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Oral Presentation

gulopatia fue més frecuente en LAP con sintomas hemorragicos (p=0.05),
con una mayor frecuencia de trombopenia severa (p=0.01), fibrinégeno
alterado (p=0.03) y mayor infiltracién bléstica tanto en MO como en SP
(p=0.003). La expresién de marcadores de linea de baséfilo (CD203c y/o
CD22) se asocia a una mayor frecuencia y severidad de la didtesis he-
morragica al diagndstico y tras tratamiento. Asi, los pacientes con san-
grado leve y severo vs LAP sin rasgos hemorrdgicos muestran con mayor
frecuencia blastos CD203c+, tanto al diagnéstico (25% y 87 % vs 13%;
p<0.001) como tras iniciar el tratamiento (20% y 80% vs 18%; p<0.001)
junto a la (co)expresién aberrante de CD7 y CD34+CD7+ (p<0.009) y
ausencia de expresién de CD71, particularmente en LAP con sangrado
tras tratamiento (p=0.008). Asimismo, la proporcién de blastos CD203c+
aumenta significativamente tanto en MO como SP de pacientes con he-
morragia severa y leve al diagnéstico (p<0.001) y tras tratamiento
(p=0.007). Destaca que la presencia de blastos CD203c+ (en MO y SP;
p=<0.001) y CD22+ (p=0.005), leucocitosis e infiltracién blastica
(>80x10%/L; p=0.001) y edad avanzada (>70 afios; p=0.005) se asoci6 a
una supervivencia libre de sangrado severo significativamente inferior,
mientras la presencia de blastos CD203c+ (p=0.007), leucocitosis y ele-
vada infiltracién bléstica (p=<0.03), edad avanzada (p=0.01), fibrinégeno
e INR alterados (p=<0.02), co-expresién de CD56+CD7+ y trombopenia
severa (p=0.04), se asocid a una supervivencia inferior. El analisis multi-
variante refleja que le expresién de CD203c (HR=26.4) y edad avanzada
(HR=5.4) son los pardmetros con mayor valor predictivo para sangrado
severo tras tratamiento.

Conclusiones: La presencia de rasgos de diferenciacién a baséfilo en
blastos de LAP se asocia a sangrado severo, probablemente por libera-
cién de mediadores vasoactivos por parte de estas células.
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DETECCION DE LA ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL (EMR) EN LEUCEMIA MIELOIDE
AGUDA MEDIANTE SECUENCIACION DE ALTA PROFUNDIDAD
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Introduccion: La deteccién de la Enfermedad Minima Residual (EMR)
mediante marcadores moleculares en Leucemia Mieloide Aguda (LMA)
podria mejorar el prondstico de recaida durante la remisién. Métodos
tradicionales para medir EMR, PCR a tiempo real o citometria de flujo,
estan condicionados a gran complejidad técnica y baja aplicabilidad.
Ademas, pacientes que alcanzan negatividad en la EMR (EMR’) recaen
posteriormente, y gran cantidad de pacientes con EMR positiva (EMR*)
presentan una larga supervivencia, indicando que la sensibilidad y espe-
cificidad de técnicas tradicionales deberfan ser contrastadas o sustituidas
por otras de nueva generacion.

Objetivos: Estudio de la secuenciacién de alta profundidad como una
nueva técnica altamente precisa y reproducible para la deteccién de EMR
durante el seguimiento en pacientes con LMA.

Meétodos: Se seleccionaron 134 muestras en remisién completa (post-
induccién, post-primera consolidacién, post-segunda consolidacién) de
80 pacientes con LMA tratados segtn protocolos clinicos PETHEMA han
sido estudiadas. Las muestras al diagnéstico de los 30 casos fueron se-
cuenciadas mediante Ion Torrent (Thermo Fisher System), usando un
panel propio de 32 genes: ASXL1, CBL, DNMT3A, EPOR, ETV6, EZH?2,
FLT3, HRAS, IDH1, IDH2, JAK2, KDM6A, KIT, KRAS, LNK, MLL, MPL,
NRAS, PHE6, PRPF40B, PTEN, RUNX1, SF1, SF3A1, SF3B1, SRSE2,
TET2, TP53, U2AF35, VHL, ZRSR2 y CALR. Ademads FLT3-ITD fue de-
tectado por GENSCAN y NPM1 por PCR. Se usaron primers especificos
para amplificar regiones concretas en las muestras de seguimiento que
abarcan 4 de las alteraciones mds frecuentes al diagnéstico: FLT3 no-ITD
(n=2), NPM1 (n=62), IDH2 (n=9) e IDH1 (n=7). La anotacién de variantes
al diagndstico, se realizé con RUbioSeq y con un pipeline bioinformatico
personal para las muestras de seguimiento. El andlisis estadistico de 54
de las 134 muestras totales (resto pendiente de anlisis) se realizé con

IBN SPSS Statistics.
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Resultados: La sensibilidad de la técnica para detectar variantes alélicas
en términos de frecuencia alélica fue de 10-4 para mutaciones puntuales y
10-5 para InDels (calibracién con curvas de sensibilidad/especificidad). De
esta manera el estudio de la frecuencia alélica mediante curva ROC, sensi-
bilidad=0,5 y especificidad=0,92 en Supervivencia Libre de Evento (SLE);
sensibilidad=0,57 y especificidad=0,89 en Supervivencia Global (SG); nos
permite establecer el punto de corte de frecuencia alélica en 0,0017 donde
valores superiores a 0,0017 definen muestras EMR* y valores inferiores
EMR:. Los casos EMR* se comportan como marcadores independientes
tanto para SLE (p=0,002) como para SG (p=0,002) donde la supervivencia
se acorta en el grupo EMR*respecto al grupo EMR, Figura 1.
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Figura 1.

Conclusiones: La secuenciacién de alta profundidad es una técnica que
ofrece la capacidad de identificar y medir el nivel de expresién de EMR;
puesto que la evaluacién de EMR por esta tecnologia presenta una mejor
prediccién de SLE y SO que otros métodos tradicionales. Apoyando asi
el papel de la evaluacién de EMR mediante NGS dentro del contexto de
la Biologia Molecular. La implementacién de la NGS en la practica asis-
tencial para detectar y cuantificar EMR podria ser ttil para predecir la
progresién de la enfermedad, anticiparse a la recaida y planificar el tra-
tamiento éptimo.
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Introduccién: El esquema de induccién “3+7”, combinando una antra-
ciclina con citarabina, es el estdndar terapéutico para la leucemia mie-
loide aguda (LMA). Sin embargo, existen unos 45 tratamientos validados
entre las guias clinicas internacionales, actuales o pasadas, y los ensayos
clinicos publicados. El objetivo de nuestro trabajo es proporcionar datos
factibles para mejorar el manejo de la enfermedad y alcanzar remisién
completa con los tratamientos existentes, mediante un test de medicina
de precisién que guie al hematélogo entre todos los tratamientos posi-
bles para cada paciente individual.
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Métodos: Las muestras de médula 6sea de pacientes adultos con LMA
se recibieron en el laboratorio 24h después de la extraccién y se incuba-
ron durante 48h en placas de 96 pocillos con los farmacos individuales
o en combinacién, representando hasta 45 tratamientos diferentes. El
analisis se realiz6 mediante citometria de flujo en la plataforma automa-
tizada PharmaFlow. Las respuestas farmacoldgicas ex vivo se calcularon
utilizando modelos farmacocinéticos poblacionales. Los pacientes que
alcanzaron RC/RCi fueron clasificados como respondedores y los res-
tantes como resistentes, excluyendo muertes tempranas. El score final y
la clasificacién de los tratamientos se basa en un algoritmo terapéutico
que integra la actividad ex vivo, midiendo por un lado la potencia y efi-
cacia de cada fadrmaco individual e integrando estos valores en un tGnico
valor, que corresponde a la medida de la superficie situada bajo la curva
de dosis-respuesta (AUC), y por otro lado midiendo el sinergismo entre
farmacos mediante un ajuste a modelos de superficie de interaccién. El
test de MP intenta identificar al menos un tratamiento, entre todas las
alternativas evaluadas, para el cual las células del paciente sean quimio-
sensibles.

Resultados: El método del score que utiliza el test de MP se testé utili-
zando los resultados ex vivo de 123 pacientes con LMA de novo, que
recibieron tratamiento de induccién estandar 3+7 con Idarrubicina y Ci-
tarabina (IDA-CIT). El score predice con un 90% de exactitud a los pa-
cientes sensibles a este tratamiento. Esta precisién puede compararse
con la obtenida en un estudio de correlacién clinica independiente donde
se identificé a los pacientes sensibles con un 92% de exactitud, repre-
sentando el nuevo score una versién simplificada de este algoritmo de
correlacién clinica. Mientras que la correlacién sélo es valida para IDA-
CIT, el test de MP puede ser aplicado hasta a 45 tratamientos diferentes.
Este test de MP puede proporcionar una informacién valiosa a los he-
matdlogos sugiriendo el tratamiento mds sensible para cada paciente en
particular (Figura 1A, 1B) o bien derivar al paciente a un ensayo clinico
con nuevos farmacos cuando presente resistencia a todos los tratamien-
tos ensayados (Figura 1C).
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Figura 1. Clasificacion de los tratamientos segiln el score del test
de MP en tres pacientes representativos. El score esta codificado
por una escala de color segun los colores de un semaforo.

Conclusiones: El nuevo test ex vivo de MP incluye 45 tratamientos va-
lidados para la terapia de induccién en pacientes con LMA y puede guiar
al hematdlogo a seleccionar el tratamiento mas adecuado para lograr RC
en pacientes individuales. Este test se evaluard en un ensayo clinico in-
tervencional en pacientes en recaida o refractarios, que se espera que co-
mience en el segundo semestre del afio, en colaboracién con el grupo
PETHEMA.
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Introduccién: El importante desarrollo de la citometria de flujo (CMF)
ha aportado un conocimiento preciso de los patrones de diferenciacién
y maduracién hematopoyética normal en médula 6sea (MO). No obs-
tante, la persistencia de alteraciones fenotipicas (multilineales), junto con
la relativa frecuencia de monocitosis en la regeneracién hematopoyética
tras tratamiento de la leucemia mieloide aguda (LMA) dificulta notable-
mente el estudio de enfermedad residual (EMR) en LMA monoblds-
tica/monocitica (LMMA) mediante CMF convencional. La CMF de “alto
rendimiento” mediante el empleo de bases de datos de maduracién nor-
mal proporciona una elevada sensibilidad en la deteccién de alteraciones
fenotipicas y bloqueos madurativos de la hematopoyesis (potencial-
mente) clonal mediante un andlisis comparativo objetivo, automadtico y
multiparamétrico. En este trabajo cuantificamos y evaluamos por pri-
mera vez las alteraciones presentes en blastos y células monociticas en
regeneracion durante el seguimiento de pacientes con LMMA y su aso-
ciacién con la recaida de la enfermedad.
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Figura 1.

Métodos: Estudiamos retrospectivamente 70 muestras de MO perte-
necientes al diagndstico (n=18) y seguimiento (n=52) de pacientes con
LMMA mediante un tnico tubo dirigido al estudio de la maduracién
monocitica (EuroFlow). De acuerdo a PETHEMA, 10/18 pacientes mos-
traron remision completa y EMR- en los distintos puntos del segui-
miento, mientras 8/10 recidivaron. En total, se recogieron 25/52
muestras con EMR- (por CMF convencional) y 27/52 en recaida. Todos
los estudios fenotipicos fueron reevaluados vs una base de datos de ma-
duracién monocitica normal construida a partir de (n=94) MO de do-
nantes sanos e integrada en el Software Infinicyt (Cytognos). En todas
las muestras, la evaluacién del grado de alteracién monocitica se realizé
mediante el recuento de desviaciones estandar (SD) vs la base de datos
para cada pardmetro estudiado (intervalo de confianza del 95%). La me-
diana de seguimiento fue de 5.7 meses.

Resultados: Todas las LMMA (100%) mostraron alteraciones fenotipi-
cas, tanto en blastos como en la linea monocitica en regeneracién (EMR-).
Previsiblemente, la poblacién de blastos mostré multiples alteraciones
fenotipicas vs la base de referencia, tanto al diagnéstico como en la re-
caida de la enfermedad (mediana: 228 y 200 SD, respectivamente). Sin
embargo, al diagndstico se observé una tendencia a un mayor nimero
de alteraciones en blastos de pacientes recidivantes vs aquellos con EMR-
tras tratamiento (280 vs 189 SD; p>0.05). Cabe destacar que la frecuencia
de alteraciones en células monociticas en regeneracién (EMR-) de casos
posteriormente recidivantes fueron significativamente superiores vs
aquellos con EMR- en todos los puntos del seguimiento (70 vs 18 SD;
p<0.001). Ademas, los casos recidivantes mostraron un nimero maximo
de alteraciones en los estudios (EMR-) inmediatamente anteriores a la
recaida de la enfermedad (180 vs 70 SD; p=0.04).

Conclusiones: La CMF de alto rendimiento podria ser relevante en el
seguimiento de las LMA mediante la deteccién de alteraciones asociadas
ala recaida de la enfermedad previas a la expansién tumoral.
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