ara-CMP, por lo que limita la producciéon de ara-CTP. 1,101,
160-161) Sy sobreexpresion esta relacionada con resistencia a la citarabina y SG

en pacientes con LMA. (91,100, 161-162)

La relevancia clinica de NT5C2 también se ha descrito en otras neoplasias
malignas, asociado con recaida de leucemia linfoblastica aguda (LLA) (163-165) y
con recaida de leucemia promielocitica aguda (LPA) después del tratamiento con

6-mercaptopurina (6-MP).

Dieck y colaboradores, %% han sugerido el aumento de la actividad de la
nucleotidasa como resultado de la alteracion de los mecanismos de activacion y
autorregulacion, lo que da como resultado la desfosforilacién e inactivacién de
los metabolitos citotdxicos de los analogos de nucledsidos de purina 6-MP y
6tioguanina, que confiere resistencia a 6-MP y conduce a la progresién durante
el tratamiento. El estudio describe polimorfismos en hasta el 20 % de los casos

de LLA-T recidivantes y en el 3-10 % de los casos de LLA-B recidivantes. (166)

Posteriores estudios de asociacion genética de supervivencia libre de
enfermedad en 154 pacientes con LMA de ascendencia europea, mostraron que
los alelos variantes de NT5C2 7A>C rs10883841, 6211C>T rs11191547,
9860C>T rs11191549, 104851396G>T rs11191553, 113+4808A>G rs10883836
y 3269C>T rs7095304, se asociaron con SLE en caucasicos, ) y para
103261506G>A rs1163075, el alelo ancestral demostro niveles mas altos de

expresion de NT5C2 y se asocid con la citotoxicidad de Ara-C(1°)  Sin embargo,
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otros estudios no obtuvieron resultados significativos en la LMA (136.151) - Algunos
estudios analizaron los SNPs de NT5C3 en pacientes con LMA, (100.167)  gjn

resultados significativos para la mayoria de los polimorfismos analizados (95:133)

Solo un estudio analizé los polimorfismos de CTPS en pacientes con LMA

(rs4132440 y rs12144160), sin ninguna asociacion significativa (136)

El polimorfismo UGT1A1*28 (rs8175347) se caracteriza por una insercion (TA)
de 2 pb en la regibn promotora (caja TATA) del gen UGT1Al y se ha
correlacionado con una actividad de la enzima UGT1Al significativamente
menor. El alelo dominante (UGT1A1*1) contiene seis repeticiones [A(TA)6TAA],
mientras que el alelo variante (UGT1A1*28) tiene siete [A(TA)7TAA]. Los
individuos homocigotos para UGT1A1*28 [genotipo variante (TA7/TA7)]
presentan un metabolismo pobre de metabolitos intermedios ya que presentan
una reduccion del 80% de la actividad enzimatica de UGT1A1, mientras que los

heterocigotos (TA6/TA7) muestran actividad enzimatica intermedia.

Ademas, la asociacion de género y glucuronidaciéon ya ha sido descrita (199.111)
se sabe que los farmacos metabolizados por enzimas de fase Il (glucuronil
transferasas, metiltransferasas y deshidrogenasas) suelen ser depurados mas
rapido en hombres que en mujeres. (%8)- Se ha descrito anteriormente que los
hombres tienen una eliminacion de Ara-C significativamente mas rapida que las

muijeres. (169
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La relevancia del ambiente hormonal se ha explorado para justificar estas
diferencias entre hombres y mujeres, Jeong y colaboradores describieron como
los niveles de progesterona, pero no los de estrégeno, se asocian con una mayor
expresion y actividad de las UDP glucuronosiltransferasas, lo que sugiere que la
regulacién hormonal influye en la eliminacion de enzimas de fase Il de varias

drogas, particularmente en el embarazo. 79

2.6.3 TOXICIDAD RELACIONADA CON LA CITARABINA

El perfil de toxicidad de la citarabina es amplio:

1. Toxicidad hematoldgica: la leucopenia y la trombocitopenia ocurren
entre los dias 7 y 14 después de la administracién del farmaco.

2. Toxicidad gastrointestinal: por lo general se manifiesta como una
mucositis leve a moderada y diarrea. Ocasionalmente se ha notificado

pancreatitis aguda en pacientes que reciben perfusion continua. 7%

3. Toxicidad cutanea: caracterizada por eritema, exantema, prurito,
erupcion acneiforme o erupcién maculopapular. Las erupciones cutaneas
suelen ir seguidas de fiebre.

4. Sindrome de citarabina: puede ocurrir dentro de las 12 h posteriores al
inicio de la infusion de la citarabina, se caracteriza por aparicion de fiebre,
erupcion maculopapular, queratoconjuntivitis, mialgia, artralgias, dolor
6seo, y dolor toracico ocasional 172

5. Toxicidad hepéatica: hiperbilirrubinemia presente en mas del 10% de los

pacientes.
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6. Toxicidad ocular: lagrimeo excesivo, fotofobia, ardor ocular, dolor, vision
borrosa, conjuntivitis, hemorragia conjuntival, queratitis, 0ojo seco, entre
otros.

7. Infecciones: puede afectar a dos tercios de los pacientes que
contribuyen a una tasa de mortalidad relacionada con el tratamiento de

aproximadamente 5%

8. Toxicidad cerebelosa aguda: se manifiesta como disartria con ataxia
troncal y de la marcha o, con menos frecuencia, como sindrome cerebral
manifestandose como encefalopatia, psicosis, convulsiones y coma.
Presente en 12% del total de pacientes, pero se eleva aproximadamente
al 30% en pacientes mayores de 60 afos, 40% de los cuales pueden

quedar con una discapacidad permanente. 173
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3. HIPOTESIS
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El tratamiento intensivo de la LMA esta basado en la citarabina, con el cual se
obtienen altas tasas de RC, pero destaca una elevada morbimortalidad por la
toxicidad y tasas elevadas de recaidas. Estas diferencias son mas destacables
en el grupo LMA-RI dada la heterogeneidad de este grupo, por lo cual hace

necesario intentar determinar otros marcadores y lograr redefinir este grupo.

La determinacion de fenotipos en relacién con el metabolismo de la citarabina en
pacientes con LMA, podria definir pacientes metabolizadores rapidos o lentos de
este farmaco, segun la presencia de polimorfismos genéticos de las enzimas
responsables de la biotransformacion de la citarabina, lo cual podria predecir la
toxicidad y eficacia del tratamiento, con impacto en la supervivencia global y

supervivencia libre de enfermedad.

Si esto se confirma podriamos individualizar la dosis de la citarabina,
administrando dosis mas altas a las personas con patrén de metabolizacién
rapida para evitar la recaida y dosis mas bajas a pacientes con metabolismo
lento evitando toxicidad, avanzando asi hacia un tratamiento personalizado y

ajustado al riesgo.
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4. OBJETIVOS
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4.1 Objetivo principal:

Determinar retrospectivamente si las variaciones genéticas de los genes
implicados en el metabolismo de la citarabina impactan sobre la supervivencia
global de los pacientes con LMA-RI tratados con quimioterapia estandar que

contiene citarabina.

4.2 Objetivos secundarios:

a. Describir la distribucion de los polimorfismos de Citidina deaminasa (CDA)
79A>C (rs2072671) y -451C>T (rsb532545), 5'-nucleotidasa (NT5C2)
7A>G (rs10883841) y UGT1AL (rs8175347) en una cohorte homogénea

de pacientes con leucemia mieloide aguda de riesgo intermedio.

b. Determinar la asociacién entre los polimorfismos de los genes mencionados
y la tasa de respuesta, recaidas o de muerte por toxicidad relacionada con

el tratamiento.
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5. PACIENTES Y METODOS
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5.1 PACIENTES

Estudio retrospectivo de muestras de médula 6sea de pacientes diagnosticados
de LMA-RI de novo y tratados de forma homogénea con los protocolos del grupo

Cooperativo CETLAM.

Todos los pacientes fueron considerados LMA de riesgo intermedio (LMA-RI)

segun la clasificacion citogenética del ELN 2010.

Todos los participantes dieron su consentimiento informado por escrito de
acuerdo con la Declaracion de Helsinki. El Comité Etico del Hospital Dr. Josep

Trueta, Girona, aprobé el estudio.

5.2 CRITERIOS DE INCLUSION

Pacientes con edad inferior o igual a los 70 afios, con LMA-RI de nuevo
diagndstico, clasificada segun los criterios de la OMS, que recibieron tratamiento

segun protocolo CETLAM LAMO3 o LAM12.

5.3 CRITERIOS DE EXCLUSION

a. Pacientes LMA riesgo citogenético favorable y desfavorable.

b. Pacientes LMA-RI tratados con otros esquemas de tratamiento distintos a
los protocolos CETLAM LMAQO3 y LMA12.

c. Leucemia promielocitica aguda con t(15;17), crisis blastica de la leucemia
mieloide crénica, leucemias que aparecen después de sindromes

mieloproliferativos cronicos, de SMD de mas de 6 meses de evolucion o
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LMA secundarias aparecidas después de enfermedades malignas curadas
(p. €j. enfermedad de Hodgkin) y aquéllas que sigan a la exposicién a
agentes alquilantes o a radiaciones.

d. Presencia de otras enfermedades neoplasicas en actividad.

e. Pacientes con fraccion de eyeccion muy disminuida (inferior al 40%),
insuficiencia cardiaca sintomatica, o ambas. Funcion renal y hepatica
anormales, con cifra de creatinina y/o bilirrubina 2 veces superior al valor
limite normal, excepto cuando las alteraciones sean atribuibles a la
leucemia, enfermedad neuroldégica o psiquiatrica grave concomitante y

positividad para el VIH.

5.4 DESCRIPCION DEL TRATAMIENTO

El tratamiento esta descrito en la tabla 8. Los pacientes deberan realizar las

siguientes revaloraciones:

Evaluacion de la respuesta post ler ciclo de induccién:

En el caso de respuesta parcial, el paciente recibira un segundo ciclo de
induccion. En pacientes que obtuvieron RC se administrdé un ciclo de
consolidacion. En los casos con resistencia a la quimioterapia de induccién se

administré quimioterapia de rescate fuera de protocolo.

Revaloracion post 1ra consolidacién:
Sino se alcanza la RC el paciente sale de protocolo y se administra quimioterapia

de rescate.
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En caso de mantener la RC se administra la terapia de intensificacion segun la

estratificacion pronostica.

TABLA 8. Tratamiento segun protocolo CETLAM

INDUCCION A LA
REMISION.

2003

2012

Esquema IDICE:

Esquema IC

Idarrubicina 12 mg/m? dias 1,3,5
Ara-C, 500 mg/m?/ ¢/12 horas
dias 1,3,5y7

Etopésido, 100 mg/m? dias 1 a 3

Idarrubicina 12mg/m?/dia
dias 1-3

Ara-C, 200 mg/m?/dia en
infusién continua dias 1-7

CONSOLIDACION

Esquema MIT-DIC:

Dosis intermedia de Ara-C y
mitoxantrone

Esquema: ADAC

Dosis altas de Ara-C

Ara-C: 500 mg/m2 c/12 horas,
diasl1a6

Mitoxantrone: 12 mg/m?,
dias4 a6

Edad igual o inferior a 60 afios
Ara-C: 3 g/m?/c/12 horas,

dias 1, 3,5

Edad superior a 60 afios
Ara-C: 1,5 g/m?/c/12 horas
dias 1, 3,5

POST 1RA
CONSOLIDACION
EN 1ra RC

Auto-TPH: pacientes con
cariotipo normal sin factores de
riesgo adicionales.

Alo-TPH:

si FLT-3 ITD +.

Si requirio 2 inducciones para
adquirir RC. si EMR
detectable después de

consolidacion

2 ciclos mas de consolidacion en
pacientes con cariotipo normal,
con NPM1 Mutada/FLT3 wild
type o ratio baja.

Alo- TPH:

si FLT3-ITD +, con ratio alta.

Si requirio 2 inducciones para
adquirir RC

si EMR detectable después de
consolidacion
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5.5 VALORACION DE RESULTADOS CLINICOS

5.5.1 CRITERIOS DE EVALUACION DE RESPUESTA.

Los criterios de evaluacion de respuesta segun protocolos CETLAM 2003 - 2012,

se describen en la tabla 9.

TABLA 9. Criterios de evaluacién de respuesta

Protocolos CETLAM 2003- 2012

Remision Deben cumplir todas las siguientes condiciones:

completa. MO normo-celular o ligeramente hipocelular con proporcién de blastos
<5% (incluidos promonocitos en caso de M5), ausencia de bastones de
Auer, ausencia de leucemia extramedular, cifra de neutréfilos y de
plaquetas en ascenso.

Remision Persistencia de un 5 a un 25% de blastos en MO. también se considerara

parcial. RP la situacién de RC que dure menos de 1 mes.

Resistencia | Se definira como una proporcion de blastos superior al 50% de la

absoluta. existente al diagnoéstico, después de un ciclo de quimioterapia.

Resistencia | Proporcion de blastos inferior al 50% de la inicial, sin alcanzar criterios de

relativa. RP. También se considerara que existe resistencia relativa cuando exista
remision medular, pero presencia de leucemia extramedular.

5.5.2 CRITERIOS DE RECAIDA.

Los diferentes criterios de recaida se especifican en la Tabla 10
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TABLA 10. Criterios de recaida

Recaida medular Proporcion de blastos igual o superior al 5% en MO, en dos
ocasiones consecutivas separadas por lo menos 7 dias.

La evidencia de un numero creciente de metafases con una
alteracion citogenética presente al diagndstico justificara el inicio
de quimioterapia o la realizacion de un TPH en recidiva precoz.

Recaida en sangre | Aparicion de blastos en SP en dos ocasiones consecutivas, a
periférica distancia del periodo de recuperacion de una aplasia post
quimioterapia.

Recaida Presencia de infiltracién extramedular demostrada por biopsia o
extramedular puncién.

5.5.3 DEFINICION DE VARIABLES

Las 2 principales variables evaluadas estan relacionadas en la tabla 11.

TABLA 11. Definicién de variables

Supervivencia global Tiempo desde la fecha de diagnostico hasta la fecha de
muerte debido a cualquier causa o Ultimo seguimiento.

Supervivencia libre de Se calcul6 a partir de la fecha de RC hasta la fecha de
enfermedad la recaida de la LMA, censurando las muertes ocurridas
antes de la recaida.
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5.5.4 EVALUACION TOXICIDAD.
Se valoro¢ la toxicidad renal, hepatica, pulmonar, gastrointestinal — mucositis, asi

como la toxicidad hematoldgica, en pacientes que alcanzaron RC.

Para la toxicidad hematolégica se calculd el tiempo de recuperacion de
neutropenia (TRN) y el tiempo de recuperacion de trombocitopenia (TRT) desde
el primer dia de quimioterapia.

Las toxicidades se agruparon segun grado 0-1 versus grado 2-4, de acuerdo a

los criterios establecidos por la OMS.

5.6 ANALISIS MOLECULAR

Los andlisis citogenéticos se realizaron utilizando técnicas estandar para la
formacion de bandas cromosomicas y FISH.

Las mutaciones de NPM1 y FLT3-ITD se evaluaron en ADN gendmico, con
cebadores marcados y se analizaron mediante andlisis de fragmentos (3130XL

Genetic Analyzer, Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU (174-175)

La seleccion de los polimorfismos a estudiar se realizd6 mediante un analisis
exhaustivo de la bibliografia existente (95.98102-104,129,150-152,154-155,176) y de |as
principales bases de datos de polimorfismos para determinar los SNPs con
mayor grado de evidencia en relacion al metabolismo de la citarabina en

individuos caucasicos, asociado a la eficacia y toxicidad.
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5.6.1 Genotipado UGT1A1

El primer exon y la region flanqueante del gen UGT1A1 se amplificaron mediante
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando los siguientes
cebadores: 5-GAGTATGAAATTCCAGCCAGTTC-3 directo y
5'CAGGCCCAGGACAAGTGG-3' inverso. La mezcla de reaccién de 30 pl
contenia 1 x tampdn, 0,2 mmol de dNTP, 50-100 ng de ADN gendmico, 0,5 pmol
de cebadores y 1 unidad de ADN Tag polimerasa. Las condiciones del ciclo
térmico fueron las siguientes: precalentamiento a 95 °C por 5 minutos, seguido
de 30 ciclos de 95 °C por 1 minuto, 57,5 °C por 30 segundos y 72 °C por 30
segundos.

El producto de ADN amplificado se purifico utilizando kits disponibles
comercialmente lllustra ExoProStar 1-Step (GE Healthcare Europe, Friburgo,
Alemania) y se secuencié mediante los kits BigDye Terminator v1.1 y v3.1
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EE. UU.) de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante.

Las secuencias de nucleétidos de los productos de PCR se determinaron
mediante un secuenciador automatico (ABI3130XL, Applied Biosystems, Foster
City, CA, EE. UU.) utlizando el cebador de secuencia

5'-ACTCCCTGCTACCTTTGTGG-3'.
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5.6.2 Genotipado NT5C2 Y CDA

De acuerdo con la frecuencia de alelos en la poblacion caucésica y el impacto
previamente informado en la actividad enzimatica, seleccionamos el
polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) rs10883841 (7A>G) dentro del gen

NT5C2 y los SNP rs2072671 (79A>C) y rs532545 (-451G> A) en el gen CDA.

El genotipado se determind mediante discriminacion alélica en el sistema de PCR
en tiempo real Quant Studio 7 Flex, utilizando sondas y cebadores de PCR en
tiempo real TagMan, obtenidos como reactivos AB "Assay on demand"
comercialmente disponibles (Applied Biosystems) El ensayo solicitado incluye
cebadores y fluoréforos etiquetados como VIC/FAM (sondas TagMan).

Las condiciones del ciclo de PCR fueron las siguientes: 10 minutos a 95°C para
la activacion de la polimerasa, 15 segundos a 95°C para la desnaturalizacién y

1 minuto a 60°C para la hibridacién/extension, durante 40 ciclos.

5.7 Andlisis estadistico

Las asociaciones entre las variables cualitativas y los genotipos de polimorfismos
se evaluaron mediante la prueba de Chi-cuadrado o la prueba exacta de Fisher.
Se uso la prueba t de Student para variables continuas y el analisis ANOVA de

una via para detectar diferencias entre los genotipos.
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Se aplico el andlisis de Kaplan-Meier junto con la prueba de rango logaritmico
(log-rank test) para determinar la supervivencia global y la supervivencia libre de

enfermedad.

Se utilizaron estimaciones de incidencia acumulada considerando riesgos
competitivos para determinar la probabilidad de recidiva y de mortalidad en

remision completa segun el genotipo.

El andlisis multivariante se realiz6 mediante el modelo de regresion de Cox para
variables dependientes del tiempo. Se utilizé un modelo de regresion logistica
para realizar un andlisis multivariado para variables no dependientes del tiempo.
Todas las variables con un valor de p igual o inferior a 0,2 en el andlisis

univariante se incluyeron en el analisis multivariante.
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6. RESULTADOS
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Analizamos 477 pacientes adultos con leucemia mieloide aguda de riesgo
intermedio tratados con quimioterapia intensiva segun protocolo CETLAM LMA-
03 0 LMA-12 en 19 hospitales del grupo espafiol CETLAM desde el afio 2004

hasta el afio 2017.

Presentamos en primer lugar los resultados obtenidos al analizar el impacto del
genotipo de las enzimas implicadas en la via clasica de metabolizacion de la
citarabina, seguidos de los resultados al analizar el impacto del genotipo de
UGT1A1 como enzima implicada en el proceso de glucuronidacién de la

citarabina.

6.1 ESTUDIO DE LOS GENOTIPOS DE ENZIMAS IMPLICADAS EN LA VIA

CLASICA DEL METABOLISMO DE LA CITARABINA

Tal y como se ha explicado en el apartado “Pacientes y métodos”, se analizaron

los polimorfismos rs10883841 (gen NT5C2), rs2072671 y rs532545 (gen citidin

deaminasa — CDA).

6.1.1 Distribucion de genotipos en la cohorte analizada

La distribucion de genotipos en estos SNPs se puede observar en la Tabla 12
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Tabla 12. Distribucion de genotipos

NT5C2 rs10883841, CDA rs2072671, CDA rs532545

GENOTIPO | n Homocigotos alelo Heterocigotos Homocigotos alelo
ancestral variante

CDA 474 | 174 homocigotos CC 207 93 homocigotos TT.

rs532545

CDA 471 194 homocigotos AA 211 66 homocigotos CC.

rs2072671

NT5C2 463 | 339 homocigotos AA 116 8 homaocigotos GG.

rs10883841

Algunos pacientes no pudieron ser genotipados debido a la mala calidad del ADN
disponible.
La distribuciéon de los genotipos fue similar con lo descrito previamente en la

literatura en poblacién caucésica.

6.1.2 Caracteristicas de la cohorte analizada

Las caracteristicas clinico-biolégicas de la cohorte analizada se pueden ver en

la tabla 13.
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Tabla 13. caracteristicas de la cohorte analizada (n: 477)

Protocolo LMA 03 — LMA 12 314 - 163 (65.8% - 34.2%)
Sexo (hombre - mujer) 251 - 226 (52.6% - 47.4%)
edad: mediana (rango) 53 (15 - 71)

Leucocitos al diagnostico: mediana (rango) 20.1 x 10°%L (0.2 - 325)
Cariotipo Normal 351 (73.6%)

NPM1 mutada y FLT3 wild type (o ratio <0.5) 142 (32.9%)

NPM1 y FLT3 wild type (o FLT3 ratio <0.5) 196 (45.4%)
FLT3 ITD (ratio alta) 94 (21.8%)
Trasplante de medula 6ésea en primera RC 254 (83%)

6.1.3 Homogeneidad entre grupos para los genotipos NT5C2 rs10883841,

CDA rs2072671 y CDA rs532545

La comparacion de los factores prondsticos clinicos al diagnéstico entre estos
polimorfismos genéticos mostré una distribucion equilibrada para la edad, el
recuento de glébulos blancos (WBC) al diagndéstico, la incidencia de cariotipo
normal y la presencia de mutacion en NPM1 o en FLT3-ITD. La unica diferencia
detectada fue una mayor proporcion de pacientes incluidos en el protocolo
LAM12 con el genotipo NT5C2 rs10883841 AA (37,8 % frente a 25 % con el
genotipo AG/GG; p: 0,011). Dado que en nuestra cohorte la supervivencia global
fue comparable entre los dos protocolos, no se considerd relevante esta
diferencia en el analisis de homogeneidad entre grupos genéticos.

La Tabla 14 muestra el analisis de homogeneidad entre genotipos:
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Tabla 14. Analisis de homogeneidad entre genotipos

NT5C2 rs10883841

NT5C2 rs10883841

AGIGG (n:124) AA (n: 339)
P lo (LMAO3 — LMA12) (%
rotocolo (LMAO3 ) 06) 75- 25 62.2-37.8 0.011
Sexo (hombre - mujer) (%
X0 ( ujer) (%) 53.2-46.8 51.9-48.1 0.803
Edad: mediana (rango
lana (rango) 53 (20 — 70) 53 (15 — 71) 0.781
Leucocitos al diagnoéstico: mediana (rango
veod 'agnost iana (rango) 23.1 (0.7 — 325) 18.5 (0.2 — 400) 0.632
Cariotipo Normal (%) 78.2 71.7 0.158
Perfil molecular (%) 47 44.7 0.896
NPM1y FLT-3 WT (o ratio <0.5)
31.3 33.6
NPM1 mutaday FLT-3 WT (o ratio <0.5)
FLT-3 ITD (ratio > 0.5) 21.7 21.7

CDA rs2072671 AA/IAC

CDA rs2072671 CC

Protocolo (LMAO3 — LMA12) (%)

(n:405)

(n:66)

65.9-34.1 62.1 —37.9 0.547
Sexo (hombre - mujer) (%)

51.1-48.9 63.6 — 36.4 0.059
Edad: mediana (rango)

53 (15 — 71) 52 (18 — 71) 0.049
Leucocitos al diagnéstico: mediana (rango) 18.3 (0.2 — 400) 24.5 (0.6 - 208) 0.402

ioti 0,

Cariotipo Normal (%) 736 742 0.910
Perfil molecular (%)
NPM1y FLT3 WT (o ratio <0.5) 454 44.6 0.700
NPM1 mutada y FLT3 WT (o ratio <0.5) 32.7 375
FLT3 ITD (ratio > 0.5) 21.9 17.9

CDA
1s532545 CC/CT

(n:381)

CDA
rs532545 TT
(n:93)

Protocolo (LMAO3 — LMA12) (%) 63.5-36.5 74.2-25.8 0.052
Sexo (hombre - mujer) (%) 52.5-47.5 53.8 - 46.2 0.826
Edad: mediana (rango) 53 (17 - 71) 53 (15 - 70) 0.398
Leucocitos al diagnéstico: mediana (rango) 18.4 (0.2 — 400) 24.4 (0.6 — 396) 0.888
Cariotipo Normal (%) 73.8 72 0.738
Perfil molecular (%) 0.956
NPM1y FLT3 WT (o ratio <0.5) 44.9 46.5

NPM1 mutada y FLT-3 WT (o ratio <0.5) 32.9 32.6

FLT3 ITD (ratio > 0.5) 22.2 20.9

Leucocitos al diagndstico expresados en x 1091
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6.1.4 Resultado clinico después de la quimioterapia de induccion y

consolidacion

La remision completa se logré en el 70,2 % de los pacientes después de la
primera quimioterapia de induccién. El 12,5% de los pacientes logré remision
parcial y recibieron un segundo ciclo de quimioterapia de induccion.

Se observé refractariedad a la quimioterapia en el 8,4 % de los pacientes,
mientras que el 8,9 % de los pacientes fallecieron durante la aplasia relacionada

con la quimioterapia de induccién inicial.

No se detectaron diferencias significativas entre los genotipos del polimorfismo
NT5C2 rs10883841 tras la quimioterapia de induccion en cuanto a la respuesta
alcanzada: el 69,4% de los genotipos AG/GG vs. el 70,2% de los pacientes con
genotipo homocigoto AA alcanzaron la remision completa (p: 0,859).

Del mismo modo, no observamos diferencias entre estos polimorfismos, ni en la
proporcion de pacientes con respuesta parcial que necesitaron una segunda
guimioterapia de induccién, ni en el porcentaje de pacientes con

guimiorresistencia primaria.

El porcentaje de pacientes fallecidos durante la aplasia relacionada con la
quimioterapia de induccion también fue comparable (6,5% de pacientes con
genotipo NT5C2 rs10883841 AG/GG vs. 8,6% de homocigotos para el alelo A;

p: 0,460).
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Por el contrario, los pacientes con genotipo CDA rs2072671 AA/AC mostraron
una tasa de remision completa menor que los pacientes homocigotos para el
alelo C (67,4 vs. 80,3% respectivamente; p: 0,035). Se obtuvieron resultados
similares al comparar pacientes con CDA rs532545 CC /CT genotipo con los

homocigotos para el alelo T (67,7% vs. 78,5%; p: 0,042).

El andlisis de subgrupos mostré que esta asociacion era aiin mas fuerte cuando
se consideraban solo pacientes con cariotipo normal, tanto para los genotipos
CDA rs2072671 (AA/AC: 69,5 % vs CC: 87,8 %; p: 0,008) como para los
genotipos CDA rs532545 (CC/CT: 69,8% vs TT: 85,1%; p: 0,011). Este efecto
también se detectd al considerar pacientes con NPM1 mutada sin FLT3-ITD o
con ratio baja considerando el genotipo CDA rs2072671 (AA/AC: 75,2% vs CC:
95,2%; p:0,040) y segun el genotipo CDA rs532545 (CC/CT: 74,3% vs TT: 92,9%;
p: 0,034), mientras que no se observaron diferencias significativas en la tasa de
remision completa ni en los pacientes NPM1 — FLT3 doble negativo, ni en

aquellos con FLT3-ITD con ratio superior a 0,5.

En cuanto a la duracién de la neutropenia tras la quimioterapia de induccion, no
observamos diferencias estadisticamente significativas entre los distintos

polimorfismos analizados.

Los dias de trombocitopenia después de la quimioterapia de induccion no fueron
estadisticamente distintos al comparar los grupos genéticos en base a NT5C2
rs10883841 y CDA rs532545, mientras que los pacientes con el genotipo CDA

rs2072671 AA/AC (mediana de 18 dias; rango de 0 a 54) tuvieron una mayor
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duracion de la trombocitopenia que los homocigotos para el alelo C (mediana de

17 dias; rango 6 — 28; p: 0,021).

Los eventos adversos no hematoldgicos de grado 3-4, asociados al tratamiento
con citarabina (sin considerar los eventos infecciosos) se informaron con mayor
frecuencia en pacientes con el genotipo NT5C2 rs10883841 AA (17,2% frente a
9,2% en pacientes con otros genotipos; p: 0,036). Esta asociacion fue confirmada
en el analisis multivariado (p: 0,036). El analisis de subgrupos mostré que este
aumento en la incidencia de toxicidad relacionada con el tratamiento se observo
en mujeres (20,6% vs 5,4%; p: 0,008), pero no en hombres 14 % vs 12,5%; p:

0,760).

No se detectaron diferencias en los eventos adversos no hematologicos al
considerar los genotipos CDA rs2072671 o rs532545.

También exploramos si la admisién a cuidados intensivos, el shock séptico o la
infeccion fungica invasiva eran mas frecuentes en base a los genotipos NT5C2
o CDA, pero la incidencia de estas situaciones potencialmente mortales no fue

diferente entre los grupos.

No encontramos diferencias en cuanto a la mortalidad durante el primer ciclo de
guimioterapia de induccion en base a ninguno de los grupos genéticos

analizados.

En cuanto a los pacientes que recibieron quimioterapia de consolidacién, la

duracion de la neutropenia después de esta consolidacion fue mayor para los

73



pacientes con genotipo NT5C2 rs10883841 AG/GG (mediana de 21 dias; rango
de 6 a 106 dias) en comparacion con los pacientes homocigotos AA (mediana

de 18,5 dias; rango de 2 a 59 dias) (p: 0,016).

De manera similar, la duracion de la trombocitopenia después de la quimioterapia
de consolidacién también fue mayor para los pacientes con genotipo NT5C2
rs10883841 AG o GG (mediana de 19 dias; rango de 3 a 162 dias) en
comparacion con los pacientes homocigotos AA (mediana de 16 dias; rango de
0 a 76 dias) (p: 0,015).

No encontramos diferencias estadisticamente significativas en la duracion de la
neutropenia o trombocitopenia tras la quimioterapia de consolidacion respecto al
genotipo de CDA del paciente.

La mortalidad asociada con la terapia de consolidacion también fue comparable
entre todos los grupos genéticos analizados

La tabla 15 muestra en detalle la relacion entre los genotipos estudiados y los

diferentes eventos clinicos.
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TABLA 15: Resultado clinico después de la quimioterapia de induccién y consolidacién segin el genotipo

Remision completa

NT5C2
rs10883841
AG/GG (n:124)

NT5C2
rs10883841
AA (n: 339)

CDA
rs2072671
AA/AC (n:405)

CDA
rs2072671
CC (n:66)

CDA rs532545
CCICT (n:381)

CDA
rs532545
TT (n:93)

69.4% 70.2% 0.859 67.4% 80.3% 0.035 67.7% 78.5% 0.042
Respuesta parcial

12.9% 12.4% 0.882 13.1% 9.1% 0.363 12.3% 10.8% 0.674
Quimiorresistencia primaria

6.5% 8.6% 0.460 8.9% 6.1% 0.445 9.4% 4.3% 0.109
Muerte durante la quimioterapia de
. > 10.5% 8.0% 0.393 9.6% 4.5% 0.179 9.4% 6.5% 0.362
induccion
Dias de neutropenia tras 1a quimioterapia | ., 15 _ 45y | 25 (12-78) | 0.179 22 (10 - 74) 22 (11— 78) 0902 | 22(10-78) | 22(11-60) | 0.385
de induccion: mediana (rango)
Dias de trombocitopenia tras la
guimioterapia de induccién: mediana 19 (5-30) 18 (0 —54) 0.330 18 (0 -54) 17 (6 —28) 0.021 18 (0 —54) 17 (0 —50) 0.123
(rango)
Eventos tdxicos grados 3-4
(extrahematologicos) 9.2% 17.2% 0.036 14.6% 18.8% 0.393 14.4% 16.7% 0.595
Mortalidad tras la primera quimioterapia
de induccion 10.6% 8.9% 0.587 10.2% 6.2% 0.291 10.1% 7.5% 0.458
Dias de neutropenia tras la quimioterapia
de consolidacion: mediana (rango) 21 (6 — 106) 185(2-59) | 0.016 20 (2 - 106) 18 (4 — 65) 0.594 19 (2 - 106) 20 (4 — 65) 0.332
Dias de trombocitopenia tras la
quimioterapia de consolidacion: mediana
(rango) 19 (3-162) 16 (0 —76) 0.015 17.5 (0 - 162) 17 (3-64) 0.536 17 (0-162) 19 (0-64) 0.789
Mortalidad tras la quimioterapia de
consolidacion 3.3% 3.1% 1 4% 0% 0.134 3.5% 2.8% 0.748




6.1.5 Supervivencia global (SG) y supervivencia libre de enfermedad (SLE).

La SG a los cinco afios fue similar al estratificar a los pacientes segun el genotipo
NT5C2 rs10883841 (AG/GG 37,5% vs AA 36,8%; p: 0,385). Sin embargo, al
realizar el analisis de subgrupos, detectamos que para los pacientes menores de
50 afios el genotipo NT5C2 rs10883841 AA mostro una peor SG casi

estadisticamente significativa en el analisis univariante (AG/GG 56,9%% vs AA
42,6%; p: 0,051) (Figura 3). El analisis multivariante en este subgrupo de
pacientes mas jovenes identificé el genotipo rs10883841 como un factor de
riesgo independiente para una peor SG (p: 0,003; HR 2,16, intervalo de confianza

(IC) del 95 % 1,29 — 3,61).
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FIGURA 3. Supervivencia global en pacientes menores de 50 afios segun el genotipo
NT5C2 rs10883841 AA
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No observamos diferencias estadisticamente significativas en SG segun CDA
rs2072671 (AA/AC 35,6% vs CC 44,6%; p: 0,144) o genotipo rs532545 (CC/CT

36,9% vs TT 37,7%; p: 0,344).

La SLE a los cinco afios fue del 38,6% para los pacientes con genotipo NT5C2
rs10883841 AG/GG y del 32,4% para los homocigotos para el alelo A (p: 0,144).
Nuevamente, en el andlisis de subgrupos mostré una peor SLE estadisticamente
significativa para los pacientes menores de 50 afios con el genotipo NT5C2
rs10883841 AA (AG/GG 54 % frente a AA 36,5 %; p: 0,010) (Figura 4). El analisis
multivariante en este subgrupo de pacientes confirmé el genotipo rs10883841
como un factor de riesgo independiente para peor DFS (p: 0,002; HR 2,45, IC

95% 1,41 - 4,27).
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FIGURA 4. Supervivencia libre de enfermedad en pacientes menores de 50 afios segun
el genotipo NT5C2 rs10883841
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Realizamos un andlisis de subgrupos para explorar mejor la asociacion entre el
genotipo NT5C2 rs10883841 y la SG o SLE en esta cohorte de pacientes
menores de 50 afos, identificando que el genotipo NT5C2 rs10883841 AA se
asocio en el andlisis multivariante con peor SG y SLE en todos los subgrupos
excepto para pacientes con NPM1 mutada sin FLT3-ITD (o con una ratio < 0,5).
Esta influencia en la SG fue especialmente llamativa en pacientes con FLT3-ITD
con ratio > 0.5. La figura 5 muestra el andlisis de subgrupos considerando

exclusivamente los pacientes con edad < 50 afios (n: 195).



A

Subgrupo MN[%) HR[95%CI) p
—.
Todos 195 2,16 (1,29 - 3,61) 0,003
I E—
Hombres 102 1,50 (0,95 — 3,65) 0,052
L
Mujeres a3 2,86 (1,18 — 6,91) 0,020
MPMLy FLT3 WT 85 2,7 (1,06 —4,43) 0,034 — -
MPML mut f FLT2 WT 57 0,73 (0,25 — 2,13) 0562 —E—
FLT3-ITD: {ratio = 0.5) 35 7,12 (2,07 — 24,45) 0,002 =
-iz-11-4190 5% 82 ¥ 6 -5 4 3 2 -1 0 1 2 3 4 5 5 7 8 9 1011 12
Peor 5G para NT5C2 rs10883841 AG/GG ~ Peor 5G para NT5C2 rs10883841 AA

Subrupo M %) HR [35%%CI) P -

Todos 195 2,45 (1,41 —4,27) 0,002

Hombre 102 1,36 (1,00 — 3,45) 0,051 —8——

Mujer 93 2,68 (1,19 —6,02) 0,017 - -

MPML ¢ FLT3 WT 85 2,08 (1,10 - 3,97) 0,025 i

MPML mut J FLTZ WT 57 0,35 [0,31 - 2,58) 0,829 —m——

FLT2-ITD {ratic = 0.5) 38 3,73 (1,26 — 11,05) 0,017 =

-iz-11-10 5% 82 7 -5 4 2 2 -1 01 2 3 4 5 5 7 8B 5 1011 12

-

Pear §LE para NT5C2 rs10883841 AG/GG

-
=

Peor S5LE para NT5C2 rs10883841 AA

FIGURA 5. Andlisis de subgrupos de la asociacion entre el genotipo NT5C2 rs10883841

y supervivencia global (A) y supervivencia libre de enfermedad (B) en pacientes < 50

anos.
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6.1.6 Recaida

La incidencia de recaida fue mayor en pacientes con el genotipo NT5C2
rs10883841 AA (AG/GG 43,7% vs AA 53,1%), pero esta diferencia no alcanz6
significacion estadistica en el analisis multivariante ajustado por edad, sexo, raza
blanca, recuento de leucocitos al momento del diagndstico, citogenética, estado
mutacional de NPM1 y FLT3 ni protocolo empleado (p: 0,056).

Al realizar el analisis de subgrupos, los pacientes menores de 50 afios con el
genotipo NT5C2 rs10883841 AA mostraron mayor incidencia de recidivas,
estadisticamente significativa tanto en el andlisis univariante (AG/GG 33,8% vs
AA 48,9%; p: 0,040) como en el multivariante (p:0,010; HR 2,23; 1IC95% 1,21 —
4,12).

No observamos diferencias estadisticamente significativas en la incidencia de
recaidas segun el genotipo en CDA rs2072671 (AA/AC 50,2% vs CC 50,7%; p:
0,817) o rs532545 (CC/CT 50,1% vs TT 49,6%; p: 0,361). El analisis de
subgrupos tampoco logré detectar ninguna correlacién entre estos polimorfismos

CDAy la incidencia de recaidas.

6.1.7 Mortalidad sin recaida

No hubo diferencias en la incidencia de mortalidad sin recaida previa segun el
genotipo en NT5C2 rs10883841 (AG/GG 26,6% vs AA 23,7%; p: 0,744), CDA
rs2072671 (AA/AC 25,6% vs CC 22,2%; p: 0,411) o CDA rs532545 (CC/CT 24%

vs TT 28,1%; p: 0,750).



El analisis de subgrupos tampoco logré detectar ninguna correlacion entre estos

polimorfismos y la incidencia de mortalidad sin recaida previa.

6.1.8 Causas de muerte

Las causas de muerte se clasificaron en cinco grupos:

a) Muerte relacionada con la leucemia.

b) Muerte por infeccidon durante la quimioterapia.

c) Evento hemorragico fatal.

d) Mortalidad relacionada con el trasplante.

e) Otras causas.

La distribucion fue comparable entre los genotipos NT5C2 rs10883841: la muerte
relacionada con la leucemia fue el 53,2 % del total de muertes en pacientes con
genotipo AG/GG frente al 55,1 % en aquellos con genotipo AA, y también hubo
una incidencia similar de muerte por infeccion durante la quimioterapia (17,7%
vs 15,7%), evento hemorragico fatal (6,5% vs 6,5), mortalidad relacionada con el
trasplante (21% vs 19,5%) u otras causas (1,6% vs 3,2% respectivamente). (p:

0,958).

Tampoco encontramos diferencias en las causas de muerte al considerar los

genotipos CDA rs2072671 (p: 0,326) o CDA rs532545 (p: 0,352).



6.2 ESTUDIO DE LA VIA ALTERNATIVA DEL METABOLISMO DE LA CITARABINA

A TRAVES DE LA GLUCURONIDACION

Para explorar el papel de la glucuronidacion como via alternativa en la metabolizacion
de la citarabina, analizamos el genotipo de la enzima UGT1A1 en una cohorte de 455
pacientes con LMA-RI.

Las caracteristicas de la cohorte estan descritas en la tabla 16.

Tabla 16. Caracteristicas de la cohorte analizada

Variable n (%)

PROTOCOLO LAMO3 — LAM 12 301 - 154 (66.2% - 33.8%)
Sexo (hombre - mujer) 242 - 213 (53.2% - 46.8%)
Edad: mediana (rango) 53 (15-71)

Leucocitos al diagndstico: mediana (rango) | 19.7 x 10%L (0.2 - 400)
Cariotipo Normal 330 (72.5%)

NPM1 mutada * 187 (41.1%)

FLT3 ITD (ratio alta) 75 (16.5%)

Trasplante de medula ésea en primera RC | 254 (84%)

* yalorable en 410 casos T valorable en 430 casos.

6.2.1 Distribucién de genotipos

Detectamos 148 pacientes (32.5%) homocigotos para el alelo UGT1Al,
caracterizado por la repeticion (TAes) (UGT1AL1*1). 258 pacientes (56.7%) fueron
heterocigotos (TAs/TA7) y 43 (9.5%) fueron homocigotos para la variante (TA7),
también conocida como variante UGT1A1*28, asociada con una menor actividad
enzimatica. Esta distribucion de genotipos es comparable a la descrita

previamente en poblacidn caucasica.
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6.2.2 Homogeneidad entre grupos segun el genotipo de UGT1A1l

Al comparar las variables clinicas no observamos diferencias estadisticamente
significativas en edad, sexo, deteccion de anomalias citogenéticas o presencia de
mutaciones en FLT3 o NPM1 entre pacientes con variante homocigota UGT1A1*28 y
homocigotos para UGT1Al1*1 o heterocigotos UGT1A1*1/*28. La mediana del
recuento de leucocitos al momento del diagnostico fue mayor en pacientes con
variante homocigota UGT1A1*28 (mediana 44,9 x 1091 frente a 20.8 x 109 para
pacientes heterocigotos y 15.6 x 10%/ para pacientes homocigotos para el alelo wild

type), pero esta diferencia no fue estadisticamente significativa (p: 0,111). La tabla 17

muestra la comparacion entre estos grupos.

Tabla 17 Homogeneidad entre los grupos acorde al genotipo en

UGT1A1 rs8175347

Variable UGT1A1*1/*1 UGT1A1*1/%28 UGT1A1*28/*28 P
PROTOCOLO 82-66 186 -72 30-13 0.003
LAMO3 — LAM12 (55.4%-44.6%) | (72.1%-27.9%) | (69.8% - 30.2%)

Sexo 79-69 142-116 18— 25 0.276
(hombre -muijer) (53.4%-46.6%) | (95%-45%) (41.9% -58.1%)

edad: mediana(rango) | 53(15-71) 55(18-71) 52 (17-70) 0.614
Leucocitos al 15.6 x1091 20.8 x109/ 44.9 x 10°/L 0.111
diagnostico: mediana | (0.6-400) (0.2-371) (0.18-298)

(rango)

Cariotipo Normal 115(77.7%) 180(69.8%) 29 (67.4%) 0.176
NPM1 mutada 65(47.8%) 108(46.4%) 14 (38.9%) 0.633
FLT3 ITD ratio alta 23(16.1%) 43(17.8%) 9 (22%) 0.681




Los pacientes incluidos en los ensayos LAM-03 y LAM-12 mostraron resultados
comparables con respecto a la tasa de remisibn completa y la supervivencia

global.

6.2.3 Resultado clinico des pues de la quimioterapia de induccién y
consolidacion

La tasa general de remision completa (RC) después de la terapia de induccién
fue del 79,5 % (362 de 455 pacientes). Cuarenta y seis pacientes fueron
refractarios a la terapia inicial (10,1 %) y 45 pacientes fallecieron durante la
quimioterapia de induccion (9,9 %). Dos pacientes no tenian datos de

seguimiento disponibles.

Al considerar la relacion entre el genotipo UGT1AL rs8175347 y el resultado
clinico después de la quimioterapia de induccion, no encontramos diferencias
estadisticamente significativas en la tasa de RC: 80,4% de pacientes con
genotipo homocigoto UGT1A1*1, 79,4% de pacientes heterocigotos y 79,1% de
UGT1A1 *28 pacientes homocigotos obtuvieron remision completa. El porcentaje
de pacientes refractarios tras la quimioterapia de induccion también fue similar
en todos los grupos: 10,8%, 9,7% y 11,6% respectivamente, asi como la
incidencia de muerte durante la quimioterapia de induccion: 8,8%, 10,9% y 9,3%

respectivamente (p: 0,904).



La aparicion de eventos toxicos grados 3-4 asociados a la quimioterapia de
induccion también fue comparable entre los diferentes genotipos: 27.5% de
pacientes homocigotos para el genotipo UGT1Al1l*1, 29,6% de pacientes
heterocigotos y 26.2% de pacientes con homocigotos variante UGT1A1*28
(p:0,846). La toxicidad especifica del tracto digestivo de grados 3-4 también fue

similar entre estos grupos de genotipos (15,5 %, 13,2 %y 7,1 %

respectivamente; p: 0,374).

La duracion de la neutropenia después de la quimioterapia de induccién solo se

vio ligeramente afectada por el genotipo UGT1A1: la mediana de neutropenia fue

de 21 dias para pacientes homocigotos UGT1A1*1 (rango: 12 - 45 dias), 22 dias
para pacientes heterocigotos (rango: 9 - 60 dias) y 23 dias para pacientes con
variante homocigota UGT1A1*28 (rango 13 -45 dias) (p: 0,514). Se obtuvieron
resultados similares con respecto a la trombocitopenia después de la
quimioterapia de induccion: 17 dias para pacientes homocigotos UGT1A1*1

(rango: 5 - 54 dias), 18 dias para pacientes heterocigotos (rango: 5 - 33 dias) y

19 dias para pacientes con homocigotos UGT1A1*28 variante (rango 3 - 40 dias)

(p: 0,207).

Sin embargo, la duracién de la neutropenia después de la quimioterapia de
intensificacion con altas dosis de Ara-C fue mayor para los pacientes
homocigotos para la variante UGT1A1*28 (mediana de 25 dias; rango de 5 a 54
dias) en comparacion con los pacientes heterocigotos (mediana de 20 dias;
rango de 2 a 106 dias) y con homocigotos UGT1A1*1 (mediana 18 dias; rango:

4 - 59 dias) (p: 0,040).



No encontramos diferencias estadisticamente significativas en la duracion de la
trombocitopenia tras la quimioterapia de consolidacion respecto al genotipo de

UGT1AL1 del paciente.

6.2.4 Supervivencia global (SG)

La mediana de SG fue de 31.7 meses para toda la cohorte. La supervivencia global a
los 5 afios fue mejor para los pacientes con el genotipo homocigoto UGT1A1*1 (42.3
%) o heterocigoto UGT1A1*1/*28 (46.5 %) que para los pacientes homocigotos para
la variante UGT1A1*28 (25,8 %) (p: 0,010). Al considerar juntos a los pacientes con
al menos un alelo UGT1Al1*1, encontramos una supervivencia global
significativamente mejor que la de los pacientes homocigotos para la variante alélica

UGT1A1*28 (45,5 % frente a 25,8 %; p: 0,006) (Figura 6).
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Figura 6. Supervivencia global a 5 afios segun el genotipo UGT1A1 rs8175347 en 455

pacientes con LMA-RI tratados con quimioterapia basada en citarabina.
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El analisis multivariante ajustando por edad, sexo, recuento de leucocitos,
citogenética y estado mutacional de NPM1 y FLT3 identificé el genotipo
homocigoto UGT1A1*28 como un factor de riesgo independiente para una peor
supervivencia global (p: 0,008; HR: 1,79; 95 % IC: 1,16 — 2,76). En la tabla 18 se

muestran los resultados obtenidos en el analisis multivariante.

Tabla 18. Analisis multivariante para SG segun el genotipo UGT1A1

Variable p HR (95%CI)

Edad > 60 afios 0.007 1.52 (1.12 - 2.06)
Paciente hombre 0.053 1.33(1.00 - 1.78)
Leucocitos = 100 x 10%/L <0.001 1.86 (1.33-2.61)
Cariotipo anormal 0.335 1.17 (0.85 - 1.61)
NPM1 mutada 0.024 0.72 (0.54 - 0.96)
FLT3-ITD (ratio alta) 0.168 1.31 (0.89 - 1.91)
Genotipo homocigoto UGT1A1*28 0.008 1.79 (1.16 - 2.76)

También realizamos analisis de subgrupos para determinar el impacto real del
genotipo UGT1A1 en grupos seleccionados considerando las variables incluidas

en el analisis multivariado. La figura 7. muestra el diagrama de bosque obtenido.
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Subgrupo N. de pacientes (%) Hazard Ratio (95%Cl) P

General 455 - 1.79 (1.16-2.76) 0.008
Genero

Masculino 242 (53.2%) —s=— 1.63 (0.82-3.25) 0.165

Femenino 213 (46.8%) S 2.04(1.13-367)  0.018
Edad

< 60 afios 331 (72.7%) — 1.66 (1.00-2.77) 0.052

> 60 afios 124 (27.3%) = 3.57 (1.57-8.14) 0.002
Recuento de leucocitos

<100 x 10e9/L 369 (81.1%) —_— 1.89 (1.12-3.19) 0.018

> 100 x 10e9/L 86 (18.9%) | g 1.49 (0.65-3.43) 0.350
Citogenética

Cariotipo normal 330 (72.5%) R 1.92 (1.15-3.22) 0.013

Cariotipo anormal 125 (27.5%) 2.05 (0.90-4.71) 0.089
Estado molecular

NPM1mut /FIT-3wt 136 (29.9%) = 1.73 (0.58-5.13) 0.325

NPM1wt / FLT-3wt 189 (41.5%) — 1.68 (0.92-3.06) 0.090

FLT-3 ITD (ratio alta) 75 (16.5%) = 1.98 (0.86-4.55) 0.107

o 1 2 3 a4 s s 7 8 s

Peor SG para UGT1A1*28 Homocigoto

Figura 7. Diagrama de bosque considerando el andlisis de subgrupos para la supervivencia

global segun el genotipo de UGT1AL.

Las mujeres con la variante homocigota UGT1A1*28 tuvieron una SG a 5 afios
estadisticamente peor que aquellas con el resto de genotipos rs8175347 (14,8
% frente a 52,7 %, p: 0,001). El genotipo homocigoto UGT1A1*28 se confirmé
como factor de riesgo independiente de peor SG en mujeres en analisis
multivariante (p: 0,018, HR: 2,04; IC95%: 1,13 - 3,67). En cambio, esta
asociacion no se observo en los hombres: la SG a los 5 afios fue del 37 % para
los hombres homocigotos UGT1A1*28 y del 39,5 % para el resto de los genotipos

rs8175347 (p: 0,165, HR: 1,63; IC del 95 %: 0,82 - 3,25). (Figuras 8A 'y 8B).



1ur} A & 0450 1] B po 0,001
:r_\\ 1]
4 L
",
% 2] E 1] s a8 LETHA1M o R28 gunvatypis
i ] d | Rl T T
w
E LISTIAT 1 o “1/26 ganclypes ] L
“ .44 o —btp B 249
LNETTAT 2026 geralyps
2 15 LEGGT1A T 287 gonntypn
AF arr
1] n Hl 1 ik e -] ) e ] ) L)
Wonths e
w\c PR L un D PR
2 i 1 1 \Lﬂ
] \s,\\‘ ] LL‘\_LL
m w
3 L a o PO
& ; & ] Fa UGTIA1 1M or 1138 anohues
1] 1.
UET1A1"28/22 genotype L
=1 2.7
+ UGTIATZRZE ganoiypes
1 o ® I o e 1 2 F a8 W
Mt Menths
" E prao 1T F 0742
b L
el 1
% | \\ E o
- 1 USTI&1UT ar *1/28 genslypes i
= ]
g § ;o
Q | o
. ) 2.4 — UGTIAT 1 o *1/248 genolypes
. om ok W -
"
UGETAA1 2828 gercte
*
] UST1A1“ZHI8 gonstyps ]
AF arr

Figura 8: Supervivencia global a 5 afios segun el genotipo UGT1A1 rs8175347 en

(A) hombres (n: 249); (B) mujeres (n: 219); (C) pacientes de 60 afios o menos (n: 343);
(D) pacientes mayores de 60 afios (n: 125); (E) pacientes con recuento inicial de
leucocitos <100x10%L (n: 379); (F) pacientes con recuento inicial de leucocitos =100x
10%L (n: 88).
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Por tanto, las mujeres homocigotas para la variante UGT1A1*28 presentan una
peor supervivencia a los 5 afios que los hombres, independientemente del
genotipo UGT1A1 que presenten estos (14,8 % frente a 39,3 %), mientras que
las mujeres portadoras de al menos un alelo UGT1Al1*1 tienen una mejor
supervivencia que los hombres (52,7 %) (p: 0,002). La Figura 9 muestra las
curvas de Kaplan-Meier obtenidas para la supervivencia global al comparar

hombres con mujeres segun el genotipo rs8175347 UGT1A1 de las mujeres.
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Figura 9: Supervivencia global a 5 afios considerando el sexo del paciente y el genotipo
UGT1A1rs8175347.

El efecto negativo del genotipo homocigoto UGT1A1*28 también se detecto al

analizar por separado a pacientes menores de 60 afos (30,7% a los 5 afios
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frente a 49,6%; p: 0,023) y pacientes mayores de 60 afios (11,1% frente a 34,9%;
p: 0,017). El genotipo rs8175347 también se asocié con una pobre SG a 5 afios
en pacientes con un recuento inicial de leucocitos inferior a 100 x 1091 (23,7 %
vs 47,6 %; p: 0,004), diferencia que se mantuvo en el modelo multivariante (p:
0,018, HR: 1,89; IC 95%: 1,12 - 3,19), mientras que este efecto no se observo
en pacientes con un recuento inicial de leucocitos superior a 100 x 10°%/L (31,4%

vs. 35,1%; p: 0,742) (Figuras 8C a 8F).

6.2.5 Supervivencia libre de enfermedad

La SLE también fue peor para pacientes con la variante homocigota UGT1A1*28
(16,4% vs. 36,8 % a los 5 afios; p: 0,031). Figura 10. El andlisis de subgrupos
mostré como la SLE entre los genotipos UGT1A1 fue similar cuando se considero
solo a los hombres (21,2% vs. 30.7% a los 5 afos; p: 0,580) mientras que las
mujeres homocigotas UGT1A1*28 mostraron peor SLE que el resto de los
genotipos (11,9% vs. 44,9% a los 5 afios, p: 0,011). El analisis multivariante
identificé el genotipo UGT1A1 rs8175347 como factor de riesgo independiente
de peor SLE (p: 0,033; HR 1,60; IC 95 %: 1,04 - 2,46). Otros factores de riesgo
detectados en el analisis multivariado fueron la edad mayor de 60 afios, el género
masculino, el recuento de leucocitos = 100 x 10°%/1 y la ausencia de la mutacién

NPM1.
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Figura 10. Supervivencia libre de enfermedad segun el genotipo UGT1Al

6.2.6 Recaida

La incidencia de recaida fue del 63,7 % para pacientes homocigotos para la
variante UGT1A1*28 y del 46,5 % para pacientes con genotipos UGT1A1*1/*1 o
UGT1A1*1/*28. Esta diferencia no fue estadisticamente significativa (p: 0,261).
El analisis de subgrupos no detecto diferencias significativas en la incidencia de
recaidas en funcion del genotipo UGT1A1 ni en hombres (66,3% vs 52,1%; p:

0,717) ni en mujeres (51,1% vs 40,4%; p: 0,197).
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6.2.7 Mortalidad sin recaida

Detectamos una tendencia estadistica hacia una mayor incidencia de mortalidad
sin recaida, en pacientes con la variante homocigota UGT1A1*28 (42.9% vs.
29,5% a los 5 afnos: p: 0,094). Al analizar solo a las mujeres, aquellas pacientes
homocigotas para la variante UGT1A1*28 presentaron una incidencia de
mortalidad significativamente mayor sin recaida. (30% vs. 9,5%; p: 0,090)
(Figura 11). A pesar de este hallazgo, el analisis multivariante no logré detectar

una asociacion entre el genotipo UGT1A1 y la mortalidad sin recaida.
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Figura 11. Mortalidad sin recaida en pacientes con genotipo UGT1A1
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6.2.8 Causas de muerte

En este grupo de pacientes categorizamos la causa de muerte en 4 grupos:
a. Muerte durante la quimioterapia de induccion
b. Muerte en RC durante la quimioterapia de consolidacion,
c. Muerte en RC debido a causa relacionadas con el trasplante y

d. Muerte con enfermedad activa (recaida o refractaria)

La incidencia de muerte durante la quimioterapia de induccion fue similar en
todos los genotipos UGT1Al1: 9.3% en pacientes homocigotos para la variante
UGT1A1*28, 12,8% para heterocigotos y 9.6% para homocigotos UGT1A1l
(p:0.553) En contraste la incidencia de muerte relacionada con toxicidad durante

la quimioterapia de consolidacion fue 14% en paciente homocigotos para
UGT1A1*28, mientras que la incidencia fue mas baja en heterocigotos o wild type

(1.9% y 0.7% respectivamente) (p<0.001)

La enfermedad refractaria o recidiva fue la causa de muerte en el 34.9% de los

homocigotos UGT1A1*28 frente al 27.3% del resto de pacientes. (p:0.295)

La mortalidad relacionada con el trasplante fue comparable entre ambos grupos
genéticos UGT1A1 (9,3% vs. 10.7% respectivamente). (p: 0.781)

Cuando analizamos solo los pacientes incluidos en el protocolo LAM-03,
nosotros detectamos los mismos resultados. El bajo nimero de pacientes
homocigotos para UGT1A1*28 incluidos en el protocolo LAM 2012 (n:13) puede

dificultar la obtencién de resultados concluyentes en esta cohorte
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7. DISCUSION
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El estudio de genes clave en la via del metabolismo de la citarabina puede definir
grupos de pacientes con leucemia aguda mieloblastica con mejor respuesta al
tratamiento quimioterapico, asi como otros mas propensos a experimentar
eventos adversos, con lo que podriamos llegar al uso de dosis individualizada de

la citarabina en funcion del genotipo del paciente para determinados SNPs.

Hipotéticamente, un aclaramiento rapido de los metabolitos activos de este
farmaco puede condicionar una menor tasa de remisiéon completa o una mayor
incidencia de recaidas debido a que favoreceria la persistencia de la enfermedad
residual medible. Por el contrario, una cinética de eliminacion lenta puede estar

asociada con una mayor incidencia de efectos toxicos.

Hemos explorado el papel de los polimorfismos rs2072671 y rs532545 en el gen
que codifica para CDA. En nuestro estudio, encontramos diferencias
estadisticamente significativas en la tasa de remisiébn completa tras el primer
ciclo de induccion en base al genotipo del paciente para estos dos polimorfismos.
Asi, hemos encontrado una tasa de RC menor cuando el paciente era portador
de al menos un alelo A en el SNP rs2072671 o un alelo C en el SNP rs532545,
siendo esta asociacion mas evidente en pacientes con cariotipo normal, asi como
en aquellos pacientes que presentaban mutacién en NPM1 sin deteccion de

FLT3-ITD (o bien con ratio baja), pero no en el resto de los grupos moleculares.

El hecho de que nuestro estudio encuentre asociacion de la obtencion de la RC
con ambos polimorfismos puede explicarse debido al desequilibrio de ligamiento

gue presentan estos dos SNPs.



Este hallazgo se diferencia del trabajo publicado por Falk y colaboradores (2013),
en el cual analizaban 205 pacientes caucasicos diagnosticados de LMA “de
novo” con cariotipo normal, sin detectar diferencias en la tasa de remision
completa en base a estos mismos polimorfismos del gen CDA. Curiosamente,
estos autores exploraron el efecto de estos polimorfismos tras exposicidn a
farmacos “in vitro”, reportando que los genotipos rs2072671 CC y rs532545 TT
se asociaban a una menor tasa de metilacion global del ADN y a una sensibilidad

alterada a inhibidores de topoisomerasa, pero no a los analogos de nucledsidos.

El hecho de que en nuestro estudio detectemos una menor tasa de RC cuando
el paciente presentaba el genotipo AA/AC en rs2072671 o CC/CT en el SNP
rs532545 especialmente en pacientes con cariotipo normal y con mutacién
NPML1 sugeriria que probablemente estos genotipos estén condicionando un
aclaramiento mas rapido de los niveles intracelulares del metabolito activo, y que
este efecto sea mas evidente precisamente en aquellos pacientes con mutacion

de NPM1, que serian los méas sensibles a la quimioterapia.

Sin embargo, en contra de esta hipotesis, no hemos observado asociacion de los
genotipos rs2072671 CC y/o rs532545 TT con una mayor toxicidad hematolégica
0 extrahematoldgica, lo cual implica que probablemente los niveles intracelulares
del metabolito activo de la citarabina no diferiran mucho entre genotipos. Del
mismo modo, no hemos detectado que los polimorfismos estudiados en el gen
de CDA tengan ningun impacto en supervivencia global, SLE, recidiva o
mortalidad sin recidiva previa, por lo que no parece que disponer de este
genotipo sea relevante en los pacientes con leucemia aguda mieloide de riesgo

citogenético intermedio.



Hasta ahora disponemos de informacion contradictoria en la literatura cientifica
sobre el efecto de los polimorfismos de CDA en pacientes con leucemia aguda.
Asi, Falk y colaboradores describieron una menor supervivencia global en
pacientes con FLT3-ITD y genotipo rs2072671 CC o rs532545 TT. Hyo y
colaboradores también describieron una menor supervivencia global en
pacientes con genotipo rs2072671 CC/AC. Mahlknecht y colaboradores en
cambio observaron que el polimorfismo rs2072671 no tenia influencia en
supervivencia global, SLE, ni toxicidad, mientras que el genotipo rs532545 TT si
gue se asociaba a peor supervivencia global, sin encontrar asociacion con
toxicidad derivada del tratamiento. Por otra parte, Bhatla y colaboradores
describieron que el genotipo rs2072671 CC se asociaba a mayor incidencia de
toxicidad en forma de mucositis y aumento de la mortalidad sin recaida previa,

pero no detectaron asociacion con la SG ni con SLE.

En nuestro estudio, encontramos asociacion entre el genotipo CDA rs2072671
AA/AC con trombocitopenia mas prolongada después de la quimioterapia de

induccion, en linea con estudios que sugieren mayor toxicidad con este genotipo.

(65,129,158,176)

No se encontrd relacion de toxicidad cutanea con el genotipo CDA rs532545 como se

ha descrito en otras series. (95

También hemos explorado la correlacion entre el genotipo de NT5C2 con los eventos

clinicos relacionados con el tratamiento de la leucemia aguda mieloblastica.



Jordheim y colaboradores describieron en 2008 que el genotipo en el SNP
rs10883841 (7A>G) del gen NT5C2 (que supone un cambio de aminoacido de
treonina a alanina) condiciona el nivel de expresion de este gen detectado
mediante RT-PCR, asociandose el genotipo GG a una mayor expresion que el
genotipo AA, lo cual supondria que los pacientes homocigotos para el alelo G
tendrian una mayor capacidad de detoxificacién de la citarabina que aquellos

homocigotos para el alelo A.

En nuestro estudio no hemos encontrado diferente tasa de remision completa
tras la quimioterapia de induccion en funcion del genotipo rs10883841 del
paciente, y tampoco hemos evidenciado que dicho genotipo condicione los dias
de neutropenia o de trombocitopenia tras la quimioterapia de induccion. En
cambio, si que hemos detectado una mayor incidencia de toxicidades
extrahematologicas grados 3-4 en paciente homocigotos para el alelo A, del
mismo modo que otros grupos habian descrito 192 En nuestra serie este efecto
toxico parece estar delimitado a las mujeres con el genotipo rs10883841 AA.
Este incremento de toxicidad en pacientes homocigotas para el alelo A estaria
en correlacién con la menor actividad enzimatica asociada a este genotipo, lo
gue conllevaria un mayor acumulo del metabolito activo de la citarabina.
Parado¢jicamente hemos detectado un mayor tiempo de neutropenia y de
trombocitopenia tras quimioterapia de consolidacion en los pacientes con

genotipo AG/GG.

Nuestros resultados también muestran una menor SG y SLE en el grupo de

pacientes menores de 50 afios con genotipo rs10883841 AA. En este sentido,



Falk y colaboradores describieron también una menor SG ante este genotipo, si
bien en su estudio este efecto parecia circunscribirse a los pacientes sin FLT3
ITD, sin explorar el efecto de la edad. En este sentido, como se comento
previamente, la SG disminuye con la edad en pacientes con LMA, tanto por la
presencia de comorbilidades como por un mayor efecto toxico de los esquemas
de poliguimioterapia intensiva, y es por ello que decidimos estratificar en grupos
de edad el estudio del impacto de los genotipos estudiados, eliminando asi el
sesgo que podria suponer incluir pacientes que “a priori” ya tendrian una peor
supervivencia independientemente de su capacidad de metabolismo de la

citarabina.

Otros grupos en cambio han descrito una peor SLE en los pacientes con niveles
elevados de NT5C2 8- A pesar de que no estudiaron relacién con genotipo,
cabria pensar que niveles altos de expresion se asociarian con el genotipo
rs10883841 GG (al revés de lo que nuestro estudio muestra), pero estos

resultados no han sido corroborados por otros grupos.

Respecto a nuestros resultados explorando el papel del genotipo de UGT1Al en
los eventos clinicos y la supervivencia de pacientes con LMA de riesgo
citogenético intermedio tratados con quimioterapia intensiva, cabe destacar que

no hay estudios previos en poblacion caucasica que explore esta relacion.

Nuestros resultados mostraron una peor supervivencia global de los pacientes
con el genotipo UGT1A1 rs8175347 TA7/TA7 (UGT1A1*28). Curiosamente, este

efecto también parece detectarse especialmente en mujeres, siendo esta



asociacion mas evidente cuando el contaje de leucocitos inicial era inferior a 100

x109/L.

Solamente un estudio previo, realizado en pacientes de origen chino, habia
detectado una relacion entre el resultado del tratamiento con quimioterapia
intensiva y el genotipo UGT1A1l, si bien en este estudio se detectaba un mejor

prondstico en pacientes con el genotipo de glucuronidacion lenta. (104

Nuestros resultados son opuestos a los descritos por Chen y colaboradores, pero
hay que considerar las grandes diferencias en el background genético entre las
cohortes analizadas: en primer lugar, la poblacién asiatica tiene una alta
incidencia del polimorfismo UGT1A1*6, que también se asocia a una baja
actividad enzimatica pero que es casi inexistente en la poblacién caucasica. Una
segunda diferencia relevante es que nuestra cohorte se centra en pacientes con

LMA-RI, mientras que la cohorte china incluia todas las categorias citogenéticas.

La tasa de remision completa después de la quimioterapia de induccién no
mostré una asociacion con el genotipo UGT1A1, por lo que podemos especular
que los niveles terapéuticos de Ara-C se alcanzan en los genotipos de
glucuronidacion rapida y lenta. Sin embargo, la mayor incidencia de muertes sin
recaida leucémica previa observada en pacientes homocigotos para la variante
UGT1A1*28 sugiere que este patron de glucuronidacion bajo podria estar
asociado con una exposicion mas prolongada a niveles altos del farmaco, lo que
conlleva a eventos toxicos. Segun los datos extrapolados de la experiencia de
genotipar UGT1A1 en pacientes tratados con irinotecan, esperabamos encontrar

neutropenia y trombocitopenia mas prolongadas después de la quimioterapia de



induccion en pacientes homocigotos para la variante UGT1A1*28, pero la

mediana fue similar entre los grupos de genotipo UGT1AL.

La toxicidad grado IlI-IV y la ratio de RC después de la quimioterapia de induccion
no mostrd asociacion con el genotipo de UGT1A1, por lo que podemos especular
que los niveles terapéuticos de Ara-C son alcanzados tanto en genotipos de
glucuronizadores rapidos como lentos después de la quimioterapia de induccién
sin incrementar la toxicidad, no hay diferencias a corto plazo en respuesta
basados en el genotipo UGT1AL.

Por el contrario, la neutropenia méas prolongada observada después de la
guimioterapia de consolidacién se asocié con una mayor mortalidad en pacientes
homocigotos para la variante UGT1A1*28, sugiriendo que los pacientes
glucuronizadores lentos pueden tener una exposicidbn mas prolongada a niveles
altos de medicamento que puede generar los eventos toxicos.

Ademas, la variante UGT1A1*28 fue asociada con un alto recuento de leucocitos
al diagnéstico, a pesar de que estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas en nuestro estudio, seria relevante valorar esta observacién en
otras cohortes ya que este efecto podria no estar relacionado con el metabolismo
de la citarabina, sino con otros factores de proliferacion de la enfermedad. Si se
confirman nuestros resultados, se puede considerar la reduccion de la dosis de
citarabina en la quimioterapia de intensificacibn en mujeres homocigotas para la
variante UGT1A1*28 y ajuste de dosis para pacientes menores de 50 afios con

genotipo NT5C2 rs10883841 AA.



Encontramos importantes diferencias en cuanto a la respuesta clinica con estos
polimorfismos, que justifican estudios de confirmacion de resultados, para
determinar la relevancia de estos genotipos, sobre la toxicidad y la supervivencia
global en pacientes con LMA-RI, asi como un andlisis con las combinaciones de
varios SNPs, y validar en una cohorte independiente con un nimero de pacientes

mas amplio dada la heterogeneidad de este grupo.

Es importante nombrar las limitaciones que existen en estos estudios
retrospectivos, en este caso la limitacion por el escaso y superficial registro de
las toxicidades y el hecho de no usar un Unico quimioterapico y de usarse dosis
diferentes puede hacer que se solapen las toxicidades o afiada factores de

confusion a la interpretacion de resultados.
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8. CONCLUSIONES



Como conclusién general, nuestro estudio muestra la asociacion del genotipo
NT5C2, CDA y UGT1Al con la respuesta y toxicidad a la quimioterapia en

pacientes con leucemia mieloide aguda de riesgo intermedio.

1. Hemos descrito la frecuencia de genotipos relacionados con los
polimorfismos NT5C2 rs10883841, CDA rs532545, CDA rs2072671 y
UGT1A1 rs8175347 en una cohorte de pacientes con leucemia aguda
mieloblastica “de novo” con citogenética de riesgo intermedio. La distribucién

de genotipos no difiere de la previamente reportada en poblacion caucasica.

2. Respecto la relevancia clinica de los polimorfismos de los genes que
codifican enzimas implicadas en la via clasica de metabolizacion de la
citarabina en pacientes con leucemia aguda mieloblastica “de novo” con

citogenética de riesgo intermedio, nuestros resultados muestran que:

0 El genotipo en el SNP NT5C2 rs10883841 se asocié a un incremento
de toxicidad hematolégica y no hematoldgica, influyendo en la
supervivencia global, supervivencia libre de enfermedad e incidencia
de recaida, detectandose esta asociacion en pacientes menores de 50

anos.

0 Elgenotipo en los SNPs CDA rs532545 y CDA rs2072671 se asocio a

la tasa de remisiébn completa, muy especialmente en pacientes con



cariotipo normal y mutacién aislada de NPM1. Sin embargo, esto no
sSupuso ningun impacto sobre la supervivencia global o supervivencia
libre de enfermedad. Tampoco detectamos asociacién entre los

polimorfismos de citidin deaminasa con toxicidad de la quimioterapia.

3. Hemos descrito asociacion del polimorfismo UGT1Al rs8175347 con la
respuesta y toxicidad a la quimioterapia en pacientes con leucemia mieloide

aguda de riesgo citogenético intermedio

0 Durante la quimioterapia de induccién se observé mayor duracion de
la neutropenia en pacientes homocigotos para la variante UGT1A1*28

0 La supervivencia global y la supervivencia libre de enfermedad de las
mujeres con el genotipo UGT1A1 rs8175347 TA7/TA7 (UGT1A1*28)
fue peor, siendo esta asociacibn mas evidente cuando el WBC inicial
era inferior a 100 x109/L.

0 Se observo mayor incidencia de muerte relacionada con toxicidad
durante la quimioterapia de consolidacion en pacientes homocigotos

para UGT1A1*28 (p<0.001).
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ANEXO 1. ECOG Escala funcional.

ECOG 0 El paciente se encuentra totalmente asintomatico y es capaz de realizar
un trabajo y actividades normales de la vida diaria.

ECOG 1 El paciente presenta sintomas que le impiden realizar trabajos arduos,
aunque se desempefia normalmente en sus actividades cotidianas y
en trabajos ligeros. El paciente s6lo permanece en la cama durante las
horas de suefio nocturno.

ECOG 2 El paciente no es capaz de desempefiar ningun trabajo, se encuentra
con sintomas que le obligan a permanecer en la cama durante varias
horas al dia, ademas de las de la noche, pero que no superan el 50%
del dia. El individuo satisface la mayoria de sus necesidades
personales solo.

ECOG 3 El paciente necesita estar encamado mas de la mitad del dia por la
presencia de sintomas. Necesita ayuda para la mayoria de las
actividades de la vida diaria como por ejemplo el vestirse.

ECOG 4 El paciente permanece encamado el 100% del dia y necesita ayuda
para todas las actividades de la vida diaria, como por ejemplo la higiene
corporal, la movilizacién en la cama e incluso la alimentacion.

ECOG 5 Fallecido.
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ANEXO 2. HCT-CI: indice de comorbilidad para Trasplante de células hematopoyéticas.

Arritmia

Fibrilacion auricular* o flutter* o enfermedad del seno* o arritmia ventricular*.

Cardiovascular

Enfermedad coronaria* o infarto de miocardio* o insuficiencia cardiaca
congestiva* o fraccion de eyeccion <50%.

Valvulopatia

Excepto prolapso de valvula mitral asintomatico.

Cerebrovascular

Accidente isquémico transitorio y/o accidente cerebrovascular isquémico o
hemaorragico.

Pulmonar leve o
moderada

DLCO y/o FEV1 66%-80% o disnea con actividad ligera o moderada.

Pulmonar severa

DLCO y/o FEV1 <65% o disnea de reposo o requiere oxigeno.

Hepética leve

Hepatitis cronica o bilirrubina persistente entre VSN hasta 1,5 x VSN o
AST/ALT entre VSN hasta 2,5 x VSN.

Hepatica Cirrosis, fibrosis, bilirrubina >1,5 x VSN o AST/ALT >2,5 x VSN.
moderada a

grave

Renal Creatinina persistente >2 mg/DI o dialisis o trasplante renal.
Tumor solido Tumores malignos en cualquier momento de la historia del

paciente, excluyendo neoplasias cutaneas diferentes del
melanoma.

Reumatoldgica

Enfermedad reumatoldgica que requiera tratamiento.

Enfermedad
inflamatoria
intestinal

Enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa.

Ulcera péptica

Ulcera péptica que requiera tratamiento.

Diabetes Diabetes que requiera tratamiento con insulina o hipoglucemiantes orales.
Depresion / Depresion o ansiedad que requiera tratamiento o consulta

Ansiedad profesional.

Obesidad Indice de masa corporal >35 en adultos.

Infeccion Infeccion que requiera tratamiento (especifico de trasplante)

Detectada en cualquier momento de la historia del paciente.

DLCO: capacidad de difusion de CO pulmonar; FEV1: volumen espiratorio forzado en un segundo;
VSN: valor superior de la normalidad; AST: aspartato aminotransferasa; ALT alanina
aminotransferasa.
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