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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

ATO Trioxido de Arsénico

ATRA Acido holo-trans retindico

CID Coagulacion intravascular diseminada
CIR Incidencia Acumulada de Recaida

(Cumulative Incidence of Relapse)

ECOG Eastern Cooperative Oncology Group
FAB French-American-British

FISH Hibridacioén in situ fluorescente
FLT3 Fms-like tyrosin kinase 3

IDA Idarubicina

IM Via intramuscular

v Via intravenosa

LMA Leucemia Mieloblastica Aguda

LPA Leucemia Promielocitica Aguda
MO Médula 6sea

MTX Metotrexate

MTZ Mitoxantrone

RARA Receptor alfa del acido retindico
RC Remisién Completa

SC Via subcutanea

SD Sindrome de diferenciacién

SG Supervivencia Global

SLE Supervivencia Libre de Enfermedad
SMD Sindrome mielodisplasico

SNC Sistema Nervioso Central

TPH Trasplante de progenitores hematopoyéticos
VO Via oral

WHO World Health Organization

6-MP 6-Mercaptopurina
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1 MOTIVACION DE LA TESIS
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Durante mi formaciébn como hematdlogo en el hospital Universitario y
Politécnico La Fe, me fascind el impetu de mis “mayores” a la hora de tratar un grupo
de enfermedades, las leucemias agudas, que son consideradas unas de las
enfermedades neoplasicas de curso mas letal a corto plazo, y en el que los
tratamientos administrados a los pacientes son por ende extremadamente agresivos.
Mis comparfieros senior, curtidos en la batalla, ponian todo su empefo en tratar de la
mejor manera posible a sus pacientes, pero al mismo tiempo se veia que no estaban
conformes con los resultados que se obtenian. Por este motivo, desde el primer
momento contemplé como era necesario un espiritu que necesariamente incluyera la
vertiente investigadora a la hora de afrontar el dificil manejo de esta enfermedad.
Basicamente, contentarse simplemente con administrar los esquemas de tratamiento
al uso en nuestros pacientes no era mas que “pan para hoy y hambre para mafiana”.
Afortunadamente, aprendi de mi mentor, el Profesor Miguel Angel Sanz Alonso, y del
resto de su equipo, y especialmente del Doctor Guillermo Martin Aragonés, que el
camino hacia la mejoria de nuestros pacientes con leucemia aguda, implicaba un
sacrificio intelectual por parte del médico, dedicando mucho tiempo a desentrafar los
mecanismos etiopatogénicos de la enfermedad, y sobre todo a estudiar las
complicaciones de nuestros pacientes y la respuesta a los tratamientos que les
ofreciamos. Todo esto, para conocer los puntos débiles de la leucemia aguda y de los
esquemas terapéuticos administrados, con el fin de ir mejorando los tratamientos y
corrigiendo sus defectos. Sin duda, desde la investigacion clinica, el conocimiento de
la magnitud de las complicaciones de la leucemia (muerte toxica, resistencia y recaida
tras la quimioterapia) y el andlisis de los factores pronésticos para predecir el fracaso
terapéutico, son un eje fundamental para la optimizacion de los agentes

antileucémicos que los clinicos disponemos para intentar curar la enfermedad.

Aun recuerdo cuando Miguel y Guillermo me dijeron que analizara la mortalidad
hemorragica en los pacientes con leucemia mieloide aguda. A mi me parecié muy
interesante, no habia llegado a ser Hematdlogo para quedarme con el “pan para hoy".
Pero lo que vino después también lo recuerdo: horas, dias y semanas en los archivos
del hospital repasando las historias microfiimadas de centenares de pacientes con
leucemia. Eso si que era investigacion. Y la mejor manera de aprender, desde luego

mucho mas real que los libros...

Tras finalizar mi formacion MIR como hematélogo tuve la suerte de contar con
el apoyo incondicional del Miguel y poder solicitar un contrato de formacién en
investigacion ofertado por el Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe. Este me fue

concedido en Septiembre de 2005. De esta forma tuve el privilegio de seguir



formandome como investigador en un area de gran interés personal como eran las
leucemias agudas. Ese afio, cuando Guillermo decidi6 jubilarse para la investigacion,
Miguel decidi6 cederme su relevo con la base de datos de leucemia promielocitica
aguda (LPA) del grupo Programa Espafiol de Tratamientos en Hematologia
(PETHEMA). Recuerdo que en aquel momento esta apenas contaba con 800 casos
registrados, pero aun asi ya era uno de los mejores registros mundiales de este
subtipo de leucemia aguda. Y pensar que ahora son mas de 2300 sujetos. El caso es
gue asumiendo esa responsabilidad, tuve la suerte de poder disfrutar y aprender en
estrecho contacto con Miguel Sanz y también del Profesor Jordi Sierra, puesto que su
grupo también colaboraba y sigue colaborando con registro PETHEMA de LPA. Ahora,

ambos son los co-directores de la presente tesis.

La defensa de esta tesis doctoral supone un gran paso personal labrado con
paciencia y perseverancia a lo largo de varios afios, asi como la culminacién de una
fase de formacion fundamental. Del mismo modo, espero que sea el inicio de una
etapa fuertemente ligada a la transmision de conocimiento y que pueda repercutir

positivamente en los futuros médicos y los pacientes.
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Introduccion

2.1 Generalidades sobre la leucemia promielocitica aguda

La leucemia promielocitica aguda (LPA) es un subtipo de leucemia
mieloblastica aguda (LMA) caracterizada por una alteracidon genética especifica que
afecta al receptor alfa del acido retindico (RARa), que conduce al bloqueo de la
diferenciacion de las células hematopoyéticas granulociticas. La acumulaciéon de
blastos promielociticos en la médula 6sea producira intensas citopenias en sangre
periférica y, con menor frecuencia, leucocitosis, asociandose en ambos casos una
coagulopatia de consumo con manifestaciones hemorragicas en ocasiones severas. El
conjunto de conocimientos bioldgicos sobre la LPA establece a esta leucemia como
una entidad Unica que debe ser rapidamente reconocida y distinguida del resto de
LMA, sobre todo debido a su exquisita sensibilidad al tratamiento con antraciclinas y
agentes diferenciadores como acido holo-transretindico (ATRA) y trioxido de arsénico
(ATO). El tratamiento de eleccién actual, que incluye la administracion simultanea de
ATRA y quimioterapia basada en antraciclinas en induccion y consolidacion, seguido
de mantenimiento con ATRA y quimioterapia de baja intensidad, ha transformado la
LPA en el subtipo de leucemia aguda mas curable en adultos, con aproximadamente
un 80% de supervivientes a largo plazo."****® La curacién de la LPA, sin embargo,
también dependerd de la instauracién inmediata de medidas de soporte intensivas
para corregir las complicaciones amenazantes para la vida asociadas a la actividad
bioldgica de la LPA o de los mismos agentes diferenciadores y quimioterapicos (por
ejemplo, la coagulacion intravascular diseminada o el sindrome de diferenciacion). Por
otro lado, los tratamientos adaptados al riesgo (de recaida o de muerte), modulando la
intensidad de los esquemas terapéuticos, pueden ser una estrategia efectiva para
minimizar la mortalidad y la morbilidad asociadas al tratamiento, manteniendo, al

mismo tiempo, la eficacia antileucémica.

A pesar del elevado potencial curativo de los regimenes de primera linea con
ATRA y antraciclinas, una proporcién importante de pacientes (alrededor del 10-15%)
desarrollara una recaida leucémica. Dada la gran eficacia del ATO en monoterapia o
combinado con ATRA, este agente es actualmente considerado el tratamiento de
eleccion en los pacientes que presenten recaida. En estos pacientes, una vez obtenida
la segunda remision completa, se aconseja la intensificacion de la respuesta mediante
la realizacion de un trasplante de progenitores hematopoyéticos. Un problema
adicional, aunque poco frecuente, podria ser la recaida en el sistema nervioso central,
que requerira tratamiento especifico mediante administracion de quimioterapia

intratecal o radioterapia craneospinal.
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Introduccion

2.2 Aspectos epidemioldgicos

Aungue la incidencia real de la LPA no es bien conocida, podemos afirmar que
se trata de una enfermedad hematoldgica relativamente rara. El nUmero estimado de
nuevos casos en los Estados Unidos puede ser de 600 a 800 por afio.”® Los datos
epidemioldgicos en Espafa son escasos, pero parece que este subtipo de leucemia
puede representar en torno al 14% de todas las LMA del adulto.’ Una caracteristica de
la LPA es su relacién con ciertas franjas de edad: es muy rara en nifios menores de 10
afios, y su incidencia aumenta a partir de esta edad alcanzando una meseta en torno a
los 40 afios para después disminuir a partir de los 60 afios.’® Esto supone un
comportamiento diferente al resto de LMA, que ocurren sobre todo a partir de los 55
afios (con una mediana de edad en torno a los 65-70 afios). Existen datos sugestivos
de un aumento de los casos de LPA secundaria a exposicion previa a inhibidores de
topoisomerasa Il y otros agentes con potencial leucemdgeno, particularmente en
pacientes con antecedentes de cancer de mama o de esclerosis maltiple.***%314
Aunque no se conoce la incidencia real de la LPA secundaria, los escasos estudios
sugieren que podrian representar un 5-10% de todos los casos de esta leucemia.
Respecto a la incidencia entre las diferentes razas o grupos étnicos, existen datos
contradictorios que apuntan hacia una mayor incidencia entre los “Latinos”.'® La
posible mayor incidencia de LPA entre “Latinos”, o visto de otra forma, la posible
menor incidencia entre “Nérdicos”, es sin duda una cuestion epidemiolégica en debate
gue tendra que ser confirmada en futuros estudios. Otro aspecto interesante de la LPA
es su posible aparicidon en “rachas”. Puede existir la sensacién entre los médicos que
diagnostican y tratan a pacientes con LPA de que los casos pueden aparecer
acumulados en un corto espacio de tiempo, mientras que no se diagnostican nuevos
pacientes durante periodos prolongados. Esta interesante hipo6tesis deberd ser
confirmada o refutada en estudios epidemioldgicos bien disefiados, que por otra parte
seran dificiles de realizar debido a la rareza de la enfermedad. Es probable que esto
no sea mas que una percepcién del hematélogo, que ante la rareza de una
enfermedad con unos rasgos clinico-bioldgicos y un prondéstico tan particulares, podria
asociar facilmente entre si los casos de LPA consecutivos que se presentaran en

medio del resto de casos de LMA.

2.3 Breve reseia historica de la leucemia promielocitica aguda

Durante las tres ultimas décadas la LPA ha pasado de ser el subtipo de

leucemia aguda mas letal, por la elevada mortalidad hemorrragica precoz, a ser el
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Introduccion

paradigma de la curabilidad de las leucemias agudas mediante el uso de terapias
dirigidas a dianas genéticas (“targeted therapy”). El primer hito en el tratamiento de la
la LPA fue la observacién de su exquisita quimio-sensibilidad a la daunorubicina,
demostrada en el estudio publicado en 1973 por Bernard et al.® En los siguientes
afios, otros investigadores confirmaron la eficacia de la daunorubicina y de otras
antraciclinas como la idarubicina.'”*®92°2! E| Segundo hito en el tratamiento de esta
enfermedad fue sefialado por el Grupo de Shanghai al final de los afios 1980, al
demostrar una alta tasa de remisiones completas (RC) usando un agente diferenciador
no citotéxico, el ATRA.? A continuacién se resumira el desarrollo terapéutico de la

LPA en las Ultimas décadas.

2.4 Tratamiento de la LPA en la era pre-ATRA

2.4.1 Tratamiento de induccién alaremisién

Antes de la irrupcion del ATRA, el tratamiento de la LPA estaba basado en dos
aproximaciones terapéuticas generales: una con quimioterapia tipo LMA y otra con
guimioterapia especifica de LPA. La ultima estrategia fue adoptada por el grupo
Europeo de investigadores liderado por Jean Bernard, influidos por los resultados
obtenidos por su equipo en el Hospital de Saint-Louis de Paris. En este periodo, varios
ensayos mostraron mayores tasas de RC respecto al resto de las LMA, usando
idarubicina o daunorubicina en monoterapia. Ademas, los fallos terapéuticos
observados en la LPA se debian a complicaciones téxicas, fundamentalmente
hemorragicas aunque también infecciosas, con fallos debidos a resistencia a la
guimioterapia solo observados en un 10% de los pacientes. Estos resultados indicaron
una exquisita sensibilidad de las células leucémicas de la LPA a las antraciclinas, que
probablemente podian estar en relacion a la casi nula expresion de la glicoproteina
pl70 y de otras moléculas asociadas a multiresistencia a quimioterapia en estas
células leucémicas.”® Ademas, se observé que la adicién de citarabina a la antraciclina
no mejoraba los resultados de la quimioterapia de induccién.?*?>??’ En este sentido,
el Gnico estudio aleatorizado de la era pre-ATRA comparando la monoterapia con
antraciclina frente a la combinacion de antraciclina y citarabina, llevado a cabo por el
grupo GIMEMA, mostré que, incluso a largo plazo, la monoterapia con antraciclina

ofrecia mejores resultados que la combinacion en tasas de RC y en supervivencia.”
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2.4.2 Tratamiento post-remision

Diversas estrategias terapéuticas, generalmente similares a las usadas en
otras LMA, fueron adoptadas para el tratamiento post-remision en la LPA. Los
primeros estudios usaron ciclos de consolidacion de moderada intensidad (re-
inducciones) con o sin una posterior fase de quimioterapia de mantenimiento. En la
LMA, estas estrategias post-remision fueron cambiando hacia la administracién de
unos ciclos mas intensivos de quimioterapia (consolidaciones), seguidos de ciclos de
intensificacion generalmente incluyendo algun tipo de trasplante de progenitores
hematopoyéticos (TPH). Asi, estas estrategias de consolidacion e intensificaciéon con o
sin TPH también se aplicaron en la LPA, manteniéndose asi hasta la irrupcion del
ATRA. Puesto que no se realiz6é ningln estudio aleatorizado en aquella época, no se
puede concluir firmemente que estrategia post-remisién pudiera ser la mas acertada.
Sin embargo, dos estudios mostraron que, a diferencia de otros subtipos de LMA, una
fase de quimioterapia de mantenimiento de baja intensidad prolongada, basada en la
administracién continua'’ o alternante®® de mercaptopurina y metotrexate, podia
ofrecer ventajas en la LPA. Estos estudios fueron el racional para la incorporacion de
un mantenimiento con bajas dosis de mercaptopurina y metotrexate en los protocolos

modernos disefiados a partir de la irrupcion del ATRA.%*3!

2.5 Tratamiento de la LPA en la era del ATRA

2.5.1 Tratamiento de induccién ala remisiéon

El advenimiento de ATRA representdé un hito en el tratamiento de la LPA,
logrdndose mejoras impresionantes en los resultados de los pacientes desde su
introduccion rutinaria en la terapia de primera linea en la década de 1990,
particularmente con respecto a la induccién de la remision. Los estudios iniciales con
ATRA en monoterapia, se tradujeron en altas tasas de RC hematologica, pero
mostraron claramente la necesidad de administrar algin tipo de terapia de
consolidacién. De hecho, casi nunca se logré remision molecular con el ATRA en
monoterapia, y la mayoria de los pacientes tuvo una recaida de la enfermedad en el

primer afio tras la obtencién de la RC.%%*

La administracién simultanea de ATRA y quimioterapia basada en antraciclinas
es considerada actualmente la terapia de induccidn estandar en pacientes con nuevo

diagnostico de LPA. Esta combinacion tiene una elevada eficacia antileucémica,
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permitiendo alcanzar tasas de remision completa (RC) del 90-95%. De hecho,
virtualmente no existe resistencia leucémica a esta terapia de induccién, y solo se han
publicado casos anecdéticos de resistencia en la literatura.®*>® Varios ensayos clinicos
realizados en la década de los 90 ha llevado a un refinamiento de los regimenes con
ATRA y quimioterapia basada en antraciclinas.”®*®> Los estudios iniciales mostraron
gue la monoterapia con ATRA producia una alta tasa de RC, pero era necesaria alguin
tipo de quimioterapia de consolidacién para evitar la recaida leucémica. Varios
estudios posteriores, y en especial los estudios aleatorizados del European APL
group®” y del North-American Intergroup,® mostraron que los pacientes tratados con
ATRA seguido de quimioterapia tenian mejores resultados que aquellos tratados solo
con quimioterapia. En ambos estudios las tasas de muerte precoz y de RC no fueron
diferentes entre las dos ramas de tratamiento, pero las tasas de recaidas fueron
mucho mayores en los pacientes tratados solo con quimioterapia. Mas tarde, otro
estudio aleatorizado del European APL group demostr6 que la administracion
simultanea, y no secuencial, de ATRA y quimioterapia basada en antraciclinas,
mejoraba los resultados en términos de duracién de la RC.*° Estos hallazgos fueron
confirmados en varios ensayos multicéntricos que incluyeron un gran nimero de
pacientes.36'04142%34 A partir de estos estudios, la administracién simultanea de
ATRA y quimioterapia basada en antraciclinas fue considerada como la terapia de

induccién estandar en LPA.

Aungue existe un consenso general sobre la terapia estandar de induccién, adn
existe controversia respecto a la superioridad de una antraciclina sobre otra
(idarubicina frente a daunorubicina), asi como respecto a la idoneidad de combinar
otros agentes en induccién, como la citarabina. Tasas de RC comparables han sido
descritas con ATRA combinado a daunorubicina més citarabina®* y con ATRA mas

4143 sin aparentes ventajas al afiadir otros agentes quimioterapicos.*

idarubicina sola,
El Unico estudio aleatorizado que ha comparado induccién con ATRA mas
daunorubicina frente a ATRA mas daunorubicina y citarabina, no ha demostrado
superioridad de ninguna rama terapéutica en cuanto a tasas de muerte en induccion y
RC.* Sin embargo, este estudio mostr6 un aumento de las recaidas cuando la
citarabina se omitié tanto en induccién como en consolidacion. Los resultados de otro
ensayo aleatorizado comparando ATRA mas idarubicina frente a ATRA mas
daunorubicina y citarabina, no encontrg diferencias en las tasas de RC y recaida, pero
si una disminucion significativa de las muerte toxicas en remision en los pacientes
tratados con ATRA y antraciclinas en monoterapia.*® Respecto al tipo de antraciclina,

la combinacién de idarubicina con citarabina ha demostrado un beneficio en
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supervivencia respecto a la combinacién de daunorubicina con citarabina, pero estos
hallazgos solo se han producido en pacientes jévenes con otros tipos de LMA.*’ Sin
embargo, en LPA no se han publicado alun estudios prospectivos que comparen los

resultados terapéuticos de ambas antraciclinas.

La administracion de una terapia de induccién diferente a la considerada
estandar solo debe ser considerada para aquellos pacientes con contraindicaciones
para la quimioterapia (por ejemplo, comorbilidades severas, edad muy avanzada).
Modificaciones de la induccidon estandar basadas en caracteristicas fenotipicas y
genotipicas de la LPA, como la presencia de mutaciones FLT3, anomalias
cromosdémicas secundarias, isoforma BCR3, y expresibn de CD56, no son

recomendables en vista de los datos actualmente disponibles.

2.5.2 Evaluacion de larespuesta alainduccion

Los resultados de los examenes morfoldgicos, citogenéticos y moleculares
deben ser cuidadosamente evaluados al final de la induccién. Es importante destacar
gue no cabe esperar resistencia leucémica en pacientes con LPA tratados con
regimenes de induccion estandar. Los rasgos morfolégicos en los AMO realizados
precozmente durante el tratamiento de induccion pueden llevar a etiquetar
errbneamente como resistencia a algunos pacientes que muestran una maduracion
retardada y/o una persistencia de promielocitos atipicos. Estos hallazgos, que
ocasionalmente se detectan hasta diversas semanas después de comenzado el
tratamiento (hasta 40-50 dias), no deberan llevar de ningdn modo a realizar cambios
terapéuticos. De la misma forma, la deteccion de la t(15;17) por FISH, incluso varias
semanas después de iniciar la induccién, no debe ser interpretada como resistencia
leucémica. El tratamiento con ATRA debera ser continuado hasta la diferenciacion
terminal de los blastos y alcanzar RC, que invariablemente ocurre en todos los
pacientes con LPA genéticamente probada que sobreviven a una induccion basada en
ATRA. En un estudio del grupo PETHEMA analizando 739 pacientes que recibieron
induccién con ATRA e idarubicina, seis de los siete pacientes que fueron considerados
como resistencia fueron evaluados para la respuesta mucho antes de lo recomendado
(es decir, ain en fase de aplasia y entre los dias 18 y 33 post-quimioterapia).”® En
caso de dudas sobre la respuesta, por ejemplo por persistencia de blastos o
promielocitos atipicos mas alla de 35 dias post-induccién, se recomienda prolongar el
tratamiento con ATRA durante 2 o 3 semanas adicionales y repetir la evaluacion de

médula 6sea pasado ese tiempo.
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Por otra parte, la evaluacion del estado molecular en MO mediante RT-PCR al
finalizar la induccién no parece tener utilidad, puesto que aproximadamente el 50% de
los pacientes con LPA que alcancen RC al finalizar la induccién estandar mostraran
positividad para PML/RARA, sin que esto tenga, aparentemente, ningun significado
pronéstico. En contraste, la determinacion del estado molecular en MO mediante RT-
PCR al finalizar la consolidacion y durante el seguimiento de la enfermedad si que

sera relevante para predecir el riesgo de recaida del paciente.

2.5.3 Tratamiento post-remision

La LPA es el subtipo de LMA en el que el beneficio de la fase de consolidacion
ha sido mejor evaluado debido a la posibilidad de medicion sensible por PCR de la
cantidad de enfermedad residual en practicamente todos los pacientes. Sin embargo,
a diferencia de la fase de induccién, el tipo y la intensidad de la terapia de son mas
controvertidos..Varios estudios han puesto de manifiesto el beneficio de Ila
guimioterapia de consolidacion en la LPA, demostrando el logro de la remision
molecular en mas del 90% de los pacientes tras la administracién de dos o tres ciclos
intensivos tras la obtencién de la RC. Junto al pronéstico favorable a largo plazo, estas
observaciones indican que opciones post-remision mas agresivas, tales como el TPH
Nno son necesarias para consolidar la respuesta y tener curaciones definitivas a largo
plazo. Solo la pequefia fraccion de pacientes con enfermedad molecular persistente
(PCR-positivos) tras el fin de la fase de consolidacion se consideran candidatos para

tratamientos adicionales mas intensivos, incluyendo el TPH.

Una vez que se establecié que la combinacién de ATRA y quimioterapia
(citarabina y/o antraciclinas) concomitantes representaba la mejor opcién disponible
para la induccion, entre otras razones porque esto reducia la tasa de recaidas,
diversos estudios evaluaron que esquemas de consolidacion incluyendo estos agentes

podian ser 6ptimos para mejorar los resultados a largo plazo.
2.5.3.1 Papel del ATRA en consolidacion

El beneficio de la adicién de ATRA a la quimioterapia de consolidacién ain no
ha sido demostrado en estudios aleatorizados. Sin embargo, estudios comparativos de
cohortes consecutivas disefiados simultaneamente por los grupos GIMEMA® vy
PETHEMA® han mostrado una reduccién del riesgo de recaida estadisticamente
significativa cuando el ATRA se afiadié en consolidacién (45 mg/m?/d x 15 dias en

adultos; 25 mg/m?/d x 15 dias en nifios).
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2.5.3.2 Papel de la citarabina en consolidacion

Desde que se reportd el primer tratamiento eficaz con daunorubicina en
monoterapia hasta la actualidad, el papel de la citarabina en la LPA es controvertido.
Ningun estudio realizado en la era pre-ATRA, incluyendo uno aleatorizado,® mostr6
beneficios de la adicibn de citarabina a las antraciclinas comparado con la
administracion de altas dosis de antraciclinas en monoterapia. Con la incorporacién del
ATRA al arsenal terapéutico, el debate sigue abierto. Un estudio aleatorizado
publicado por el European APL group demostré un mayor riesgo de recaida cuando la
citarabina se omitié en induccién y consolidacion.*® Los resultados de este interesante
estudio, sin embargo, deben ser interpretados con cautela. De hecho, en este estudio,
la eficacia de la rama con daunorubicina en monoterapia podria estar comprometida
por las relativamente bajas dosis acumuladas del farmaco (495 mg/m?). Un reciente
anélisis conjunto de los grupos PETHEMA y European APL,* demostr6 una reduccién
significativa en la incidencia acumulada de recaida en los pacientes menores de 65
afios con menos de 10 x 10%L leucocitos en SP al diagnéstico tratados con
antraciclinas en monoterapia (protocolo PETHEMA LPA99), comparado con aquellos
tratados con citarabina y antraciclinas (protocolo European APL 2000). Sin embargo,
en este mismo estudio, se observé una tendencia hacia una mayor tasa de recaidas
en los pacientes menores de 65 afios con leucocitos > 10 x 10%L tratados con
antraciclinas en monoterapia. Una posible explicacion de estos resultados podria ser la
diferente dosis de antraciclinas usada por ambos grupos: idarubicina (dosis
acumuladas de 80-100 mg/m?) y mitoxantrone (50 mg/m?) en el protocolo PETHEMA
LPA99, frente a daunorubicina (495 mg/m?) en el European APL2000. En contraste,
un andlisis conjunto de los grupos PETHEMA y GIMEMA usando dosis idénticas de
antraciclinas, no demostr6 ningun beneficio de la adicidn de varios agentes, incluyendo
citarabina, en el protocolo GIMEMA.*® De la misma forma, los resultados del ensayo
aleatorizado MRC15 no parecen indicar beneficio de la adicién de citarabina.46 Sin
embargo, en linea con los resultados del estudio conjunto de los grupos PETHEMA y
European APL, los resultados de los protocolos GIMEMA AIDA 2000°! y PETHEMA
LPA 2005,>* sugieren una disminucién significativa del riesgo de recaida afiadiendo
citarabina a la consolidacion con antraciclinas y ATRA en los pacientes menores de 60
afios de alto riesgo (leucocitos en sangre periférica [SP] >10 x 10°%L al diagnéstico).
Segun estos estudios, la tasa de recaidas a los 2 afios en pacientes de alto riesgo
podria situarse en torno al 10%, lo que supone una mejoria significativa respecto al
25% observado en los protocolos previos, sin citarabina, de estos grupos cooperativos.

Sin embargo, estos estudios adn requieren un mayor seguimiento de los pacientes
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]
para evaluar su eficacia a largo plazo, y no han demostrado un beneficio en cuanto a

supervivencia global.

2.5.3.3 Papel del trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH)

El lugar del TPH en primera linea en pacientes con LPA ha cambiado
draméaticamente desde la introduccion del ATRA. Debido a la alta tasa de curaciones y
excelente tolerabilidad de los regimenes actuales basados en ATRA y antraciclinas, el
papel del TPH en primera linea ha quedado reducido a los pocos pacientes que
presentan persistencia molecular al final de la consolidacion.”® En estos pacientes, una
vez alcanzada de nuevo la remisién molecular (con ATO, por ejemplo), se puede
realizar un TPH autélogo como consolidacion. Aunque buenos resultados han sido

obtenidos con esta estrategia,’®*’

el papel del TPH en esta situacion sigue siendo
controvertido, puesto que también pueden alcanzarse remisiones de larga duracion

usando ATO combinado 0 no con quimioterapia o gentuzumab ozogamizina.

2.5.3.4 Evaluacion de la respuesta molecular post-consolidacién

En contraste con la determinacién del estado molecular en MO mediante RT-
PCR de PML/RARA al finalizar la induccion, la evaluacién molecular al finalizar el
ultimo ciclo de consolidacion serd determinante para establecer el prondstico de la
enfermedad.®®*° La obtencién de la remisién molecular al final de la consolidacién es
clave, siendo el objetivo en la evaluacién final de la respuesta en pacientes con LPA
segun las recomendaciones del International Working Group para la estandarizacion
de los criterios de la respuesta en la LMA.®® Estas recomendaciones, sin embargo,
solo son evidentes en el contexto de una monitorizacion de la enfermedad minima
residual (EMR) usando PCR cuantitativa convencional, o de baja sensibilidad, que
puede detectar 1 célula leucémica entre células normales en MO. La monitorizacion de
EMR mediante PCR cuantitativa (RQ-PCR) es mas sensible que la técnica cuantitativa
y tiene otras ventajas.®* En concreto, es menos susceptible de contaminarse y producir
falsos positivos, y permite una estrecha monitorizacion de la dinamica de la EMR. En
cualquier caso, en aquellos pacientes en los que se detectara una PCR positiva, se
recomienda repetir la técnica al cabo de 2 semanas y, ademas, enviar la muestra de
MO para confirmacién por un laboratorio de referencia. Se acepta que los pacientes

que, una vez finalizado el ultimo ciclo de consolidacion, presenten en cualquier
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momento al menos 2 muestras positivas para PML/RARA por RT-PCR de baja

sensibilidad, recaeran a nivel hematolégico si no reciben tratamiento adicional.*®

2.5.4 Consolidacion adaptada al riesgo

El objetivo de estos protocolos “a medida” es administrar el minimo tratamiento
posible a los pacientes de bajo riesgo de recaida, manteniendo al mismo tiempo altas
tasas de curacion, y ser mas agresivos en aquellos pacientes con LPA de mal
pronéstico, en los que el riesgo de recaida supera con creces al riesgo de

complicaciones téxicas derivadas de la intensificacion del tratamiento.

Una vez alcanzada la remision hematolégica, varios parametros clinicos y
biolégicos identificados a la presentacién del paciente pueden tener un impacto en el
riesgo de recaida. Se trata de los recuentos de glébulos blancos, el tipo de transcrito
del gen de fusion PML/RARA, y probablemente la expresion de CD56. Estos factores
pronésticos se han identificado a través de estudios retrospectivos y no se han
utilizado generalmente para adaptar la intensidad de la terapia post-remision. Un
estudio conjunto de los grupos PETHEMA y GIMEMA sugirié un simple modelo para la
prediccion de la recaida basado en el recuento inicial de gl6bulos blancos y
plaquetas.®® Segln estos pardmetros, se identificaron tres grupos de riesgo de
recafda: «riesgo bajo», con glébulos blancos y plaquetas < 10 x 10%L y > 40 x 10%L
respectivamente; «riesgo intermedio o estandar», con glébulos blancos y plaquetas <
10 x 10%L e < 40 x 10%/L, respectivamente; y «riesgo alto», definido por una cifra
glébulos blancos > 10 x 10%L, independientemente del recuento de plaquetas. La
supervivencia libre de recaida molecular fue 100%, 90% y 70% en los tres grupos,
respectivamente. Basado en estas observaciones, los grupos cooperativos GIMEMA y
PETHEMA decidieron incorporar este modelo predictivo en el disefio de sus protocolos
terapéuticos, adopatando una estrategia de tratamiento adaptado al riesgo. Esto
significaba aplicar diferentes intensidades de quimioterapia durante la consolidacion
segun el riesgo de recaida de cada paciente de acuerdo a ese modelo, asi como la
incorporacion de ATRA en esta fase de tratamiento. Un analisis preliminar ya mostré
resultados positivos aplicando esa estrategia.*® Asi, ademéas de confirmar una elevada
eficacia antileucémica y una baja toxicidad y alto grado de cumplimiento, éste primer
analisis ya mostré que una estrategia de consolidacion adaptada al riesgo, basada en
la adicion de ATRA y el refuerzo de la dosis de antraciclina en los pacientes de riesgo
intermedio y alto, disminuyd la tasa de recidiva mejorando los resultados globales en la
LPA.
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En general, se asume que los pacientes ancianos son mas vulnerables a los
efectos toxicos de la quimioterapia, por lo que se tiende a disefiar protocolos que
contengan menos dosis de quimioterapia para este subgrupo. Incluso con esquemas
terapéuticos que han demostrado ser relativamente poco téxicos y bien tolerados,
como los PETHEMA LPA, la mortalidad en RC en pacientes mayores de 70 afios sigue
siendo muy elevada (19%) comparada con pacientes menores de 60 afios (1%).®? En
consecuencia, los nuevos protocolos terapéuticos deben ir encaminados a disminuir la
toxicidad en este grupo de edad tan sensible, manteniendo al mismo tiempo la eficacia

antileucémica.

2.5.5 Tratamiento de mantenimiento

La administracion sistematica de un tratamiento de mantenimiento prolongado
una vez alcanzada la remisibn molecular post-consolidacion es aun motivo de
controversia, a pesar de que dos estudios aleatorizados han demostrado una
reduccion de las tasas de recaida en pacientes que recibieron mantenimiento basado
en ATRA.*® puesto que el estado molecular post-consolidacion no fue testado en
ninguno de estos estudios, es probable que al menos una proporcién de pacientes con
persistencia molecular al final de la consolidacion se hubieran beneficiado
especialmente del mantenimiento. Dos estudios aleatorizados posteriores realizados
en pacientes que alcanzaron una remision molecular al finalizar la consolidacién no
han demostrado beneficios del mantenimiento.®*® El estudio japonés, usando seis
ciclos de mantenimiento consistente en quimioterapia sin ATRA, mostré un aumento
de la mortalidad en los pacientes que recibieron mantenimiento. Estos datos
contradictorios sobre la conveniencia del mantenimiento indican que la eficacia de éste

dependera del régimen de induccién y consolidacién previamente administrado.

A pesar de la incertidumbre sobre los beneficios del mantenimiento, es un
hecho que una proporcién de pacientes con PCR negativa post-consolidacion
acabaran recayendo, especialmente aquellos con alto riesgo de recaida al diagndstico
(leucocitos > 10 x 10°%L). Algunos estudios han demostrado que una estrecha
monitorizacién de la EMR mediante PCR cuantitativa puede predecir la recaida clinica,
ofreciendo una posibilidad para establecer estrategias de tratamiento preventivo

basados en esta técnica.®®®’
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2.6 Caracterizacion clinicay biolégica de la LPA

2.6.1 Confirmacién del diagndéstico genético

Aunque sea siempre necesario confirmar el diagnostico de LPA al nivel
genético y/o molecular, no hay que esperar a los resultados de estas técnicas para
instaurar la terapia diferenciadora con ATRA y las medidas de soporte oportunas. En
la mayoria de los nuevos casos se tendra una alta sospecha de LPA mediante la
observacion de la morfologia de los blastos leucémicos. También serd aconsejable
iniciar el tratamiento con ATRA en aquellos casos con blastos de morfologia atipica
pero que por citometria tengan caracteristicas de leucemia mieloide granulocitica
madura (antigenos HLA-DR y CD34 negativos), sobre todo en presencia de
coagulopatia de consumo. El tratamiento con ATRA se mantendria hasta que se

confirmase o se descartase el diagnéstico genético de LPA.

Puesto que la eficacia de la terapia con agentes diferenciadores (ATO o ATRA
y sus derivados) esté ligada a la presencia del gen de fusién PML/RARA en las células
leucémicas, la confirmacién genética de esta lesién especifica es necesaria en todos
los casos. El diagnéstico citomorfolégico de LPA hipergranular (LMA M3 tipica) es
altamente predictivo de la presencia del reordenamiento PML/RARA, pero el analisis
inmunofenotipico mediante citometria de flujo multiparamétrica puede aumentar la
precision del diagnéstico.?®®® La citometria de flujo puede ser especialmente (til en
pacientes que muestren blastos con morfologia atipica (LMA M3 variante o
microgranular, que representa el 15-20% de LPA). En estos casos, la citometria
ayudara sobre todo a distinguir los casos de LPA de los casos de LMA con
diferenciacion monaocitica (LMA M4 o LMA M5), que en ocasiones pueden adoptar una
morfologia similar a la LPA M3 variante (nacleo en hachazo, citoplasma amplio con
basofilia y microgranulacién). Hay que tener en cuenta que casos de pacientes con
rasgos citomorfolégicos y/o inmunofenotipicos sugestivos de LPA sin reordenamiento

PML/RARA, y viceversa, han sido descritos en la literatura.”® """

2.6.2 Pruebas diagnésticas y procesamiento de las muestras

- En todos los pacientes debe realizarse un aspirado de médula 6sea (AMO),
con biopsia 6sea solo en caso de que el aspirado sea seco (punctio sicca).
La realizacion de una extension de SP también sera imprescindible, aunque

no es infrecuente que no se observen células blasticas en SP.
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Para el estudio citomorfolégico se utilizardn tinciones de Wright, Wright-
Giemsa o May-Grunwald Giemsa, complementadas con mieloperoxidasa y
negro sudan B. EI inmunofenotipaje mediante citometria de flujo
multiparamétrico aumenta la precisidon diagnostica (aunque no serad nunca
prueba de diagnéstico genético definitivo de LPA PML/RARA positiva). El
patrén inmunofenotipico habitual de los blastos de la LPA PML/RARA
positiva muestra caracteristicas similares a los promielocitos normales
(CD34™" heterogéneo, CD1177* dim, HLADR™" dim, CD13"**, CD11b").Sin
embargo, al contrario que los promielocitos no patoldgicos, los blastos de
LPA muestran niveles de expresién baja de CD15 (CD15~" dim vs. CD15™).
Los blastos de la LPA microgranular o variante (M3v), con frecuencia
muestran coexpresion de marcadores de linea T (como CD2, CD7 o CD56), a

la vez que suelen expresar CD34 y HLADR."®"7™

La confirmacion del diagnostico genético es necesaria, y debe realizarse, si
es posible, en células leucémicas de MO. La identificacion de la lesiéon
genética puede realizarse a nivel cromosémico, del DNA, del RNA, o
proteinico, mediante cariotipo convencional, fluorescencia por hibridacién in
situ (FISH), reaccidn en cadena de polimerasa por transcriptasa inversa (RT-
PCR), o anticuerpo monoclonal anti-PML. Cada una de estas técnicas tiene

sus ventajas y desventajas que describimos a continuacion:

- El cariotipo convencional, se realizar4 mediante tincion de bandas G en
metafases obtenidas en células de MO cultivadas de 24 a 48 horas.
Aungue la citogenética convencional es altamente especifica para el
diagnéstico de LPA, al detectar la alteracion t(15;17)(gq21;922), es una
técnica relativamente costosa en medios y tiempo, y necesita la presencia
de metafases de calidad para su correcta interpretacion. Un
inconveniente de la citogenética convencional es su relativamente baja
sensibilidad. De hecho, en aproximadamente un 20-30% de los casos de
LPA no se obtendran mitosis suficientes, y la técnica no serd valorable.
Otra causa de falsos negativos, en los que no se detecte la t(15;17), sera
la presencia de reordenamientos cripticos del gen de fusion PML/RARA,
lo que ocurre en un 5-10% de los casos. Por otra parte, la presencia de
anomalias citogenéticas adicionales, que se encuentran en
aproximadamente un 20-30% de los casos, no parece tener significado
pronéstico independiente en la LPA.”® Sin embargo, la citogenética puede

ser Gtil para detectar aquellos casos raros de LPA PML/RARA negativas,
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como la LPA con t(11;17)(g23;921), t(11;17)(g13;921) y t(5;17)(g35;921),
con sus correspondientes contrapartidas moleculares PLZF-RARA,”’
NuMA-RARA® y NPM1-RARA,™ respectivamente.

La deteccion del gen de fusibn PML/RARA mediante FISH puede
realizarse mediante métodos estandarizados y sondas fluorescentes
disponibles comercialmente. Aunque la SP puede ser 6ptima para realizar
la FISH (sobre todo en casos de hiperleucocitosis), la muestra idonea es
la MO. El protocolo para la deteccion del PML/RARA por FISH ha sido
publicado en detalle por Grimwade et al.®® Este método es mucho mas
sensible, menos caro, y mas rapido que el cariotipo convencional, por lo
gue debe incluirse de rutina entre las pruebas de diagndstico genético de
la LPA.

El analisis del gen PML/RARA mediante RT-PCR se realizara a partir de
RNA extraido de muestras de MO, aunque el reordenamiento también se
podra detectar en muestras de SP, incluso en pacientes con leucopenia al
diagnéstico. La técnica de RT-PCR estandarizada para la deteccion del
gen de fusion PML/RARA fue establecida por el “Biomed-1 Concerted
Action”.® La RT-PCR es probablemente la técnica de eleccién (gold
standard) para la confirmacién genética de LPA. Ademéas de su alta
sensibilidad y especificidad, la RT-PCR es esencial para determinar el
punto de ruptura del gen PML (isoforma PML/RARA), que sera esencial
para la monitorizacién de EMR. Sin embargo, la posibilidad de falsos
negativos (por pobre extraccion de RNA), o de falsos positivos (por
artefactos), asi como el tiempo requerido para la obtencidon de los
resultados (~2 dias), son factores limitantes de esta técnica. En
consecuencia, para asegurar el correcto diagnostico de LPA siempre se
deberd recurrir a la realizacion de varias técnicas de diagnéstico genético

al mismo tiempo.

La inmunotincion con anticuerpos monoclonales anti-PML de extensiones
(no tefidas y secas) de SP o MO puede ser de gran ayuda para el rapido
diagnéstico de LPA (siempre y cuando existan blastos en la muestra).
Esta técnica es altamente especifica para la deteccion de la proteina de
fusion PML/RARA.# La técnica serd diagnéstica de LPA cuando se
observe en el microscopio por fluorescencia un patron micromoteado

(>30 motas) en el nicleo de las células leucémicas. La técnica se
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considerara negativa cuando se detecten menos de 30 motas
(normalmente entre 10 y 15 motas gruesas), llamados cuerpos nucleares
PML. Esto ocurrird en las células normales y en aquellos raros casos de
LPA PLZF-RARA y NPM1-RARA. La técnica puede realizarse mediante
inmunohistoquimica o mediante inmunofluorescencia, pudiéndose
obtener los resultados a las 4 horas de la extraccion de la muestra. Esta
técnica es altamente recomendable para la rapida identificacién de casos
potenciales de LPA con morfologia atipica, que se beneficiarian
inmediatamente de terapia molecular dirigida con ATRA.

Recomendaciones especificas para el correcto almacenamiento de las

muestras han sido publicadas por Cheson et al.®°

El laboratorio que asuma la
responsabilidad del procesamiento y almacenamiento de muestras
diagnésticas (asi como de monitorizacion de EMR), deberd recibir las

muestras de la siguiente forma:

- Para estudios de FISH o inmunotincion por anti-PML: 3-4 extensiones de
MO y 3-4 de SP al diagnostico. Enviar a temperatura ambiente. Aquellas
extensiones que no se utilicen inmediatamente se deberan cubrir con

papel de aluminio y congelar a — 20 °C.

- Para extraccion de RNA y analisis RT-PCR del PML/RARA: un tubo de
AMO (2-3 ml) y varios de SP (20-30 ml), en citrato sddico o EDTA.
Deberan procesarse en las siguientes 24 horas a la extraccion. Las
células mononucleares aisladas mediante guanidio de isotiocianato se

almacenaran — 20 °C.

- Para andlisis de cariotipo convencional o FISH: un tubo de AMO (1-2 ml)
en heparina, enviado a temperatura ambiente. Las muestras se
procesaran nada mas llegar al laboratorio, y los pellets nucleares fijados

con metanol y acido acético (proporcion 3:1) se almacenaran a — 20 °C.

Otros estudios genéticos de interés. Las mutaciones del gen fms-like tyrosine
kinase 3 (FLT3) son detectadas con mayor frecuencia en la LPA que en otros
tipos de LMA. Asi, estas mutaciones podran observase en aproximadamente
un 30% de los casos (25% con mutaciéon FLT3-ITD, internal tandem
duplication, 5% con mutacién puntual FLT3-D835). Sin embargo, aunque las
mutaciones de FLT3 se asocian a un mayor recuento de leucocitos en SP al
diagnéstico, no parecen aportar informacion pronéstica adicional, por lo que

su presencia no deberia implicar cambios en el manejo del paciente.
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2.7 Tratamiento de soporte parala LPA

Es importante la prevencién y el manejo de las complicaciones que pueden
aparecer, ya sean originadas por el tratamiento o por la misma LPA, como puede ser
la toxicidad de la quimioterapia, la coagulopatia o el sindrome de diferenciacién. Este
Gltimo se caracteriza por la aparicion de signos y sintomas especificos derivados, la
mayoria de las veces, del tratamiento con ATRA o ATO, tales como fiebre, ganancia
de peso, hipotension, disnea con infiltrados pulmonares, derrame pericardico, edema

pleural y/o periférico o insuficiencia renal aguda.

2.7.1 Inicio inmediato de tratamiento con ATRA

El tratamiento con ATRA debe iniciarse ante la sospecha de LPA, sin esperar a
la confirmacion del diagndstico genético. Aunque no hay estudios que evidencien el
beneficio clinico del inicio precoz de ATRA, parece razonable iniciar la terapia
diferenciadora sin esperar al diagnostico definitivo por dos motivos: 1) si no se
confirmara el diagndstico de LPA, la administracion de ATRA no supondria ninguin
efecto negativo en pacientes con LMA, 2) estudios bioldgicos y clinicos han
demostrado que el inicio de ATRA corrige la actividad de la coagulopatia y puede
conducir a una disminucién de la mortalidad precoz por hemorragias.®® Aunque el
inicio de la quimioterapia en los protocolos actuales suele retrasarse hasta la
confirmacién diagnéstica de LPA, en aquellos paciente con LPA y leucocitosis en SP
la administracion de agentes citorreductores (antraciclinas, por ejemplo) no debera
demorarse, ya que de lo contrario existird un mayor riesgo de desarrollar sindrome de

diferenciacion grave potencialmente letal.

2.7.2 Inicio inmediato de medidas para corregir la coagulopatia

Las hemorragias intracraneales y/o pulmonares son complicaciones
potencialmente letales relativamente frecuentes en pacientes con LPA, al menos
mientras la caracteristica coagulopatia de consumo presente actividad. Estas
complicaciones son, no solo la causa principal de mortalidad durante el tratamiento de
induccién, si no también la causa mas frecuente de mortalidad previa al inicio del
tratamiento e incluso previa al diagnéstico. De hecho, estudios que analicen la tasa de
mortalidad por LPA previa al inicio de la induccién son muy escasos en la literatura
cientifica. Ademas, las grandes series publicadas generalmente no ofrecen

informacion sobre los pacientes no elegibles para recibir la induccion, ya sea por su
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mala condicion fisica y/o comorbilidades, ya sea por que fallecen antes de poder iniciar
el tratamiento. El US Intergroup® y el grupo cooperativo PETHEMA® han descrito
alrededor de un 5% de pacientes no elegibles por su mala condicién clinica (ECOG
mayor de 3), sobre todo debido a hemorragias letales antes de iniciar la terapia. En
este contexto, parece razonable iniciar inmediatamente el tratamiento de soporte para
contrarrestar la coagulopatia y mejorar la funcién hemostatica nada mas conocerse o
sospecharse el diagndstico de LPA. Se recomienda la reposicion de factores
hemostaticos mediante transfusiones de plaquetas, plasma fresco congelado, y
fibringeno o crioprecipitado para mantener recuentos de plaquetas >30 - 50x10%/L y
de fibrindgeno >100-150 mg/dL. Mientras exista coagulopatia deberan monitorizarse a
diario los parametros hemostéaticos en sangre, asi como corregir las alteraciones

mediante transfusiones.

A pesar de un soporte transfusional intensivo, algunos pacientes seguiran
falleciendo debido a complicaciones hemorragicas derivadas de la coagulopatia
asociada a la LPA. Se han identificado algunos factores de riesgo que predicen la
probabilidad de muerte hemorragica: pacientes con sindrome hemorragico,
hipofibrinogenemia (<100 mg/dL), elevacién de D-dimeros o productos de degradacion
de la fibrina combinados con tiempo de protrombina o tiempo de protrombina parcial
activada prolongados, recuentos elevados de leucocitos o blastos en SP, insuficiencia
renal, sindrome de diferenciacién, y mal estado general.*®®% La identificacién de
estos factores de riesgo puede ser (til para el disefio de futuros estudios que
investiguen el tratamiento de soporte antihemorragico adaptado al riesgo, usando
factores procoagulantes méas eficaces en aquellos pacientes con elevado riesgo de
muerte hemorragica. Debido al alto riesgo hemorragico, la realizacion de
procedimientos diagndsticos y terapéuticos invasivos, como la implantacion de un
catéter venoso central, la puncion lumbar, o la broncoscopia, debe evitarse durante el
periodo de induccién. Por otra parte, la coagulopatia asociada a la LPA activa también
se acompafia de un aumento del riesgo de eventos tromboticos e isquémicos. Aunque
los datos son muy escasos, la incidencia de trombosis al diagnéstico y durante la
induccién podria situarse en torno al 5%.%%® Este riesgo trombético podria verse
exacerbado por el uso de agentes diferenciadores, como el ATRA, especialmente en
aquellos pacientes que desarrollen sindrome de diferenciacion. El beneficio del uso de
heparinas u otros agentes con actividad anticoagulante para corregir la coagulopatia
de consumo no ha sido establecido, y, debido al riesgo hemorragico que conllevan,
deberian reservarse al tratamiento de eventos tromboéticos en pacientes con LPA

siempre que la coagulopatia y la trombopenia estén controladas. El uso profilactico de
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]
acido tranexamico u otros antifibrinoliticos para disminuir la incidencia de hemorragias
letales se ha mostrado ineficaz,*® e incluso podria producir un aumento de eventos
trombéticos.®® En consecuencia, el uso de heparinas y antifibrinoliticos deberia

reservarse en el contexto de ensayos clinicos comparativos.

2.7.3 Prevencién y manejo del sindrome de diferenciacion

El médico que trata al paciente con LPA debe reconocer inmediatamente los
signos y sintomas del sindrome de diferenciacion con el fin de iniciar precozmente el
tratamiento de esta complicaciéon potencialmente letal. El diagnéstico de este sindrome
es predominantemente clinico, y se basara en la presencia de al menos dos de los
siguientes signos y sintomas no explicados por otra patologia subyacente: disnea,
fiebre, infiltrados pulmonares intersticioalveolares bilaterales, ganancia de peso
(generalmente acompafiada de edemas periféricos), hipotension, fracaso renal agudo
(con o sin oliguria), y derrame pleural y/o pericardico.®” Debido a la gravedad del
sindrome de diferenciacion florido, sera esencial iniciar tratamiento con dexametasona
intravenosa (10 mg cada 12 horas) ante la minima sospecha diagndstica del sindrome.
El inicio precoz de dexametasona ante la sospecha de sindrome es muy
recomendable, puesto que ninguno de los signos y sintomas arriba descritos es
patognomonico, pudiendo ser causados por otras condiciones patoldgicas, a veces
concomitantes, como sepsis bacteriana, neumonia, insuficiencia cardiaca, o
hemorragia pulmonar. De hecho, al iniciar tratamiento para el sindrome de
diferenciacion, muchas veces sera necesario cubrir al mismo tiempo otras posibles
causas de los signos y sintomas atribuidos al sindrome. La interrupcion del ATRA o
ATO solo se recomienda en caso de sindrome de diferenciacion grave (por ejemplo,
en pacientes con fracaso renal agudo o insuficiencia respiratoria que requiera
ventilacion mecéanica). En general, el agente diferenciador no debera ser suspendido,
a no ser que haya progresion del sindrome a pesar del tratamiento con corticoides. En
caso de respuesta favorable, la dexametasona intravenosa deberd mantenerse hasta
la completa resolucién del sindrome, pudiéndose entonces reiniciar el tratamiento con
ATRA o0 ATO si se hubiera suspendido.

2.7.4 Otras medidas de soporte especificas

A parte de las medidas de soporte especificas arriba mencionadas, el
tratamiento general de soporte durante la induccién en pacientes con LPA, incluyendo
uso de antibidticos, prevencion del sindrome de lisis tumoral, y transfusion de

concentrados de hematies, no sera diferente del aplicado en pacientes con otros tipos
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de LMA. El uso de factores estimulantes de crecimiento de colonias granulociticas
deberd hacerse de forma juiciosa, reservandose para aquellos pacientes con
neutropenia e infecciones severas. La leucoaféresis no esta recomendada en casos de
hiperleucocitosis, puesto que podria exacerbar la coagulopatia, siendo preferible el
inicio precoz de ATRA combinado con quimioterapia y profilaxis del sindrome de

diferenciacién con dexametasona.

2.8 Justificacion de la unidad tematica del proyecto

La presente tesis doctoral recoge los resultados de 3 estudios publicados en 2
revistas internacionales de alto impacto especializadas en hematologia. Todos ellos
comparten un nexo comun; el analisis de diferentes aspectos de una serie de
pacientes tratados con dos protocolos consecutivos del grupo cooperativo Espafiol
PETHEMA (LPA96 y LPA99) para el tratamiento de la LPA. Estos trabajos prestan
especialmente atencion al impacto de un esquema terapéutico adaptado al riesgo
(comparacién del protocolo LPA99 frente al LPA96, no adaptado al riesgo), o bien
intentan identificar nuevos factores de riesgo que permitan refinar la adaptacion del
tratamiento a estos potenciales factores (analisis del sindrome de diferenciacién en
induccién y sus factores de riesgo; y analisis del impacto de las mutaciones de FLT3
sobre el riesgo de recaida). Las tres publicaciones se centran en las diferentes fases
del tratamiento de la enfermedad sobre las que se puede incidir para mejorar los

resultados terapéuticos.

El primer trabajo evalua los resultados a largo plazo del protocolo terapéutico
LPA99, el primero con consolidaciones adaptadas al riesgo de recaida segun el indice
pronostico desarrollado conjuntamente en el afio 2000 por los grupos PETHEMA y
GIMEMA. Este trabajo ofrecié unos resultados robustos sobre el impacto positivo de
las modificaciones realizadas en la intensidad de la dosificacién de las antraciclinas y
del ATRA en aquellos pacientes con LPA de riesgo intermedio y alto de recaida. Este
sirvi6 de base para los siguientes protocolos de tratamiento de la LPA del grupo
PETHEMA (protoclos LPA2005 y LPA2012, este ultimo aun en marcha).

El segundo trabajo se centré en el analisis detallado de una complicacién
propia del tratamiento de induccién con agentes diferenciadores en la LPA: el
sindrome de diferenciacion. Este sindrome estaba descrito desde los primeros
protocolos con ATRA en los afios 90, y constituye una causa importante de morbilidad
y mortalidad en la fase de induccion a la remision de la LPA. Este estudio se plante6

identificar los factores de riesgo para el desarrollo de este sindrome, con el fin de
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adaptar la profilaxis y el manejo del mismo segun el riesgo de presentar formas graves
del sindrome. Gracias a este trabajo, la prevencion del sindrome de diferenciacion se

implementé de forma adaptada al riesgo en los siguientes protocolos PETHEMA.

El tercer trabajo quiso analizar el impacto prondstico de un marcador molecular
presente en la LMA y en la LPA, las mutaciones de FLT3, cuyo valor para predecir la
recaida leucémica estaba firmemente establecido en la LMA. Existiendo controversia
sobre el valor prondstico independiente de FLT3 en la LPA, y por tanto de su posible
incorporaciéon a estrategias terapéuticas adaptadas al riesgo, desde el grupo
PETHEMA se realizé este estudio de marcado caracter traslacional con la
colaboracién de prestigiosos bidlogos moleculares. Los resultados de dicho estudio
ayudaron a conocer mejor la incidencia y las caracteristicas clinicas y biologicas
asociadas a la expresion de FLT3, y sirvieron para tomar la decision de no realizar
modificaciones en los algoritmos terapéuticos basados en la presencia de ese

marcador.

El &mbito elegido, la LPA, tiene un especial interés en la medida en que, como
se ha comentado previamente, los pacientes con este subtipo de leucemia aguda
presentan un pronostico favorable desde el advenimiento de los agentes
diferenciadores, siendo la tasa de supervivencia a largo plazo cercana al 90% con
esquemas que combinen ATRA y quimioterapia. Por eso, los pacientes con LPA tienen
un alto potencial de curabilidad y resulta critico el tratamiento optimizado en cualquiera
de sus fases: 1) en la fase de induccién a la remision, donde es vital el correcto
tratamiento de soporte identificando y tratando precozmente las complicaciones como
el sindrome de diferenciacién, y 2) en la fase de consolidacion, en la que la
administracion selectiva de esquemas quimioterapicos segun la posibilidad de recaida
(adaptados al riesgo) puede ayudar a disminuir la intensidad de dosis en los pacientes
de bajo riesgo, previniendo muertes toxicas en RC, o por el contrario, aumentar la
intensidad en los pacientes de alto riesgo que necesiten mayor efecto antileucémico
para erradicar definitivamente la LPA. La presente tesis puede contribuir a profundizar

en el conocimiento de estos aspectos en la LPA.

Cada uno de estos trabajos aporta informacion detallada y autbnoma sobre un
aspecto concreto del tratamiento de la LPA, pero su unién en esta tesis permite una

vision global de la importancia del las estrategias adaptadas al riesgo en la LPA.
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Hipdtesis

El tratamiento actual de la leucemia promielocitica con la combinacién de acido
trans-retindico y quimioterapia proporciona una tasa muy elevada de curaciones. No
obstante, aunque estrecho, hay un margen de mejora mediante la reduccién de cada
una de las diferentes causas de fracaso terapéutico. Dada la heterogeneidad de estas
causas de fracaso, planteamos la hipétesis de que un andlisis de dichas causas y la
identificacion de las variables ligadas al paciente, a su enfermedad y al propio
tratamiento, podrian ser de ayuda en la implementacién de las medidas apropiadas

para mejorar dichos resultados.

La LPA es una enfermedad hematolégica con una alta tasa de curacién. No
obstante, los resultados siempre son mejorables, y es critico ofrecer las maximas
posibilidades a cada paciente con LPA, a sabiendas de que disponen de agentes
dirigidos a dianas moleculares (targeted therapy), como el ATRA, que hacen que una
vez superadas las fases terapéuticas de induccion y consolidacién estos pacientes en
gran parte puedan considerarse curados a largo plazo. La identificacion de
caracteristicas propias de los pacientes o de su enfermedad, podria ayudar a disefiar
esquemas de tratamiento cada vez mas adaptados, sin que se por ello observara una
disminucion de la eficacia terapéutica. El analisis pormenorizado, a corto y a largo
plazo, de las diferentes complicaciones y de los resultados de los esquemas
quimioterépicos en sus diferentes fases, deberian ayudar a refinar el manejo de las
complicaciones y optimizar los futuros protocolos con el fin de ofrecer una menor
toxicidad, pero al mismo tiempo manteniendo una incidencia de recaida similar con

respecto a los anteriores.
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Objetivos

Partiendo de la hipotesis de que determinadas variables ligadas al paciente, a

su enfermedad y al propio procedimiento, podrian tener un impacto en los resultados

terapéuticos de la LPA, y que muchas son potencialmente modulables a través de

estrategias adaptadas al riesgo, los objetivos de este trabajo de tesis doctoral son:

Evaluar y comparar los resultados terapéuticos a largo plazo del protocolo
LPA99 (adaptado al riesgo de recaida) frente al protocolo LPA96 (no
adaptado al riesgo), ambos consistentes en esquemas basados en ATRA

mas quimioterapia segun:
* TasadeRC.
* Incidencia de recaida.
* Supervivencia libre de enfermedad.
* Supervivencia global.

Evaluar la incidencia del sindrome de diferenciacién en la fase de induccién

en los pacientes tratados con los protocolos LPA96 y LPA99, y a su vez:
e Describir las caracteristicas del sindrome de diferenciacion.

* |dentificar los factores prondsticos para el desarrollo de esta

complicacion a través de los andlisis univariante y multivariante.

* Evaluar el impacto en los resultados terapéuticos en los pacientes

qgue lo desarrollaron.

Evaluar el impacto de un potencial marcador pronéstico, las mutaciones de
FLT3, en los pacientes tratados con los protocolos LPA96 y LPA99, y a su
vez analizar las correlaciones clinicas y bioldgicas de la presencia de estas

mutaciones en los pacientes con LPA.
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5.1 Pacientes

A continuacién se detallan los aspectos metodolégicos comunes en los tres
estudios. Esta similitud deriva de que todos los pacientes incluidos en los tres estudios
fueron elegibles y tratados segun los protocolos PETHEMA LPA96 y LPA99. Han sido
incluidos en estos tres estudios todos aquellos pacientes que fueron reportados al
registro multicéntrico y multinacional PETHEMA entre el 1 de noviembre de 1996 y el
15 de mayo de 2005, diagnosticados con LPA y demostracion de la t(15;17) o el

reordenamiento PML/RARGa, con independencia del tratamiento recibido.

5.2 Criterios de elegibilidad en los estudios

Para el andlisis de los resultados terapéuticos de dos protocolos consecutivos
(PETHEMA LPA96 y LPA99), se excluyeron aquellos pacientes que presentaron

cualquiera de los siguientes criterios:

1. estado basal segun Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) mayor
de 3

2. disfuncién hepética, renal, cardiaca o cualquier otra comorbilidad que limite

la administracion de quimioterapia en opinion del médico de cada centro

3. antecedentes de neoplasia primaria o tratamiento con algun agente

antileucémico anteriormente
4. violacion mayor de protocolo

El registro epidemioldgico PETHEMA, los protocolos y estos estudios fueron
aprobados por el comité ético del hospital de referencia (Hospital Universitari i
Politecnic La Fe de Valencia). Del mismo modo, era necesario el consentimiento

informado por escrito segun se establece en la declaracién de Helsinki.

5.3 Citometria de flujo

La caracterizacidn citomorfologica se realiz6 al diagndstico en muestras de MO,
segun la practica habitual de cada centro, ya fuera de forma local o centralizada en
laboratorios de referencia. El andlisis del inmunofenotipo por citometria de flujo se
realizé usando diferentes citometros (FACS Calibur o FACS Canto), dependiendo del
momento del diagnéstico de cada paciente y su disponibilidad en cada laboratorio.
Para ello, se utilizaron anticuerpos monoclonales contra los antigenos de superficie
CD2, CD7, CD9, CD11b, CD13, CD15, CD19, CD33, CD34, CD56, CD117 y HLA-DR
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segun los procedimientos estandar de inmunofluorescencia. Si los blastos expresaban
el antigeno de superficie CD34 en una proporcién = 10%, la muestra se consideraba
positiva. Para el resto de antigenos de superficie, para considerarse una muestra

positiva era necesario alcanzar una proporcion = 20%.

5.4 Analisis citogenético y molecular

Al igual que la caracterizacién citomorfol6gica, los estudios citogenéticos vy
moleculares al diagnéstico se realizaron siguiendo los procedimientos estandar segin
la practica habitual de cada centro, ya fuera de forma local o centralizada en
laboratorios de referencia, previamente establecidos. Para considerar una PCR
positiva, debe observarse la banda especifica del reordenamiento PML/RARA en un
gel de bromuro de etidio mediante la técnica de RT-PCR cuantitativa, con una
sensibilidad de 10,

5.5 Registro PETHEMA

Con todos los antecedentes anteriores, la informacion publicada hasta el
momento en referencia a la LPA no representa a la poblacidn general. Debido a ello, el
grupo cooperativo PETHEMA ha pretendido, en los dltimos afios, registrar todos los
pacientes diagnosticados de LMA, con independencia de la actitud terapéutica
adoptada o edad, con el fin de obtener informacién real sobre las caracteristicas,
resultados y esquemas de tratamiento utilizados. El registro PETHEMA tiene como
objetivo principal realizar estudios epidemiolégicos para valorar las peculiaridades de
los pacientes y su enfermedad. Ademas, pretende correlacionar los rasgos clinicos y
biolégicos con los resultados terapéuticos y la evolucién de la LMA, tratando de
identificar factores de riesgo que puedan ayudar a disefiar protocolos de tratamiento

adaptados a cada subgrupo de pacientes.

El desarrollo del registro PETHEMA ha sido aprobado por el Comité Etico de
Investigacion Biomédica del Hospital Universitari i Politecnic La Fe de Valencia (centro

de referencia).

5.6 Agentes empleados para el tratamiento de la LPA
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5.6.1 ATRA

También se le conoce como tretinoina o &acido holo-trans retinoico. Esta

clasificado como agente inductor de la diferenciacion.®

El ATRA es un metabolito natural del retinol, estructuralmente relacionado con
la vitamina A, que esta involucrado en la regulacién de varios procesos biolégicos.
Aunque su mecanismo de accién no es conocido, interviene en la maduracién terminal
de las células hematopoyéticas, incluidas la células leucémicas de los pacientes

diagnosticados con LPA.

De absorcién oral, tiene una importante variabilidad inter e intrapaciente y se
distribuye rapidamente a los tejidos, alcanzando niveles altos en rifién, higado e
intestino. No atraviesa la barrera hematoencefalica (BHE) y presenta una elevada
unién a proteinas plasmaticas (>95%). Su metabolismo es, principalmente, hepatico

(citocromo P450) y se excreta por orina, sobretodo, y por las heces.
Entre los efectos secundarios especificos que deben tenerse en cuenta estan:

» cefalea: es el efecto secundario mas frecuente. Suele aparecer horas
después de la administracién de ATRA, es de intensidad moderada y
responde al tratamiento con analgésicos. Generalmente es transitoria y

desarrolla tolerabilidad con el tratamiento continuado.

* pseudotumor cerebri: se caracteriza por signos y sintomas de
hipertensién intracraneal sin evidencia de lesién ocupante de espacio o
infeccion. Suele aparecer dias después de iniciar el tratamiento con

ATRA y su frecuencia es mayor en nifios.

* sindrome de ATRA: también conocido como sindrome de
diferenciacion. Suele aparecer dias después de iniciar el tratamiento
con ATRA vy, debido a la severidad y mal pronéstico del desarrollo de
esta complicacion, debe considerarse su prevencién en pacientes de
riesgo. Ante la aparicion de alguno de sus signos o sintomas
caracteristicos (fiebre, disnea, hipotension, insuficiencia respiratoria,
infiltrados pulmonares, derrame pleural pleural o pericardico, ganancia
de peso, edema, insuficiencia cardiaca, insuficiencia renal o fallo
multiorganico), debe iniciarse tratamiento precoz con dexametasona e

incluso suspender de forma transitoria el tratamiento con ATRA.
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5.6.2 Idarubicina

También se le conoce como 4-Demetoxidaunorubicina, 4-DMDR, IMI 30, SC

33428. Se clasifica como antibiético antitumoral.®

Es una molécula altamente lipofilica que se transforma en idarubicinol, su
metabolito activo. La idarubicina se intercala entre los pares de bases y provoca la
ruptura de las hebras de ADN, inhibiendo la topoisomerasa Il e interfiriendo en la

replicacién del ADN y transcripcion del ARN.

Su administracion en la LPA es intravenosa. Atraviesa la BHE y presenta una
elevada unién a proteinas plasmaticas, tanto la idarubicina (97%) como su metabolito
activo (94%). Su metabolismo sigue un modelo bi- o tricompartimental, dependiendo
de la dosis, y es rapidamente reducido a idarubicinol en plasma. Presenta un amplio
reciclaje enterohepatico. Su excrecién es variable, siendo principalmente la via biliar
para la idarubicina y la urinaria para el idarubicinol. El metabolito activo presenta una

mayor vida media (41-69 h) que la idarubicina (11-25 h).
Entre los efectos secundarios especificos que deben tenerse en cuenta estan:

* hiperuricemia: derivado de la lisis celular a consecuencia del efecto
citotéxico de la quimioterapia. Se caracteriza por la aparicion de
alteraciones electroliticas, con o sin insuficiencia renal aguda (sindrome

de lisis tumoral).

* cardiotoxicidad: se cree que es debida al dafio que los radicales libres
producen en el tejido miocardico. Puede aparecer durante o
inmediatamente después de una sola dosis de antraciclina, ya que no
es dosis-dependiente, y su aparicidn no justifica la suspension del
tratamiento (efectos tempranos). Cuando aparece semanas 0 afos
después, se define como tardia y depende de la dosis de antraciclinas

administrada, considerandose irreversible y refractaria al tratamiento.

5.6.3 Mitoxantrone

También es conocida como DHAD, hidroxiantracenodiona dihidrocloruro o

mitoxantrona. Esta clasificado como antibidtico antitumoral.*

Antracenodiona sintética de estructura similar a la doxorubicina y
daunorubicina, que surgié con el objetivo de reducir la toxicidad por las antraciclinas,

en especial la cardiotoxicidad. Al igual que la idarubicina, el mitoxantrone impide la
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reparacion del ADN mediante la inhibicion de la topoisomerasa IlI, dando como

resultado la ruptura de las hebras de ADN.

Su administraciéon en la LPA es intravenosa. No atraviesa la BHE en una
cantidad significativa y se distribuye por el liquido pleural, riién, tiroides, higado,
corazén y glébulos rojos. Presenta una elevada unién a proteinas plasmaticas (>95%),
en su mayoria a la albumina (76%). Su metabolismo es hepéatico pero no bien

conocido y se excreta por heces y orina, inalterado en una proporcién del 65%.

Entre los efectos secundarios especificos que deben tenerse en cuenta estan
la hiperuricemia (sindrome de lisis tumoral) y cardiotoxicidad, similar a la descrita para

la idarubicina.

5.6.4 Metotrexate

También es conocido como ametopterina o0 MTX y esta clasificado como

antimetabolito analogo del &cido félico.”

Antagonista del folato. El acido folico se reduce a su forma activa, el
tetrahidrofolato, debido a la accién de la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR) y asi
poder intervenir en la sintesis purina y de timidilato. EI metotrexate puede inhibir la
DHFR debido a su mayor afinidad (disminuyendo la sintesis de ADN, su reparacién y
la replicacion celular), inhibir el timidilato o alterar el transporte del folato reducido

(dificultando el transporte al interior celular).

Su administracion en la LPA es intramuscular durante el tratamiento de
mantenimiento. Se trasnsporta de forma activa a través de la membrana celular a
bajas concentraciones y, de forma pasiva, a altas concentraciones. Tiene una amplia
distribucion a tejidos y fluidos, como rifion, vesicula biliar, bazo, higado y piel.
Atraviesa la BHE y su metabolismo es hepéatico e intracelular. Principalmente, la

excrecion es urinaria por filtracién glomerular y, activamente, por secrecién tubular.

Entre los efectos secundarios especificos, a las dosis utilizadas en LPA, que

deben tenerse en cuenta estan:

* hepatotoxicidad: aunque su incidencia es superior a dosis altas, también
puede aparecer con administraciones bajas y resultar amenazante para
la vida. Las enzimas hepaticas pueden elevarse en cada ciclo y volver a
sus valores normales un mes después de suspender la administracion.
La fibrosis y la cirrosis son mas frecuentes con administracién crénica

de bajas dosis de metotrexate.
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* toxicidad pulmonar: aunque su incidencia es superior a dosis altas,
también puede aparecer con administraciones bajas y resultar
amenazante para la vida. Puede ser asintomética o sintomética y
manifestarse como enfermedad inflamatoria pulmonar (neumonitis),
pudiendo ser clasificada como aguda, subaguda o crénica. La
manifestacién subaguda es la mas frecuente e incluye fiebre, disnea,
tos no productiva, crepitantes, cianosis, fibrosis pulmonar y derrame
pleural. Su aparicién requiere suspender el tratamiento y se recomienda

no volver a introducirlo.

5.6.5 6-Mercaptopurina

También es conocida como 6-MP y esta clasificada como antimetabolito

analogo de purinas.*

Antagonista de las purinas que se activa a tio-inosina monofosfato (TIMP) en el
espacio intracelular por la accion de la hipoxantina-guanina-fosforibosiltransferasa
(HGPRT). El TIMP se metaboliza de forma secuencial a tioguanina monofosfato v,
después, a tioguanosina trifosfato. La incorporacién de estos nucleétidos al ADN es la

responsable del efecto cititoxico de la mercaptopurina.

Su administracion en la LPA es oral, con una absorcion variable (5-35%)
debido al efecto de primer paso hepatico. Ademas, su absorcién puede disminuir por la
accion de la xantina oxidasa, presente en la leche de vaca. Atraviesa la BHE en una
proporcion insignificante. Su metabolismo es hepatico, tanto activacion como

eliminacion, y su excrecion minima a las dosis convencionales.

Rara vez, se presentan efectos secundarios especificos a las dosis utilizadas
en LPA.

5.7 Tratamiento de la LPA

5.7.1 Protocolo PETHEMA LPA96

En la figura 1 se muestra el esquema de tratamiento segun el protocolo LPA96
(vigente a partir del 1 de noviembre de 1996). El tratamiento de induccion consistia en
ATRA vo (45 mg/m?/dia, dividido en 2 dosis) e idarubicina iv (12 mg/m?%dia, los dias 2,
4, 6y 8). El tratamiento con ATRA se mantenia hasta alcanzar la RC o hasta 90 dias si

persistian promielocitos atipicos en la evaluacién de la MO. Aquellos pacientes que
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alcanzaron RC, podian recibir hasta 3 ciclos de consolidacién basados en antraciclinas

en monoterapia:
+ consolidacién 1: idarubicina iv (5 mg/m?dia, los dias 1 a 4)
+ consolidacién 2: mitoxantrone iv (10 mg/m?/dia, los dias 1 a 5)
+ consolidacién 3: idarubicina iv (12 mg/m?/dia, el dia 1)

Posteriormente, se administraba el tratamiento de mantenimiento, alternando
ATRA vo (45 mg/m?/dia, cada 3 meses) con dosis bajas de metotrexate im (15

mg/m?%/semanal) y mercaptopurina vo (90 mg/m?/dia), durante un periodo de 2 afios.

A los pacientes con una edad < 15 afios se les administraba una dosis inferior
de ATRA (25 mg/m?/dia, dividido en 2 dosis).*?
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Figura 1. Imagen extraida del protocolo PETHEMA LPA96 que muestra el esquema
terapéutico que recibieron los pacientes diagnosticados de LPA durante el

correspondiente periodo de tratamiento.

Protocolo Terapéutico de la Leucemia Promielocitica Aguda

PETHEMA
INDUCCION ATRA = 45 mg/me/d (p.0.)
IDA = 12 mgimelad (dias 24.6.8) ATRA + DA
CONSOLIDACION IDA =5 mglmelAd (dias 1.23,4) IDA | Curso de consolidacion # 1
|
MTZ =10 mg/m?/5d (dias 1,2,3,4,5) MTZ | Curso de consolidacion #2
|
IDA =12 mg/m#/1d (dia 1) IDA | Curso de consolidacién # 3

MONITORIZACION MOLECUAR

PML/RARQt - | ———» | PML/RARQ +

MANTENIMIENTO ‘

ATRA =45 mg/m?3/15d (3m;2a)
MTX = 15 mg/m?/semanal ATRA + MTX + 6MP

6-MP =90 mg/m?/d

Y
RECAIDA

(Protocolo LAP-96R)

5.7.2 Protocolo PETHEMA LPA99

En la Figura 2 el muestra el esquema de tratamiento segun el protocolo LPA99

(vigente a partir del 1 de noviembre de 1999). En el ciclo de induccion, la idarubicina
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administrada en el dia 8 no se administraba en los pacientes mayores de 70 afios,
permaneciendo sin cambios para el resto de los pacientes. La estrategia terapéutica
post-remision dependia del grupo de riesgo asignado en el momento del diagndstico:
favorable (recuentos de leucocitos < 10 x 10%L y de plaquetas > 50 x 10%/L), estandar
(recuentos de leucocitos < 10 x 10%L y de plaquetas < 50 x 10%L) o desfavorable
(recuentos de leucocitos > 10 x 10%L). El tratamiento de consolidacién no se modificé
en los pacientes de riesgo favorable. No obstante, en los pacientes clasificados como
riesgo estdndar o desfavorable, la idarubicina fue ligeramente aumentada de 5 a 7
mg/m?/dia durante el ciclo 1 y a 2 dias en lugar de 1 durante el tercer ciclo. Ademas,
se afiadi6 ATRA (45 mg/m?/dfa, los dias 1-15) en los 3 ciclos de consolidacién. No se

realizaron cambios en el mantenimiento.

A los pacientes con una edad < 20 afios se les administraba una dosis inferior
de ATRA (25 mg/m?/dia, dividido en 2 dosis).*°

49



Material y Métodos

Figura 2. Imagen extraida del protocolo PETHEMA LPA99 que muestra el esquema
terapéutico que recibieron los pacientes diagnosticados de LPA durante el

correspondiente periodo de tratamiento.

Protocolo PETHEMA/LPA99

LPA PML/RARa positiva
v

Induccion a la remision
AIDA
Acido tranexamico 100 mg/kg IC
Prednisona 0,5 mg/kg x 15 dias

!

Consolidacion
Adaptada al riesgo
I

! ¥ 3
Favorable Estandar Desfavorable
(SLE 90-100%) (SLE 80-90%) (SLE 60-70%)
| |
'
LPA96 LPA96 1 + ATRA
' '
IDA5 mg/m#d (dias 1,2,3,4) IDA 7 mg/m#d (dias 1,2,3,4)
ATRA 45 mg/m2/d x 15
MTZ 10 mg/mz2/d (dias 1,2,3,4,5) MTZ 10 mg/m?/d (dias 1,2,3,4,5)
ATRA 45 mg/m2/d x 15
IDA 12 mg/m?/d (dia 1) IDA 12 mg/m?/d (dias 1,2)
‘ ATRA 45 mg/m2/d x 15
|
l Cosecha
Mantenimiento CPSP/MO

Desfavorabl
ATRA 45 mg/mz2/d x 15 (cada 3 meses) (Desfavorable)

Metotrexato 15 mg/m?/d (semanal) i 1

6-Mercaptopurina 50 mg/mz2/d No Recaida Recaida
[ Molecular Molecular
| i
TASP/TAMO
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5.8 Definiciones comunes en los tres estudios

5.8.1 Evaluacion de larespuesta

La respuesta al tratamiento se basé en los criterios de Cheson et al.*’ y se

resumen a continuacion:

5.8.1.1 Remisién completa

Morfolégica

Para que un paciente se considerase que habia alcanzado una RC

morfoldgica, se requirieron todos los siguientes criterios:
* En sangre periférica:
» Recuento de neutrdfilos > 1,5 x107/L.
» Recuento de plaquetas > 100 x10°/L
* Ausencia de blastos y promielocitos atipicos
* En aspirado de MO:
* Celularidad suficiente (no hipoplasico)
* El porcentaje de blastos y promielocitos atipicos debia ser < 5%
* Ausencia de leucemia extramedular
Molecular

No deteccion del reordenamiento PML/RARA mediante la reaccidon en cadena
de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) cuantitativa, con una sensibilidad
de 10, en una muestra de MO.

5.8.1.2 Fracaso terapéutico

Resistencia:

Persistencia de blastos o promielocitos atipicos en un porcentaje >5% en MO

tras el tratamiento de induccién, teniendo en cuenta que algunos pacientes pueden
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presentar un retraso en la diferenciacion terminal que puede persistir hasta 40-50 dias

después de haber iniciado el tratamiento con ATRA.
Fallo por muerte durante lainduccion:

Fallecimiento del paciente tras iniciar el tratamiento de induccién sin que se
haya valorado la respuesta al tratamiento y, por tanto, no esta documentada la RC o la

resistencia.
Persistencia molecular:

Requiere la deteccion del reordenamiento PML/RARA (PCR positiva) en dos
muestras consecutivas de MO que se hayan obtenido tras finalizar la consolidacion,

sin que se haya obtenido previamente RC molecular.

5.8.1.3 Recaida

El concepto de recaida requiere que se haya alcanzado la RC, ya fuera

morfolégica o molecular. Se puede presentar de tres formas diferentes:
Hematolbgica

Se requiere que esté documentada la presencia > 5% de blastos o
promielocitos atipicos en dos aspirados de MO realizados con, al menos, una semana
de separacion. Cuando el porcentaje de blastos o promielocitos atipicos sea > 20%,
serd suficiente una Unica valoracion. Al igual que al diagnéstico, se precisa la
demostracion de la t(15;17), el reordenamiento PML/RARA o positividad de la tincion

con el anticuerpo anti-PML.
Extramedular

Se requiere que esté documentada la presencia de blastos o promielocitos
atipicos en un lugar diferente a la MO, ya sea en el liquido cefalorraquideo, piel,
adenopatias u otra localizacién. Al igual que al diagnéstico, se precisa la demostracion
de la t(15;17), el reordenamiento PML/RARA o positividad de la tincién con el

anticuerpo anti-PML.
Molecular:

Requiere la deteccion del reordenamiento PML/RARA (PCR positiva) en dos
muestras de médula ésea realizadas con 2 semanas de separacion, tras alcanzar RC

molecular y haber finalizado los ciclos de consolidacion.
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5.8.2 Riesgo de recaida

Dependiendo de la cifra de plaquetas y leucocitos al diagndstico, se definen
tres grupos de riesgo de recaida que condicionara el tratamiento post-remision de los

pacientes con LPA.*
1. Bajo: leucocitos < 10 x10%/L y plaquetas > 40 x10°/L
2. Intermedio: leucocitos < 10 x10%L y plaquetas < 40 x10°%/L

3. Alto: leucocitos > 10 x10°%L

5.8.3 Coagulopatia

La valoracion de su existencia en un paciente con LPA se establece a partir de

las siguientes determinaciones en la hemostasia:
* Tiempo de protrombina (TP) o equivalente (indice de Quick, INR)
* Tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPA)
» fibrinbgeno
* Dimeros D o equivalente (productos de degradacion de la fibrina)

Para establecer el diagnostico de coagulopatia era necesario, por un lado, el
alargamiento del TP y/o alargamiento del TTPA mas, por el otro lado, la disminucion

de los valores de fibrindgeno y/o aumento de los dimeros D.

5.8.4 Sindrome de diferenciacién

Los criterios diagnosticos de sindrome de diferenciacion se establecen segun

los estudios previos publicados por Frankel et al.®’

y se detallan a continuacion:
1. fiebre no relacionada con otras causas

2. disnea

3. hipotension

4. ganancia de peso mayor a 5 Kg.

5. infiltrados pulmonares en la radiografia de térax

6. derrame pleural o pericardico

7. insuficiencia renal
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Para que un paciente fuera diagnosticado de sindrome de diferenciacién era
necesario que presentara, al menos, 2 signos o sintomas de los especificados
anteriormente. Si el paciente presentaba 2 o 3 era clasificado como grado moderado y
si presentaba 4 o méas era considerado como severo. En el caso de presentar
cualquier otra comorbilidad que pudiera explicar los signos o sintomas, el diagndstico
de sindrome de diferenciacion se descartaba. Para considerar que el sindrome de
diferenciacion habia sido la causa de la muerte, el paciente debia haber sido
diagnosticado de sindrome severo y no presentar ninguna causa que pudiera explicar

el desenlace.

5.9 Tratamiento de soporte

5.9.1 Coagulopatia

Cada protocolo disponia de recomendaciones para el manejo de la
coagulopatia. En general, si habia sospecha, se recomendaba la administracién de
crioprecipitados, plasma fresco congelado y fibrinbgeno segun las deficiencias
observadas en la hemostasia. Las recomendaciones para la transfusion de plaquetas
establecian un valor minimo de 30 x 10%L, debiéndose mantener este valor hasta la
resolucion. Una vez resuelta la coagulopatia, o si no se habia presentado, la
administraciéon de plaquetas se realizaba segun los procedimientos estandar
establecidos, es decir, en el caso de que existiesen manifestaciones hemorragicas,
infeccién o para mantener unos valores entre 10-20 x10%L, o >30 x10%/L durante los
primeros 10 dias. En el protocolo LPA99, se recomendaba el uso profilactico de &cido
tranexamico a una dosis de 100 mg/Kg/dia en perfusién iv si el valor de plaquetas era
menor a 50 x10%L. En el LPA96 el uso de heparina y fibrinoliticos era opcional,
mientras que en LPA99 no se recomendaba el uso de heparina pero si la
administracion de acido tranexamico iv (100 mg/Kg/dia) hasta que la cifra de plaquetas
fuera superior a 50 x10%/L y desaparecieran los signos de coagulopatia. En general, la
transfusion de concentrados de hematies se indicaba para mantener un valor superior
a9 g/dL.

5.9.2 Sindrome de diferenciacién

Los pacientes incluidos en el protocolo LPA96 recibian durante 7 dias, como
profilaxis, 10 mg cada 12 horas de dexametasona iv si presentaban una cifra de

leucocitos > 5 x10%L. Esta pauta fue modificada en el LPA99, donde los pacientes
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recibian una dosis de 0,5 mg/Kg de prednisona vo desde el dia 1 hasta el dia 15 de
tratamiento, con independencia de la cifra de leucocitos. Para el tratamiento, en
cualquier paciente que presentara signos o sintomas compatibles con sindrome de
diferenciacion, se iniciaba tratamiento con dexametasona iv a una dosis de 10 mg
cada 12 horas y, en caso de progresion, se acomparfaba de la interrupcion del ATRA.

Estas medidas se mantenian hasta la resolucién del cuadro.

5.9.3 Infecciones

Por lo general, los pacientes permanecian hospitalizados durante la induccién
hasta la resolucion de la neutropenia. Sin embargo, no se establecieron
recomendaciones especificas en los diferentes protocolos, por lo que la profilaxis y el
tratamiento de las infecciones se realizaron siguiendo los procedimientos estandar

establecidos en cada institucion.

5.10 Recogiday registro de datos

Los datos fueron recogidos y registrados de forma prospectiva a través de
formularios especificos, disefiados para recoger las variables de los pacientes, de la
leucemia, particulares o no de la LPA, asi como de sus complicaciones. La informacion
era enviada por los centros periédicamente o se les solicitaba cuando se requerian
datos para un proyecto de interés cientifico concreto o, simplemente, cuando se
consideraba que habia pasado un tiempo de seguimiento suficiente para poder valorar
nuevos acontecimientos. Para resolver alguna consulta especifica, también se
solicitabainformacion al centro de procedencia. Una vez se habia recibido la
informacién, eran introducidos regularmente en el sistema de gestién de bases de
datos de Microsoft Access (Microsoft Office®), desde donde se podian realizar
consultas SQL para controlar la calidad de los datos introducidos y solventar las
posibles incoherencias que pudieran aparecer. Para el andlisis posterior, el formato de
esta base de datos (Microsoft Access®) podia ser leido directamente por el software

estadistico.

5.11 Confidencialidad

La informacion documentada en el registro, propiedad de la Fundacion
PETHEMA, se considera confidencial y es tratada como tal. Los pacientes incluidos

son identificados con un cédigo numérico de siete cifras, en el que las primeras 4

55



Material y Métodos

cifras hace referencia al centro y las 3 Ultimas al paciente. En el procedimiento de
disociacién de los datos, solo los investigadores de cada centro conocen los datos
personales del paciente y, solo ellos, pueden relacionarlo con el nUmero asignado en
el registro PETHEMA. Por tanto, no se han recogido datos personales que pudieran
identificar al paciente. En todo momento, la confidencialidad de los datos personales
de los pacientes cumple la Ley Orgéanica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion

de Datos de Caracter Personal.

5.12 Anélisis estadistico

Para describir los diferentes grupos del estudio se emplearon frecuencias,

medias y medianas, con sus correspondientes desviaciones e intervalos.

Para analizar las diferencias en la distribucién de variables cualitativas entre los
diferentes grupos de pacientes, se uso el test de Chi-cuadrado, aplicando la correccion
de Yates cuando era necesario (si la frecuencia esperada en alguna de las casillas de
la tabla de contingencia era inferior a 5). Para variables que presentaban una
distribucion normal, se usé la prueba de t de Student y, para variables que no seguian

una distribucion normal, la prueba U de Mann-Whitney.

La evaluacion de las variables "tiempo hasta que se produce un evento" se
estimé mediante el método de Kaplan-Meier.”® La probabilidad de recaida (CIR) se
estimé a través del método de incidencia acumulada.®* La supervivencia global (SG)
se calcul6 desde la fecha de inicio de tratamiento hasta la fecha de muerte, includia a
causa de la enfermedad o debida a la toxicidad del tratamiento. Para la estimacion de
la supervivencia libre de enfermedad (SLE), y la CIR, se tom6é como momento inicial la
fecha de obtencion de la RC. EI momento final para calcular la SLE fue, al igual que en
la SG, la fecha de muerte y en la CIR la fecha en la que se produjo la recaida (clinica o
molecular). Para obtener la curva de la SLE, la recaida, el desarrollo posterior de una
neoplasia hematolégica secundaria o la muerte en RC se consideraron eventos no
censurados (uncensored), segun lo que ocurriera primero. Para la estimacion de la
CIR de recaida, se consideraron eventos competitivos la muerte en RC y el desarrollo
de una neoplasia hematoldgica secundaria. Para poder comparar las curvas de
supervivencia se us6 el test log-rank.” Los pacientes que no habian fallecido en el
momento de los andlisis fueron censurados en la dltima fecha en la que se tenia

constancia de su supervivencia.

Todas aquellas variables que el analisis univariante mostraban una

significacion estadistica o, simplemente, una posible asociacion (valor de P<0,1) y
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aquellas que habian sido consideradas importantes en estudios previos fueron
seleccionadas para el analisis multivariante. Para su realizacion, se aplicaron modelos
de riesgos proporcionales, Cox*® para la SG y para la SLE y Fine and Gray®’ para la
CIR.

Todas las pruebas empleadas para el analisis estadistico fueron de dos colas.
Los valores no disponibles fueron sustituidos por la media de los valores del resto de
pacientes siempre y cuando no representaran mas del 15% de los casos.”® El anélisis
estadistico fue realizado con el software estadistico BMDP,*® excepto el método de

Fine and Gray.
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RESUMEN

Un estudio anterior del grupo PETHEMA demostr6 que una estrategia
adaptada al riesgo combinando ATRA y monoquimioterapia con antraciclinas para la
induccién y la consolidacion en LPA de nuevo diagnéstico (protocolo LPA99), resultd
en unos mejores resultados comparados con el esquema anterior (protocolo LPA96).
En este estudio se analiz6 el resultado del tratamiento de una serie ampliada de
pacientes con un segumiento significativamente mas prolongado (mediana de 65

meses).

Desde noviembre de 1999 hasta julio de 2005 (ensayo LPA99), 560 pacientes
recibieron terapia de induccién con ATRA mas idarrubicina. Los pacientes que
lograron RC recibieron 3 cursos de consolidacién seguida de mantenimiento con
ATRA y quimioterapia a dosis bajas. La incidencia acumulada de recaida y
supervivencia libre de enfermedad a los 5 afios fueron 11% y 84%, respectivamente.
Estos resultados se compararon favorablemente con los obtenidos en el estudio
anterior LPA96 (P = 0,02 y P = 0,04, respectivamente) (Figura 1). El andlisis
pormenorizado en los pacientes de riesgo intermedio y alto, que fueron aquellos en los
gue vario el tratamiento respecto al protocolo LPA96, mostraron de la misma forma un
beneficio en SLE y CIR.
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Figura 1. SLE y CIR en la serie global segun el protocolo administrado.
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A pesar de la mejoria observada, los pacientes de alto riesgo seguian

mostrando un elevada tasa de CIR en el protocolo LPA99 (Figura 2).

Figura 2. CIR en la serie global del protocolo LPA99 segun el grupo de riesgo.
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Este analisis actualizado confirmé la alta eficacia antileucémica, baja toxicidad
y alto grado de cumplimiento de una estrategia adaptada al riesgo con la combinacion

de ATRA y antraciclina para la terapia de consolidacién en pacientes con LPA.
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A previous report of the Programa de
Estudio y Tratamiento de las Hemopatias
Malignas (PETHEMA) Group showed that
a risk-adepted strategy combining all-
trans retinoic acid (ATRA) and anthracy-
cline monochemotherapy for induction
and consolidation in newly diagnosed
acute promyelocytic leukemia results in
an improved ocutcome. Here we analyze
treatment outcome of an enlarged series
of patients who have been followed up for

a median of 65 months. From Movember
1999 through July 2005 (LPASS trial),
560 patients received induction therapy
with ATRA plus idarubicin. Patients
achieving complete remission received
3 courses of consclidation followed by
maintenance with ATRA and low-dose
chemotherapy. The S-year cumulative in-
cidence of rel and di free
survival wera 11% and 84%, respectively.
These results compeare favorably with

those obtained in the previous LPASE
study (P = .019 and P = .04, respactively].
This updated analysis confirms the high
antileukemic efficacy, low toxicity, and
high degree of compliance of a risk-
adapted strategy combining ATRA and
anthracycline monochemotherapy for
consolidation therapy. (Blood. 2008;112:
3130-3134)

Introduction

The outcome of patients with acute promyclocytic leukemia (APL)
has drematically improved with the combination of all-rrans
retinoic acid (ATR A) and anthracycline-based chemotherapy, which
has been adopied as the standard treatment for APL.! Using this
combination, the cooperative group Programa de Estudio v Trata-
miento de las Hemopatias Malignas (PETHEMA) reported that a
risk-adapted strategy combining ATRA with anthracycline mono-
chemotherapy for both indection and consolidation, followed by
maintenance with ATRA and low-dose methotrexate and mercapto-
purine (LPASYY trial), results in a higher antileukemic efficacy than
in the previous LPA96 trial.” In this study, the improvement of the
antilenkemic efficacy was attributed to the novel addition of ATRA
to consolidation therapy, combined with a moderate increase in the
dose of anthracycline for patients with intermediate or high risk of
relapse.” This benefit was coupled with a moderate toxicity and a
high degree of compliance.

To know if the advantage provided by a risk-adepted strategy
including ATRA in consolidation therapy for imtermediate- and
high-risk APl patients is maintzined long term, we have now
performed an updated analysis of a significantly enlarged cohort of

patients treated with the LPA%) protocol with more than 5-year
median follow-up. The long-term outcome in these patients was
compared with those treated with the LPAS6 trial.

Methods

The eligibility eriteria in this shsdy were a diagnosis of de novo APL with
demonstration of the 115:17) of PMLRARA rearrangement, normal hepatic
and renal function, no candiac contraindication o anthracyclines, and
Eastern Cooperative Oncology Group (BOOG) performarnce status less than
4. Informed consent was obtained from all patients. In accordance with the
Declaration of Helinki, the profocols wene approved by the Rescarch
Ethics Board of each participating bospital

Details of boratory stadies for dagnosts, assesament of response, and
molecular monitorng of minimal residusl disesse, as well as a complete
deseription of the therapentic manspesment, are given elswhere.>* Briefly,
induction theragy consisted of oral ATRA 45 mgfm” per day unti] morgho-
logic complete remission (CR) and intravenous idarebicin 12 mpfm® on
days 2, 4, 6, and B The idasabdcin on day § wias omined for patients alder
than 70 years in the LPA9Y prolocol. For patents 20 years of age or
younger, the ATHRA dose was adjusted 10 25 mg/m’®. Patients 1n CR receaved

Submitiad May 28, 2008; accepted July 8, 2008, Prapublished online as Sieod
Firel Edition papar, July 20, 2008; DO 10.1182boed-2008-05-153632.
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Table 1. Characteristics and postremission outcome of APL patients treated with risk-adapted consolidation in the PETHEMA LPASS Trial

Mo. of patients. % CiR % DFS %08
Chanscterisiic Cwnrall CR atdy wESy P at3y wiSy P LERY siSy P
Cweral 560 s10 ] 1 a8 B a5 a2
Age, ¥
<18 65 B2 1] 1o e ag -] oy a1 ag <00
18-60 304 368 ] i1 ] Bs &l 86
B1-10 (1] 83 ] 4 k] m m &8
=70 33 26 k) 4 77 w & 52
Sex
Wala 70 238 i1 16 04 86 B o3 a3 81 20
Fernale 230 arz T T ug ug ar a3
WBC, x10WL
<A8 a6 an 3 ] = Bt a2 By =0t =] a7 <0t
3510 a5 L & L] a1 ] a7 86
10-50 ag -] 3 23 k] w Ta T
=50 a8 3z 34 - a2 62 a7 54
Hemagiobin, g/idL.
=10 341 azs & i a3 88 B4 84 -] a8z &5
=10 198 1680 g i ar BS ar 83
Platelets, =10%L
=40 431 asn ] 12 1 a8 B3 a3 =] 8z =
=40 128 1ng T a8 By L] -]
FAB subbypa
Typical 450 a18 L =] ey g o ar -] B4 ji: ]
Wariar 100 8s 18 i8 81 w b 75
ECOG
=1 T 352 & i1 B an 85 28 a8 84 004
=1 138 unr n 12 Ba Bz TG ra
Ralnpan-risk group
Low 107 103 a a = B 1 ] < o a1 a7 < 0
Intermasiate 34 285 4 & a2 &7 aa a7
High 138 11 24 k-] T4 Ei-] T2 L]
Pratacol {all patients)
LPASE 172 156 ir L] T &1 b a3 T4 T a7
LPASS S50 Sio ¥ i a8 B4 as az
Protocol (&M risk patients)
LPASE 138 123 20 k4 g 76 -] 04 75 7 a7
LPASS 453 iy 0 13 &7 <] 4] &1
| indicates intarmaciate: and H, high,
“Pvalua compares less than &) and more Shan 60 years.
1P value compares WEC less than 10 and more than 10 = 10%L
$low risk versus iMermaediale dsk, P = 11; low versus high, P < 00%; imlermediale versus high, &= 001,

3 monthly risk-sdapted comsolidatbon courses. In the LPA9G pratocal, ke
figat course consisted of idarubacin (5 mphm’ per day for 4 days), the second
of mitexanirone {10 mgfm® per day for 5 daye), and the thard of idsrubicin
(12 mgim® per day for 1 day). From November 1, 1999 (LPAYY iral),
inermediate- and hgh-risk patients, as previously defined,” received ATRA
{45 mgim® per day for 15 days) combined with the reinforcsd «
chemotherapy courses.? This reinforoement consisted of incresing ithe
darubicin dose in the first course 1o T mgfer’ per day and of administering
sbarubicin for 2 consecutive days instesd of 1 i the third course. Patienls
whw tested negative for PMLAEARA & the end of consolidation were staned
on maintenance therapy with oral mereaptopurine (50 mgfm? per day),
intramuscular metholrexate (15 mefm® per week), and oral ATRA (45 mg/
m® per day for 15 days every 3 months) over 2 years.

Unadjusted thme-o-event analyses were performed using the Kaplan-
Meier estimate” and, for comparisens, log-rank lesis.” The probability of
relapse was also esd d by the lative incidence method (for
mearginal probability).™* For all estimates in which the evenl “relapse” was
corsidensd as an end point, bematobogic and mobecular relapse, as well as
molecular persisience (PMIRARA positive by reverse-iranseribed—
polymerase chain reaction (RT-PCR) at the end of comsalidstion), were cach
comsidened as uncensoned events. Patient follow-up was updated on April
15, 2008, Modsn follow-ap of patsenils 15 68 monibs (mnge, 34-104 months)

62

from diagnosis. Multivanasle analysis was performed usng te Cox propontional
hazsr mode] *

Results and discussion

Between November 1996 and June 2005, 792 paticnts with APL
enmlled in 2 consecutive trials (LPAS6 and LPASS) were registered
from #2 imstitotions from Spain, The Netherlands, Belgium,
Argentina, Uruguay, and the Crech Republic (see Appendix)
Dictails about noncligible, nonevaluable, and evaluable paticnts
have been reported elsewhere.'™ Briefly, a total of 42 patients (5%}
were not eligible because of a severe clinical condition contraindi-
cating the administration of chemotherapy: 8 (4%) and 34 (6%) in
the LPA96 and LPAYY trial, respectively. Eighteen additional
patients were not evaluated beceuse of protocol violations during
induction therapy (8 of 18] and 10 of 570 in the LPAS6 and LPAS9
trials, respectively ). The major clinical and biologic characteristics
of the remaining 732 eveluable patients, the percentage and timing
of response to indoction therspy, and prognostic factors of the



Resultados

3132 SANZatal

major catepories of induction failure have all been previously
described.™

An interim analysis of the postremission outcome of 384 of
these patients (updated on April 15, 2003) was reported in
2004.2 This stdy showed a reduction in the cumulative
incidence of relapse (CIR), discasc-free survival (DFS), and
owverall survival (%), with no significant increase of severe
towicity, for patients treated with the LPASY protoool (227 patients)
compared with the LPAS6 (157 patients). In the present study,
we have performed an updated analysis of a2 considerably
enlarged cohort of 560 patients treated under the LPAY9 trial
with a more mature median follow-up of 68 months (2] months
in the previons analysis). The clinical and hematologic character-
istics of these patients are shown in Table 1.

Except for one El-year-old patient, who died from volvulus
before starting consolidation, and another 42-vear-old patient, who
developed severe cardiac toxicity during indoction and was given
directly maintenance therapy, all the remaining 508 patients who
achieved CR proceeded to consolidation therapy. Becanse of the
occurrence of severe complications, 7 patients received only 1 or
2 consolidation courses (2 and 5 patients, respectively). After a
median follow-up of almost 5.5 years, all these patients with
incomplete consolidation and the one not receiving consolidation
continue in first CR. These observations may suggest that at least
some APl patients receiving what is cumently considered a
state-of-the-art treatment (i, up-front ATRA and intensive chemo-
therapy) may actually be overtreated. An accurate identification of
this particular population of paticots who could be curcd with
reduced chemotherapy intensity is a challenge that warrants further
investigation. Seven tootic deaths occurred during consolidation,
and 6 additional patients died after consolidation (3 on mainte-
nance therapy and 3 off therapy). The total rate of death in
remission was 2.3%. Probability of death correlated with age: 0.9%
(4 of 428), 5.4% (3 of 56, and 23.1% (6 of 26) of paticnts younger
than 60, between 60 and 70, and older than 70 years of age,
respectively (P <2 001} All paticnts alive after completing consali-
dation therapy proceeded to receive maintenance therapy.

RT-PCR tests for PML/RARA were carried out in 448 cases at
the end of consolidation, with only 3 high-risk patients being
PCR-positive at this time. These data compare favorably with the
LPA96 trial (P = .028), in which 5 of 138 evaluable patients (4 of
44 high-risk and 1 of 97 intermediate-risk patients) showed
malecular persistence at the end of consolidation.® As in previous
reports of the PETHEMA trials,™* the molecular status at the end of
induction has no predictive value on patient outcome, being the
S-year CIR 11% and 12% in patients testing PCR-positive (49%)
and PCR-negative {51%), respectively.

In addition to the 3 cases of molecular discase persistence,
52 paticnts relapsed (13 molecular and 39 clinical relapse),
including 6 isolated in central nervous system. The median time to
relapse was 16 months (range, 5-74 months), with only 2 relapses
occurring beyond 45 months. Nine additional patients died after
developing other malignancies (6 ascute myeloid leukemial
myelodysplastic syndrome, 1 acute lymphoblastic leukemia, 1 lung
cancer, and 1 pancreatic cancer). The medisn interval from
diagnosis of APL to that of therapy-related acute myeloid leukemial/
myelodysplastic syndrome was 41 months {range, 16-54 months).

The overall 5-year CIR, DFS, and 08 rates of patients under the
LPASY protocol were 11%, B4%, and E2%, respectively. These
results compare favorably with those obtained in the previous
LPA96 study (Figure 1A). When we exclude the low-risk patients
to better evaluate the impact of risk-adapted consolidation, the
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S-year CIR, DFS, and OS5 rates were 21%, 75%, and 75%,
respectively, in the LPA%6 study and 13%, 83%, and EI%,
respectively, in the LPA99 study. Univariate analysis of CIR, DFS,
and 5 is shown in Table 1. Relapse-risk score and male gender
were identified in multivariate analysis as the only independent
adverse factors for relapse-free survival in the LPASYS mial (P < 001
and P = 003, respectively). Despite the improved outcome of
non-low-risk patients treated with the modified consolidetion, the
originally defined risk score’ maintained its predictive valuc
(Figure 1B). The relationship between male sex end increased risk
of relapse, which has been widely recognized in children with acute
lymphoblastic leukemia " has been previously reported in an
independent series of B06 APL patients included in 3 multicenter
trials of the European APL Group (APL91, APLY3) and PETHEMA
Group (LPA96)."”* The significance of this finding is ot present

In conclusion, the antileukemic benefit previously reported with
the reinforcement of idarubicin and the addition of ATRA to
consolidation therapy” has been confirmed in a significantdy
enlarged series of APL patents with longer follow-ap. Although we
cannot discemn the relative contribution to this benefit by the
addition of ATRA, as it has heen established for induction and
maintenence therapy, it is reasonable that the safe combination of
this agent with chemotherapy may also apply to the consclidation
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phase. Risk-adapted strategies focusing on patients with high risk
of relapse should be a major focus of future studies.
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tal de Clinicas, Buenos Aires: H. Longoni; Hospital General San
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Canepa, 5. Saba; Hospital San Martin de Parand, Entre Bios: P
Megri; Instituto Privado de Hematologia, Parand: M. Giunta;
Instituto de Trasplante de Midula "sea, La Plata: J. Milone, V.
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Ledm: F Ramos; Fundacién Jiménez DMaz, Madrid: A. Romén;
Hospital 12 de Octubre, Madrid: J. de la Semna; Hospital Carlos
Haya, Mdlaga: 5. Negri; Hospital Central de Asturias, Oviedo: C.
Raydn; Hospital Clinic, Barcelona: J. Esteve, D). Colomer; Hospital
Clinico de Valladolid: FJ. Fernéndez-Calvo; Hospital Clinico San
Carlos, Madrid: J. Diaz Mediavilla; Hospital Clinico San Carlos
(H. Infantil), Madrid: C. Gil; Hospital Clinico Universitario,
Hantiago de Compostela: M. Pirez; Hospital Clinico Universitario,
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Valencia: M. Tormo; Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa,
Zarapoza: M. Olave; Hospital de Cruces, Baracaldo: E. Amutio;
Hospital del Mar, Barcelona: C. Pedro; Hospital de Navarra,
Pamplona: A Gorosguicta; Hospital Dr Negrin, Las Palmas: T.
Molero; Hospital Dr Peset, Valencia: M. ). Sayas; Hospital Dr
Trueta, Girona: R. Guardia; Hospital General de Alhacete: J. B
Romem; Hospital (General de Alicante: C. Rivas; Hospital General
de Alicante (Oncologis Pedidtrica): C. Esquembre; Hospital Gen-
eral de Castellén: R. Garcia; Hospital General de Especialidades
Ciudad de Jaén: A. Alcali: Hospital General de Jerez de la
Fromtera: A. Ledn; Hospital General de Murcia: M. L. Amigo;
Hospital General de Valencia: M. Linares; Hospital Germans Trias
i Pujol, Badalona: J. M. Ribera; Hospital Insular de Las Palmas:
I. D. Gonzdlez San Miguel; Hospital Juan Canalejo, A Comfia: G.
Debin; Hospital Joan XXIII, Tarragona: L. Escoda; Hospital La
Princesa, Madrid: R. de la Cémara; Hospital Materno-Infantil de
La= Palmas: A. Molines; Hospital do Meixoeiro, Vigo: C. Lourein;
Hospital Montecelo, Pontevedra: M. 1. Allegue; Hospital Mutua de
Terrasa: J. M. Mariti; Hospital Nifio Jesds, Madrid: L. Madero;
Hospital Nira. Sra. de Somsoles, Avilaz M. Cabezodo; Hospital
Ramdn y Cajal, Madrid: J. Garcia-Larafia; Hospital Reina Soffa,
Cérdoba: B. Rojas, ]. Romén; Hospital Rio Camridn, Palencia: F
Ortega; Hospital Rio Hortega, Valladolid M. J. Pefiarmubia;
Hospital 5an Jorge, Hoesca: F Puenie; Hospital 5an Rafael,
Madrid: B. Lépez-Ibor; Hospital Sant Pau, Barcclona: 5. Brunet;
Hospital San Pedro de Alcintara, Céceres: J. M. Bergua; Hospital
Santa Marfa del Rosell, Cartagena: J. Ibdfier; Hospital Severo
Ochoa, Leganis: F. S&nchez; Hospital Son Durcta, Palma de
Mallorca: A. Novo; Hospital de Tortosa: L. L. Font; Hospital
Txagorritxw, Vitoria: J. M. Guinea; Hospital Universitario del Aine,
Madrid: A. Montero; Hospital Universitario de Salamanca: M.
Gonzdler, C. Chillén; Hospital Universitario La Fe, Valencia:
M. A. Sanz, P. Montesinos, J. Martinez, P. Bolufer, E. Barragéing
Hospital Universitario La Fe (Hospitel Infantil), Valencia: A.
Verdeguer; Hospital Universitario La Paz (Hospital Infantil),
Madrid: P. Garcia; Hospital Universitario Marqués de Valdecilla,
Santander: E. Conde; Hospital Universitario Principe de Asturias,
Alcald de Henares: J. Garcfa; Hospitel Universitario Puerta del
Mar, Cédiz: F. J. Capote; Hospital Universitario Puerta de Hicrro,
Madrid: I Krsnik; Hospital Universitario Vall "Hebron, Barce-
lona: J. Bueno; Hospitel Universitario Materno-Infantil Vall
DHebron, Barcelona: F. Bastida; Hospital Universitario Virgen de
la Arrixaca, Murcia: P. Rosique; Hospital Universitario Virgen de la
Arrixaca (Pediatria), Murcia: I. L. Fuster; Hospital Universitario
Virgen del Rocio, Sevilla: R. Parody; Hospital Universitario Virgen
de la Victoria, Milaga: 1. Pérez; Hospital Virgen del Camina,
Pamplona: J. Molina; Hospital Xeral Cies, Vigo; C. Podends;
Institut Catala d'Oncologia, Hospitalet de Llobregat: B Duarte;
Universidad de Navarra: M. 1. Calasanz; The Netherlands (The
Dutch-Belgian Hemato-Oncology Cooperative Group, HO-
VON}VU Medical Center Amsterdam: G. 1. Ossenkoppele; Aca-
demic Medical Center, University of Amsterdam: J. van der Lelie;
Erasmus University Medical Center, Rotterdam: B. Lowenberg, P
Sonneveld, M. Zijlmans; University Medical Center, Groningen: E.
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RESUMEN

El sindrome de diferenciacion puede ser una complicacién potencialmente
mortal en pacientes con LPA sometidos a terapia de induccion con ATRA vy
guimioterapia. Existen escasos estudios que analizen y describan en profundidad esta
complicacién. En este estudio se presenta un andlisis de la incidencia, caracteristicas,
factores pronésticos y resultados de 739 pacientes con LPA de nuevo diagndstico
tratados con ATRA mas idarrubicina en 2 ensayos consecutivos (PETHEMA LPA96 y
LPA99). En total, 183 pacientes (24,8%) experimentaron el sindrome durante la
induccién, 93 de ellos con una forma severa (12,6%) y 90 con una forma moderada
(12,2%). Entre los pacientes que desarrollaron casos severos (4 0 mas criterios
clinicos), un 15% fallecieron directamente por el sindrome de diferenciacion. Sin
embargo, la forma moderada del sindrome no se asocié con un incremento en la
mortalidad en induccién. Se observé una incidencia bimodal, con picos que se
producen en la primera y tercera semana después del comienzo de la terapia con
ATRA (Figura 1).
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Figura 1. Cronologia de la presentacion del sindrome de diferenciacion.

@Severe DS OModerate DS

90

80

- e

60

50

40 ----

)

Ne° of patients developing DS

20

10 - 2
0 Z 777777

DayOto 7 Day 8 to 15 Day 16 to 22 Day 23 to 29 After Day 29

Days from start of ATRA

El anélisis multivariante indicé que un recuento de leucocitos en SP > 5 x 10%/L
y un nivel de creatinina sérica anormal se correlacionaron con un mayor riesgo de
padecer un sindrome de diferenciacion severo. Los pacientes que recibieron profilaxis
sistemética con prednisona (ensayo LPA99) tuvieron una menor incidencia de
sindrome severo, en contraste con los que recibieron profilaxis selectiva con

dexametasona (ensayo LPA96).

Aproximadamente el 80% de los pacientes con criterios de sindrome de
diferenciacion recibiéo dexametasona intravenosa, el ATRA se suspendié en el 60% de
los casos, un 65% recibi6 tratamiento con diuréticos, y menos del 10% requirié dialisis

o ventilacién mecanica.

Los pacientes que desarrollaron una forma severa del sindrome tuvieron una
menor supervivencia libre de recaida a los 7 afios en el protocolo LPA96 (60% vs 85%,
P = 0,003), pero esta diferencia no fue evidente en el ensayo LPA99 (86% vs 88%).
Esto pudo ser debido a que, a diferencia del ensayo LPA96, la mayoria de los
pacientes del ensayo LPA99 recibieron ATRA en consolidacion. Se puede especular
gue los pacientes del protocolo LPA96 en los que se suspendié el ATRA en induccion
por culpa del sindrome de diferenciacion, pudieron recibir dosis insuficientes de esta

droga, afectando a la tasa de recaidas.
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Figura 2. Supervivencia libre de recaida en el protocolo LPA96 segun el

desarrollo de sindrome de diferenciacion severo.
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Figura 3. Supervivencia libre de recaida en el protocolo LPA99 segun el

desarrollo de sindrome de diferenciacion severo.
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Differentiation syndrome (DS5) can be &
life-threatening complication in patients
with acute promyelocytic leukemia (APL)
undergoing induction therapy with all-
trans retinoic acid (ATRA). Detailed knowl-
edge about DS has remained limited. We
present an analysis of the incidence, char-
acteristics, prognostic factors, and ouwt-
come of 738 APL patients treated with
ATRA plus idarubicin in 2 consecutive
trials {(Programa Espaiicl de Tratamientos
en Hematologia [PETHEMA] LPASE and

LPAS9). Overall, 183 patients (24.8%) ex-
perienced D5, 83 with a severe form
(12.6%) and 90 with a moderate form
{12.2%). Severa but not moderate DS was
associated with an increase in mortality.
A bimodal incidence of D5 was cbserved,
with peaks gccurring in the first and third
weeks after the start of ATRA therapy. A
multivariate analysis indicated that a WBC
count greaterthan 5 x 10%L and an abnor-
mal serum inine level cor 1 with
an increased risk of developing severe

DS5. Patients receiving systematic pred-
nisone prophylaxis (LPASS trial) in con-
trast to those receiving selective prophy-
laxis with dexamethasone (LPASE trial)
had a lower incidence of sewvere DS. Pa-
tients developing severe showed a
reduced T-year relapse-free survival in
the LPASE trial (0% vs 85%, P = .003),
but this difference was not apparent in
the LPASS trial (86% wvs BA%). (Blood.
2008;113:775-T83)

Introduction

Differentiation syndrome (D8), formerly known as retinoic acid
syndrome, can be a life-threatening complication in patients with
acute promyelocytic leukemia (APL) undergoing induction therapy
with all-trans retinoic acid (ATRA) or amsenic trioxide. The
full-blown syndrome is characterized by unexplained fever, weight
gain, peripheral edema, dyspnea with interstitial pulmonary infil-
trates, plearopericardial effusion, hypotension, and acute renal
failure.! The reported incidence of this syndrome of uncertain
pathogenesis ranges from 2% to 27%."" This wide range is
probably because of the different criteria used for the diagnosis of
D5, and to the effects on the incidence and severity of the syndrome
due to differences in induction therapy and supportive measures. In
this regard, the early addition of chemotherapy to ATRA and the
administration of high-dose dexamethasone at the onset of the first
symptoms appear to have reduced the DS-related mortality to 1%
or less in the most recent trials "

Although the mortality associated with DS is now relatively
low, the development of this complication has additional implica-
tions, such as an increase in morbidity leading to an increased use
of hospital resources, and it has been suggested that this is
associated with an increased risk of relapse independent of the

white blood cell (WBC) count.!! However, this interesting finding
reported by the European APL Group has not yet been confirmed in
other studies.

Apart from a peak WBC count frequently observed at the onset
of DS symptoms.” wvery litle is known about other factors
predictive of IS when patients are treated with ATRA combined
with chemotherapy. In this context, only one puoblished stody
included a significant number of patients and examined possible
prognaostic factors, including pretreatment WEBC count, associated
with the development of DS.'" This study found that none of the
examined variables had prognostic value. Furthermore, the Pro-
grama Espafiol de Tratamientos en Hematologia (PETHEMA)
group has recently analvzed the causes and prognostic factors of
induction failure, including death due to DS, but the incidence,
time of occurrence, and prognostic factors of the development of
this syndrome were not analyzed.”

This stody was designed to analyze the incidence, climical
manifestations, and prognostic factors associated with DS, as well
as the short- and long-term outcomes for paticnts developing this
syndrome in a large series of patients with newly diagnosed APL
treated with ATRA and idarubicin (AIDA regimen) who werne
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enrolled in 2 consecutive studies by the PETHEMA Group (LPASG
and LPAYI). We also analyzed the impact of the different regimens
of corticosternid prophylaxis used in these trisls on the develop-
ment and severity of DS.

Methods

Eligibility

For enrolment in the consecutive PETHEMA LPAYE and LPADY trials,
patienls were requined 1o have amummmmmm

BUD0D, Z2 JANUARY 2008 - VOLUME 113, NUMESER £

coant of more than 100 X 1AL The wearnem fsdure group incladed those
patients for whom s fiadle i oo 2 CR. The primary end potet of
the smdy was the ncidence of DS Dispoosis of this syndrome was made
acoondng 1o the presence of the following sipms and sympioms describad by
Frankel et al': dyspoea, onexplained fover, weight psin grester than S kg,
whexplained ypolescon, acute rensl faflure, snd peeticulacy, & ches mafiogrsah
desnonsirsting pulmonssy mfilbrstes or pleropercandsl effvdon Patiens with
4 or meore of the above Spns or sympioms. were classified s hoving severe DS,
while those with 2 or 3 saprs or symgiloms were comsadened 1o heve moderse DS,
Mo sirgele sipn o symploo wes comsadered safficent 1o meke 8 dinprosds of the
syncdrome. Panents with aliernstive explansioms fior the cdmical comples such as
pulmemary hemorthipe, sepie shock, pnosmonts or cadise faluse, wese
consicdered 1o not beve DS, Death was atributed w0 DS whes desth occumed in

tion of the 1(15;17) or promyelocytic leukemt ic achd
(PME-BARA) resrranpements, normal hepatic and renal ﬁmm -
cardiae contraindicstions 1o snthrseyeline chemotherapy, and an Eastemn
Cooperative Oncology Growp (ECOG) performance status of less thas 4.
Informed comsent was oblained from all patients in accordance with the
Declaration of Helsiakd. The protocs] was approved by the Research Etbies
Board of each participating hospital,

Induction therapy

Treatment with ATRA was started a5 soon as 8 dapnosis of APL by
morphologic criteria was made. '™ Induction therapy coasisied of oral
Mmmmgrm‘pudmdlmsﬂhmzmmmmm

intained wntil plite b toa or for & maximum of
90 days, and idarubicin (12 mym’petdny] given as an ke

patients with severe D08 and was nol explained by misction, hemoesge o other
causes. D5 was defined as “early™ when it ooosmed withan 7 dieys of the seset of
ATRA or “laie™ when it eoosmed moe than 7 devs afier the sen of ATRA

Data collection and prognostic factors

m“mmwmwpmum

d s 1y inistal evabastion were exarmined fior progaosse
mmnmmmnumdmm
desmoprapiie dats and chmesl o risthes o incinded spe sex.
mmmwm@mdmmwmm
Erochernacsl parsmeters weie crestinine, wne s, lactsie debyvdropensee (LDH)L.
alkcaliew phospatnse, wotal bilinddin, and albuenin. Perphess blood (PH) fesures
iﬂﬂﬂmﬂhkvﬁ.ﬂmﬁmwmmdhuﬂm

bolus on deys 2,4, 6, and 8§ (ATDA regimen). For patients 20 years of age
or younger, the ATRA was adjusted o 25 mgfm® per day. Since
November 1999 (LPAYS trial), the dose of idarubicin on day 8 has been
amitted for patients more than 70 years of age.

Postremission therapy

Dietzils of ihe ¢ lidation and mat ® therapy have been described
elarwhere. Briefly, the first consolidstion course consisted of idarubicin
(8 mg/m” per day for 4 days), the second of mitoxantrone (10 mgim’ per day
fior 5 days), and the third of dasubicin {12 mghn’ per day for 1 day). From
Movember 1900 (LPADD study), tntermediate- snd Mgh-ridk patients, s
previously defimed ' received ATRA (45 mpfm? per day for 15 days)
who tested negative for PMEL-RARA al the end of consalidation were staned
ot maintenance therapy with oral mercapioparine (50 metm® per dav),
intramuscalar methotrexsle (15 mpim® per week), and oral ATRA
(45 mpim? per day for 15 days every 3 months) over 2 years,

Management of DS and other supportive measures

Treatment with inlravenous dexamethasons &1 a dose of 10 me twice daily
was starbed prompily st the very earliest symptom or sign of DS, ATRA was
discontinued in cases where there was progressaon of the clinical syseploms
of DS, In the LPAYE irdal, patlents with a WBC count preater than
5% WL (before or during ireatment with ATRA) received prophylais
with dexamethasons (10 mg'12 hours intravenously for 7 days), while in
the LPADD simdy all patients, regardless of WBC count, received DS
prophylazis with prednssone (0.5 me/fkg per day orally) from days | tnough
15. Diureties were wsually adminisiered to treat acule tensl fxilure and
weight pain, and dialysis or venous contimuous ultrafiliration was per-
formed al the physiclans’ discretion. Mechanical ventilation was indicated
in some patients with severe acute respiratory faflure. Detsls about the
management of coagulopathy, mﬂm policy, and other supportive
m e been deseribed el

Study definitions and endpoints

“The remission induction response was assessed scconding to the crileria recently
revised by Cheson et 7 A momphalogic complete remission (CH) designstion
roqudres & paticnt o have less than 3% blass and arypocsl promyeloeyles man
aspiirate sample, an absoliste netrophil coust of more than 1071 and a plasels
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Bme d were et
q!ﬁnﬂmﬁuﬁ-ﬂnﬁ-ﬂmﬁcﬁlﬂ}ﬂn&m
FLT5-smerrad tandem dupbestion (FLT3-ITDN muastons, and PME-RARA

mofioerns. The follisdng surface soitpen swckers were evalumed by mudigareae-
e fow mmusecyiometny: CDZ, CD7, CDM1hL, CD13, CDI4, CDIS (19,
D34, CD36, and CDI117. Positvity for & specific antipen was defined s
emession of the oormesy 1 surfisy earker by more than 205 of blea cefls.
Onber wartshles sach as PETHEMA LPA wial (LPASS v LPASY, fibsinngen
level, andl the presence of cosgubopathry were slan mchaded. Coapalopiby wes
Mmawmumu&mmw
tme i addtion o hypofibe =ndlor i d levels aof filben
wmammmmﬂMum
enorrality and sk of relagre weas sleo snslyesd

Statistical methods

Chi-squesre with Yates' comection, when approgrzate, was nsed o anslyre
differences in the distribation of varishles smong paticst subsets. The
Susdent ¢ test and Mann-Whithey U tes1 were ised 1o compere contituous
riables with 1 and PRPr—— poctively. P values
were caleulsied using the 2-tailed et Charssieristies selecind for mclusion
in the mubtivartaie analysis wese those for whach there was some indicstion
of a significant sssocistion with DS in univerisie anslysis (P =< 1) and, if
avatlabbe, those for which prior smdies had suppeciad & possible relstion-
dp, Mulivarisie snalysis was performed using a logistic regression
m"MMMWHMMW&MMH
whom dats were svailable ™ Forwnd d tme-o-
cvenl anslyses (relapse-free servival [RFS] m;ﬂ:hmlmnt
Kaplan-Meier estiense ™ as well a3 lop-rank tests snd thesr penerslies-
tioms ! Patient follow-up was updsied in Feboaary 2008 and the medisn
follow-up of the cohart was 80 months (mage, 29-133 months). Computs-
tom were perfonmed wsing 4F, 3D, LR 11 and 2. proprams from the
BMDP satistical library (BMDP Statistical Software, Los Angeles, CA)LS

Results

Accrual and patient characteristics

Between November 1996 and June 2005, 793 consccutive patients
with a genetic dingnosis of APL were registered from £2 instito-
tions in Spain, The Netherlands, Belginm, Arpenting, Umgusy, and
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Table 1. Initlal characteristics of patients with and without differentiation syndrome (D5)

D% No DS Total
Masfian Madian Madian

Charsctoristic (ranga) No {5 [range) Ho. (%) F {range] R (%)
Overall 183 (100) S5 (100} T35 (100)
Protocol

LPASG 3 122 (221 a3 175 (24)

LPASS 130 (T1) 434 (T8 554 (TE)
Age, ¥ 43 [3-78) 39 {283 o 40 (2831

Youngar than 19 17 (9} 67 (12) Ba(11)

19-50 08 (58) Az [54) 425 (58)

51-60 24013 T 5019

G170 24 (13} &3 (1) BT (12}

Dider than 70 15 () =5 24 (&)
Sax

Mula 100 [55) 274 (45 2 are (s1)

Famika &3 [45) 262 [51) 355 (&0
ECOG parformance siatus 1(0-3) 103 a2 1003

a1 123 (72} 30 (78] 512 (78)

2 a7 [22) B& [17) 123 (18

3 10 (8} 36T 6 [7)
Fever

No 08 (50) 338 (61} )| 247 (61)

You 73 (a0) 212 [38) 285 (35)
WEC count, *10%L 23 (0.4-123) 2.0 (0.2-480) <1001 2.2 j0.2-200)

Lass han 2 59 [38) 261 [51) 350 (47)

25 a5 (19 108 (18] 140 {15y

510 183 46 B 20|

10-50 48 (28} BS [15) 133 (18)

Morne than 80 15 (8} b Ty sa(m
Platalat count, = 10%L 20 (1-207) 23 (1-207) 19 22 [1-207)

Lass $an 10 a2 (7 102 (18 134 (18)

10-40 116 (53} 38 [ET) &34 (55)

Mora than 40 35(19) 135 [24) 170 (23)
Hemaoglobin, gidL 5.5 fa-15.5) 9.0 (315.8) az B3 (3 16.9)

Less than or egqual to 10 12 (&1} 5T (4] Y (58]

Mora than 10 71 (3} 196 [36) 250 (36)
Creatinine, mgidL 10022 0.9 (0.2-2.8) o3 0.8 0224

Lass han o aqualin 1.4 170 (985) 532 [99) TOF (98}

Mora fhan 1.4 T4 T 14 (2)
Albumin, mgidL 40 (2.56.7) 40 (1.7-6.2) EE] a0 (1.7-47)

Less han o aqual 1o 3.5 34 (23) 83 1) 127 (21)

Morne than 3.5 134 (77} 3846 (75) &T0 (T9)
Coagulcpathy

Mo LN 14025 o2 171 23

You 181 (83} 412 (T8) 553 (TT)
FAB subtype

Hypaegranular 143 (78) 455 [B3) 1 596 (82)

Microgranular 40 (22) &1 17 131 {18y
PML-RARA isaform

BCR1BCR2 90 (55) 292 [58) - -] 382 (58)

BCRA T3 (48) 200 ja1) 2T (e

the Czech Republic (the names of the institutions and clinicians
involved are listed in the Appendix, available on the Blood website;
see the Supplemental Materials link at the top of the online article).
Forty-two patients (5%, 8 [4%] in the LPA96 and 34 [6%] in the
LPA9Y trials) were considered incligible for the treatment because
their severe clinical condition contraindicated the administration of
chemotherapy. Thus, 751 patients who met the previously defined
entry criterin were enrolled in the LPAY6 and LPA99 studies.
Twelve paticnts (5 of 180 in the LPA9 trial and 7 of 571 in the
LPA9Y trial) were not evaluated because of protocol viclations
during induction therapy. Details of incligible and nonevaluable
patients are described elsewhere.'” LPA96 and LPAY9 paticnts
were comparable for all the baseline characteristics except for sex

71

and scrum albumin levels {female sex and low albumin levels were
maore frequent in the LPA99 trial; both P = 01).

Incidence and characteristics of patients with DS

Owerall, 183 of 739 patients (24.8%) experienced DS; 93 (12.6%)
were severe cases and 90 {12.2%) wene moderate cases. In 33 patients
(4.5%) with possible DS, an unambiguous diagnosis of DS could
not be made. This was doc to the presence of concurrent medical
problems. that could explain the clinical manifestations. These
problems were pulmonary hemorthage in 13 patients, pneumonia
in B, congestive heart failure in 6, renal failure in 3, and septic
shock in 3.
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Tahble 2. Clinlcal slgns and symptoms of moderate and severs DS
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Frequency of the difierent clinical signs and symploms according 1o the type of 05

Clinical signs and Magarate DS Sovera D3 Earty sovera DS Late sevire DS
symplams [n = B0}, na. (%) [n = 83}, ne. (%) Ll n = &3), ne. (%) In = &3}, ne. (%) PY
DCryspran 5 {58 b8 (35 <o 28 (e 40 [31) E-1
Pulmanary infitzates per Xty 34 jag) 75 (u1) <000 £3 (BE) a2 (7Y 18
Edsena 4B (53) 75 (81) oo &2 (B4) BEn 38
Unaxplainod lever &8 {53 9 [Ty fluec] 34 (568 35 (A} e
‘Waight gain of moes than 5 kg 34 {38) 63 (86) <D0 37 (B0 2|ET) L=
Plaural attuson B4ET) 54 (38} =00 32064 2 &) an
Fenul falure BiE 43 (e <01 19 (40} 24 [87) a2
Hyporansion 113 36 (20 =001 13 (26 2353 T
Pesicastinl effusian 10 {11) 21 (23 e BB 120 BT

" Pailsn COMPAnNg Sevees D5 virsa modeeals D5,

TPvalue comparing eany savare DS versus Wie savare DS,

“Tahle 1 shows that age, serum creatinine levels, and WBC counts  Ouicomes of DS

were higher among patients who developed DS than emong those who
did not (P = (4, P = 03, and P << 001, respectively). Patients with DS
presented more frequently with coaguiopathy (P = (02).

Clinical manifestations and timing of DS

The most frequent clinical manifestations of severs DS were
dyspnes (95%), pulmonary infiltrates (1% ), unexplzined fever
(74%), weight gain of more than 5 kg (68%), pleural effusion
(58%), und rcmal failure (46%). The frequencies of these
symptoms were considerzbly lower in moderate than in severs
DS (Table 2). As shown in Table 2, the frequency of hypotension
in late severe DS was significantly higher than in early severe
DS (P = .007), whereas the frequencics of other signs and
symptoms did not differ significantly between patients with late
and early severe DS.

DS ocoumed at & median of 12 days after starting ATRA treatment
{range, (-46 days). Severe DS occurred comparatively carly, at o median
of 6 days, while moderate DS appeared afier & median of 15 days.
A himodal time distribution of the peak incidence of DS was observed
(Figure 1) in both moderate and severe DS, The first peak occurmed
during the first week of ATRA teatment in 47% of patients, and the
seoond peak of new cuses of DS was seen in the thind week (25% of
patients). During the second week, only 5% of new cases of DS wene
noted. DS continued to develop in some patients in the fourth week
(19%%) and after day 29 (35%).

B Sevore D [ Mederate DS

N* ot patwnts developng DS
o8 HEAEBEZERE

] L] 1 '
i
" 1 1
Y] LT e *3
Days bom st of ATRA

T
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A total of 667 of the 739 evalusble patients achieved morpho-
logic CR (90.3%:; 95% confidence interval [CI], 88.0%-92.4%).
Of the 72 induction failures, 66 patiemts died during induction
and the remaining 6 paticnts were registered by their physicians
as having resistant leukemia, These 6 patients were prematurely
assessed as having disease refractory to induction trestment (on
days 18-33 gfier chemotherapy), according to the classical
marphologic criteria for AML. In the 6 patients, DS had been
noted late (onsct on days 12, 13, 15, and 15) and early (in
2 patients on day 5).

The development of moderate DS had no impact on the death rate
during induction (6% with moderste IS vs 7% with no DS, P = &7,
but severe DS was associsied with & higher death rete during induction
(26% with scvere DS vs 7% with no DS, P< 001} The induction
maortality was 40'% In patients with earfy severe DS (Tahle 3} The
DS-gssociated morehty was 11% n patients with severe DS, while no
deaths resubied from moderse DS. Ten deaths relaed 1o DS ocouming
during induction have been described in detzil elsewhere. © Hemomhage-
associated mortafity was slso higher in patients who developed severs
DS than in those with moderate DS or no DS (1% vs 6% w 4%,
respectively, P = (2L

Intrevenous dexamethssone was administered in 90% of pa-
tients with severe DS and 2% of patients with moderate DS (Table
3. ATRA was temporarily discontinued in 64% of patents with
severe DS and 60% of patients with moderate DS. Diuretics,
dizlysis, and mechanical ventilation were more frequently used in
patients with severe DS then in those with moderate DS. Petients
with severe DS required more plasma, platelet, and red blood cell

Table 3 shows that severe DS was significantly essocizted with
higher frequencies of thrombosis and grade 3 or 4 hepatoioxicity
during induction, as compared with no DS or moderate DS cases
(P = 1008 for thrombosis and P = 01 for grade 3 or 4 hepatotoxic-
ity). Time t© neowophil recovery was significantly shorter in
paticnts with severe DS (P = .003). Paticnts with severe DS,
especizlly those with late DS, spent more days in the hospital
during induction reatment (P = J06).

Prognestic factors for DS
cantly associated with moderate D5: high WBC count &t presents-
tion, with 10 ® 10%L as the most significant cutoff point; LDH
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Table 3. Management, complicetions, and outcomes of moderate and severs DS
No D& Moderate COrverall [Early severe Late severe
(n=55 DS(n=80) (=853 ~ DS in = 50) D5 fn = 43) Pt
Managamant of 05
ATRA withcrawal, na. (%) BT (16) B4 (B0) sIis4) < .00 38 (78 20 a3y 003
ATRA duration sharier than 30 cays, no. {%)§ 100 (28} 35 (43 o5 [50) = oo 17 a8 15 (5 BT
Intrarvancus deamathasona, ng, (%) a0 (15) T4 (&2 B4 {30} = 00 46 (B2 38 (a8} 5
Diuretics, no. (%) A &0 (&7 B (&7} oo 43 jBEy 34 (5} T3
Diakysis, ma. (%) Y 1) 1 (12 oo BB am 8
Mecharscal ventiation, ng. (%) Ma 7 24 (28] ooz 1B {361 B(1%) o
Outcome and complications of DS
Death during incuciion, ng, (%) FF S§ 24 (25} =< oo 20 (40 Ll g
Death dus to DS, no. (%) o0 o W0Ey <0 BiIG 263 06
Dea# due o bamoerhage, ro. (%) 22 {4) & i) 10 (11} e B8 169 o
Deamn due o intection, na, (%) 14 (2} Qm m T 28 16 -5
Thrombosis during inductian, no. (%} 18 £3) g 818} ) {10 &3 =
Grade 3-4 hapatotasicity § no. (%) 24 (5) £ (&) 1 (14} o LT & {15} B
Hospital days duning inducton, meand BT 4 |2 e B8 404 06
Diays 1o PMNS greater than 1 3 10%L, meani 238 26 200 i ic] 205 ar &
Diays 1o platelats graaher than S0 » 1090, meand \mr 78 199 L p) 183 25 =
Tranglysad platakad units during inciuction, maard: 07 45 sae o7 B2 7B 96
Transtused plasma units during incucion, meand: a4 1.1 2y < oo 181 1] m
Transluses RBGC units during induclion, maant 8z 03 123 = o 131 nr e

PKME indicates newtrophils; RBC, red blood cell; and MA, nal available.
“Pvalun comparing severe DS versus modesale DS versus no DS,
tPvalup comparing sarky sevara 0S vasus s severs DS
1Exchuding patients who did nolachieve compleie namission.

EWoeid Haalth Crganization gradation seale

greater than the upper laboratory normal (ULN) values; and PB
blasts greater than TO% (Tahle 4).

Multivariate analysis identified 2 WBC count grester than
10 % 10%L 2= an independent prognostic factor for moderate DS
(P = 03%; Table 5).

Factors predicting severe [D5. Univariate analysis identified
the following prognostic factors as regards scvere DS: high WBC
count at presentation, with 5 % 10%/L as the most significant cutoff
point; sbnormal levels of serum creatinine; FLT3-ITD mutations;
microgranular FAB subtype; short PML-RARA isoform; and male
sex (Table 4).

Upon multivariate analysis, abnormal levels of serom creatinine
(P = .004), WBC coun: greater than 5 % 10%L (P = 021), =nd
treatment with the LPAS6 protocol (P = 044) remained indepen-
dent prognostic factors for severe DS (Table 5).

Risk of relapse of APL in patients developing DS

The overall T-year RFS in patients with and without DS was 85%
end E7%, respectively (P = 31; Figure 2A). Patients developing
severe DS showed a significantly lower 7-year RFS in the LPAYS
trial (60% vs 85%, P = 03; Figure 2B). This difference was not
apparcnt for patients treated on the LPAY9 trial (86% vs 88%;
P = .54; Figure 2C). None of the 10 patients who had central
nervous system relapse had previously experienced D5.

This study shows that roughly onc quarter of paticnts with APL
undergoing induction therapy with the ATDA regimen develop DS, with
an exqual distribution of the moderate and severe forms of DS. Patients
with moderate [0S showed the same trestment cutcome in terms of
mortality during induction and relapse probability. Severe DS was

73

distribution of incidence of both moderase and severe DS was observed,
with peaks in the first and third week of ATRA trestment A lower
overall incidence of severe DS was observed in patients enrolled n the
from the mitiation of ATRA treatment for 15 days, as compared with
those treated in the LPAS6 trial, who received selective prophylaxis with
intravenous dexamethasone when the WBC count was mome than
5 % 107L (before or during teament with ATRA). A WBC coumt
greater than 5 % 10%L and scrum levels of creatinine greater than
1.4 mgil. a diagnosis were identificd as 2 independent factors pre-
dicting the development of scvere DS, The development of scvere DS
comrclated with a highor risk of relapse, but cvidonee of this rlationship
was restricted entirely to patients treated in the LPAS6 trial, ax it was not
apparent in patients meated with the LPA99 protocol. It should be nowd
that patiens with intermediate and high risks of relapse in the lzter
protocol received ATRA and a reinforced dose of idarubicin for
consofidation, which may have contributed to the reduced relapse mate.

The variation in the incidence of DS associated with indaction
therapy in APL that has been previously reported is quite wide with
a range from 2% w 27%.*" The impact of DS on the eatment
outcomes as reported has also vaned. Differences in the effects of
D5 berween studies could be a result of several factors. The most
likely cxplanation for different resulis relaies o the lack of
conscnsus in the definition, grading, and classification of the
syndrome. Furthermore, the concumrent use of chemotherapy with
ATRA in some but mot other studics has probably detcrmined
differences in the incidence and severity of DS. In this respect, the
results of 2 randomized study that focused on patients with low
WHBC counts (=5 % 10°1L)" and several nonrandomized stud-
ies® 32 cirongly suggest that the concurrent wse of ATRA and
group,” using the AIDA regimen, reported the low incidence of DS
of 2.5% (6 of 240 paticnts) but their definition of DS was notzbly
different. They established a diagnosis of severe DS acconding to
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Table 4. Incidence of moderate and severs 0S according to bassaline charecteristics of patients (univeriste analysis)

Sa ot Moderste D% Severs DS
Characterisiic patiants e, (%) P Mo, (%) P
Civarall Tag 20 (123 a2
Protocol
LPADE 175 20137 48 29 368 o7
LPATg 54 &5 (110 B
Age. ¥
Yaurger than 19 84 00T e LT F-
18-50 428 54 (12.6) &8 [11.4)
51-50 s TR 8 (189
8170 &7 12 (13.8) 12 (138
Oitfer than T8 4 9208 Birag
Sax
Male ara s2011.8 74 & 18 o
Femals 385 a8 (12 a7 8oy
ECOG parfarmancy stius
@1 512 2 (12.7) 74 (SR ET |
] 123 18 (13.0) 27T
8 46 £@ET (Tt
Fever
Mo 447 560124 B s|ing &7
Yas 285 3618 9 (137
WEBEC count, = 10%L
Less han 2 350 37 (108 a5y -1 B3] 09§
28 140 16(11.4) 18 [1as)
510 62 GEn 0 [2ET)
10-50 133 25 (18.8) zTA)
Mona thar &3 53 B3 BTE
Platelats, = 10%L
Lags han 10 134 14 (10.4) B4 8134 34
10-40 &34 &7 (12.1) &0 [raE)
Mere than 40 170 RERRLE] 16 L)
Coaguiopathy
Mo m 18 @ o8 7 e 2
Yas 563 76135 Sam
Creatinine, mgidL
Less $ian of egualio 1.4 Toz B8 (123 & B4 124} o
Mare than 14 14 170 Biszm
Athumin, mgdL
Legs han or aqual 1o 35 127 14 (11.0) 5B 201557 =
Mara than 35 470 58(12.3) 56 (119
LOM 3 ULM
LAgs TIan of aquakin 3 37 20085 nos 8 mm an
More than 1 347 &3 (158) a8 [Ty
FAB subtype
Hypargranular 506 T4 [124) o [Tk o5
Microgranudus 1 18 (123 24 AT
PML-RARA isclarm
BCR1/BCR2 382 51 (134 £5 30 (0.3 s
BCRA 273 i (11.4) &2 [18.8)
Biasls, % ol P8
Lags Fan of egual o 70 404 52(10.5) o2 61 (123 =
More than 70 188 31 [16.8) 28182
FLT3TD
Negate 224 TR 85 26 (128 o8
Pasitive [T B2y 14 [24.5)
coz
Mogate a7 42 (11) 28 F-T-1- £
Pasitve 337 19 (17.8) (03

LN indicates upper laboratary normal (values).

“Age = T0 yours versus age = 70 years [(20.0% versus 11.7%, P = 08).

thAge = B0 yoars versus age = 50 yoars {15.5% vemus 11.1%, P'= 07}

HWET = 10 3 10V versus WBC = 10 3 10U [16.7% versus 10.7%, P = 0]
§WRG = 5 = 0L versus WBG = 5 = 109 (16.5% varsus 104%, P = 01)
Piasatats = 40 = 10N varsus platelsts < 40 = 1091 (138% vemus B 4%, P = 15)
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Table 4. Incid of moderate and severe DS according to baseline characteristics of petients (univariate analysis) (continued
e, of Moderate DS Severe DS
Charactarialic pataEnia M, (%) P Mo, (%) P
CD11b
Megatve =T E-TR LR # 34115 N
Paositive 41 {146 B{148)
chia
Megatve ai Si1am 7 s A8
Pasitive 478 &2 (130 3 {133
CD1E
MNegaivg 22 603 a1 s kol
Paostive 140 18 (11.4) 13 (0.3)
COsE
Megaive 357 40138 a8 w11a) A5
Pasfve & Biam T{EE
chaa
Magaive 439 FE[12.8) A8 =2{11m 5
Pastive Ell 17 (AT [ETRRE ]

LN indicates uppe laboratony normal [values)

“AGe - 7O YEAFE VBCEUE &08 = T years (201.0% versus 11.7%, F = 08,

Thgs = 50 years verous &ge = 50 yaars (15.0% wansus 11.1%, F = .07}
FWEC = 10 x 1040 versus WBC = 10 0 1031 (15.7% versus 10.7%, P = 03).
BWEC = & » 108 versus WBC = & » 1091 (16.5% varsus 10.4%. P = 01).
PPlatalots = 40 = 109 versus platelets = 40 % 10%L [136% versus 9.4%, P =

the presence of 5 of the 7 signs and symptoms as originally
described by Frankel et al.' As a matter of fact, when we apply the
same definition to our serics of 739 paticnts, we calculate a similar
incidence of 2.6%. In other published studies of concurrent
ATRA/chemotherapy regimens, greater incidences of DS have
been reported (11% to 16%), but the diagnostic criteria for the
syndrome often were not specifically defined™™ or the diagnostic
criteria were less strict (3 of 7 signs and symptoms).'” In the present
study, we first assessed the most discriminating cutoff value for
predicting outcomes. We then classified the DS as moderate or
severe according to the presence of 2 to 3, or more than 3 of the
7 signs and symptoms, respectively. This distinction allowed for
the assessment of the different prognostic significance of severe
DS. The development of severe but not moderate DS appeared to
be associated with an increased mornality. Interestingly, apart from
a proportion of patients who died in the context of severe DS with
apparently no other contributing cause of death, this complication
was also associated with death resulting from hemorrhage. In line
with this finding, a Japanese group™ repored that patients with DS
were more prone to develop severe hemorrhage during induction.
In the present study, we found that severe DS, especially early DS,
was associated with coagulopathy and a higher use of plasma,
platelet, and red blood cell wransfusions during induction. The
cxacerbation of the procoagulant state of APL that can be obscrved
with the development of D5 ™ may lead not only to an increased
risk of hemorrhage but also to a higher incidence of thrombosis.
This association of DS and activated procoagulation is also evident
in the present study. On the other hand, as far as we know, a shorter

J1E).

period of neatropenia has not previously been reported while the
association of severe DS with an increased rate of grades 3 and 4
hepatotoxicity was also noted in the carly stdy by Frankel et al.’
The bimodal peak of incidence that we cbserved in the first and
third week of ATRA treatment in both moderate and severe DS is
remarkable. It should be noted that cases of carly severe DS more
frequently required mechanical ventilation and were associated
the third week or beyond. In addition, early severe DS was
characterized by a higher frequency of pulmonary infilrates and
weight gain, probably related 1o an initial rise in leakocyiosis and
fiuid overload. In contrast, hypotension, uncxplained fever, pericar-
dial effusion, and renal failure were more frequent in late severe
DS. We should emphesize that in this sitvation distinguishing
may be difficult. Therefore, in these cascs, treatment of DS should
be complemented with therapeutic measures addressing altemative
diagnoses that could also explain the sympioms.

The study of prognostic factors for DS in patients treated
with ATRA plus chemotherapy has scarcely been addressed in
the literature. A study by the European APL Group™ analyzed
prognostic factors of DS in a significant number of patients who
were randomized to receive cither ATRA followed by chemo-
therapy or both simultancously. That study did mot reveal any
significant prognostic factor for DS (defined as the presence of
at least 3 of 7 clinical manifestations) in any of the treatment
arms. In the current study, we report several pretreatment
variables predictive of the scvere form of the syndrome,

Table 5. Multivariate analysis of factors predicting the occurrence of DS

Uniavorsbie Oveerall DS Moderate D& Severs DS
Caovarinty calpgony OR (95% CI} P OR {95%. C1) P OR [85% CI) ]
WELC count =8 x 1R 1LA{LI2T e
WEBC count == 10 2 1%L 185 (1.3-27 mz 17 (1.0827) k]
Craatinine = 1.4 mgidl S8{1.916.9} Dos
Pratoeol LPAGE LT {L08-2T) nas

QR indicaies odos raio
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Figure 2, Kaplan-Weiar estimaing of minpse-iree surdial deponding on dewlop-
meent of differentintion syndrome during induction. (4] In both PETHEMA LPASS arc
LPASS ks (B in tha PETHEMALPA 98 tiat; {C) inthe PETHEMALPASS tral.

including WBC count (> 5 X 10%L), abnormal serum creati-
nine levels, the FLT3-ITD mutation, the microgramular FAB
subtype, the short PML-RARA isoform, and male sex. The
significant variables were reduced to WBC counts and serum
creatinine levels in multivariate analysis. None of these factors
have been previously reporied as predictive of DS. With regard
to an sbnormal levels of serum creatinine as an independent
predictive factor of severe DS, this finding should be cautiously
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interpreted due to the small propartion of patients who had this
clinical complication {6 of 90 patients with this data available
who developed the severe form of the syndrome). Renal failure
due, in part, to the capillary leak syndrome caused by cytokine
release in DS may explain the association between high serum
creatinine and severe DS. On the other hand, resulis of the US
Intergroup study indicated that the microgranulsr subtype of
APL protected against the development of DS.* Patients in that
study, however, had been treated with ATRA alone. With respect
o presenting WBC counts, the Enropeen APL trial showed that
patients with greater than 5 X 10%L and DS tended © need
WEC counts and DS, but this was not statistically significant
and the WBC count was not associated with the development of
DS Apart from » mere statistical finding, we have no
explenztion for the paradoxical lower cutoff point of presenting
WBC counts to prodict severe DS (5 ¥ 10%L) compared with
moderate DS (10 X 10°L). Clinical and experimenial stdics
have suggested an association between the development of DS
and the cxpression of adhesion molecales sach &s CD13° and
CD11b."%* We found no relationship between the expression of
any of the surface markers analyzed and the development of DS.

Although the preemptive use of corticosteroids at the earfiest
clinical manifestations of DS has been adopted as the standard
management, ™ their use as prophylaxis is more controversial
The only aveilable evidence supporting the use of corticosteroad
prophylaxis is based on 2 study by Wiley and Firkin® that was
performed in 19 patients treated with ATRA alone. This study
showed a reduction in pulmonary toxicity by administration of
prednisone when the WBC count rose zhowe 10 x 1091
Probably based on these resulis, scveral mials have included
prophylaxis with dexamethasone in peticnts with mone then 5 to
10 » 10%L. 2 We compared the outcome following a preemp-
tive prophylactic strategy 2s used in the PETHEMA LPA96 trial
with the sysiematic prophylactic approach of the LPAS9 mial, in
which all patients received prednisone from the start of ATRA,
regardless of WBC count. The retrospective analysis demon-
strated & statisticelly significent reduction in the incidence of
severe DS, but not in DS-related monality,' in relation to the
systematic use of prednisone during an early 15 day mierval.

The European APL Group has reported an increased relapse
mic in paticnits developing DS."™'"' We have confirmed this
finding in patients developing severe DS treated according the
LPA96 trial, but not in those enrolled in the LPAS trial. In the
relapse received ATRA and 2 reinforced dose of idarubicin for
consolidation, which may have contributed to the reduced
relapse rate. Finally, we found no associztion beteeen DS and
central nervous system relapse, as suggested by others, 1032

In conclusion, DS is & relatively frequent and serious
complication in patients with APL undergoing induction with
ATRA plus chemotherapy. Prophylexis with prednisone has no
impact on reducing mortality resulting from DS, but it is likely
to reduce the incidence of severe DS. Although the question of
whether the use of corticosteroid prophylaxis is advantageous
should be definitively sctiled in randomized studics, this strat-
egy can be considered in patients treated with ATRA plus
meortality was not apparently increased when prednisone prophy-
laxis was systematically used." Duc to the association of scvere
DS with an increase in morbidity and mortality doring indoc-
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risk factors (WBC counts = 5 ¥ 10%L; sbnormal levels of
serum creatinine) deserve further research.
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RESUMEN

Las mutaciones del gen Fms-like tyrosine kinase-3 (FLT3) son frecuentes en la
LPA, pero su valor pronostico no esti establecido. En este estudio se evaluaron las
caracteristicas clinicas y biolégicas asociadas a las mutaciones FLT3-internal tandem
duplication (FLT3-ITD) y FLT3-D835, asi como su impacto prondstico, en pacientes
con LPA de nuevo diagnéstico. Los pacientes recibieron induccién y consolidacion con
esquemas basados en la combinacién de ATRA y antraciclina en el contexto de dos
ensayos consecutivos del grupo PETHEMA entre 1996 y 2005 (LPA96 y LPA99).

Las mutaciones de FLT3-ITD y de FLT3-D835 se analizaron en 306 (41%) y
213 (29%) de los 739 pacientes incluidos, respectivamente. Sesenta y ocho (22%) y
20 (9%) de los pacientes presentaron mutaciones FLT3-ITD y FLT3-D835,
respectivamente. La mutacion FLT3-ITD se correlacioné con mayor recuento de
leucocitos y de blastos, lactato deshidrogenasa elevada, fiebre, hemorragia,
coagulopatia, isoforma BCR3, morfologia M3v y expresion de los siguientes antigenos
de superficie en los blastos leucémicos: CD2, CD34, HLA-DR y CD11b. La mutacion
de FLT3-D835 no se asocié significativamente con ninguna caracteristica clinica o
bioldgica.

El andlisis univariante mostré6 mayor recaida y peor supervivencia en pacientes
con mutacion FLT3-ITD (Figura 1), mientras que no se observé ninglin efecto en
relacion con FLT3-D835. El valor pronéstico de la FLT3-ITD no se mantuvo en el
analisis multivariante. Tampoco se observd ningln efecto peyorativo en la
supervivencia libre de recaida respecto a la ratio o a la longitud de las mutaciones

FLT3-ITD, como algunos estudios previos habian sugerido (Figura 2).
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Figura 1. Andlisis univariante: efecto de las mutaciones FLT3-ITD sobre la

supervivencia libre de recaida.
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Figura 2. Efecto de la longitud en pares de bases de la mutaciéon FLT3-ITD

sobre la supervivencia libre de recaida.
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Las mutaciones FLT3-ITD se asociaron con varias caracteristicas
hematoldgicas en la LPA, en particular con leucocitosis, pero no se pudo demastrar un
valor prondstico independiente en pacientes con LPA tratada con regimenes basados

en ATRA mas antraciclinas.
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Introduction

Caonstitutive activation of the fms-like kinase 3
{FLT3) receptor due to internal tandem duplication (FLT3-
[TD) and a point mutation in the activaton loop (FLT3-
D835) may confer proliferative and survival advantages to
acute myeloid leukemia blass.'” The presence of FLT3
mutations, n of the [TD, has been consistently
associated with a worse outcome in patients with acute
myeloid leukemia with normal cytogenetics or intermedi-
ate-zisk cytogenetics." However, the prognostic value of
FIT3 mutations in patients with acute oytic
leukemia (AFL), a form of acute myeloid leukemia charac-
terized by the specific t{15;17), is still a matter of contro-
versy. ough several studies in APL have reported an
association between FLT3-ITD and various characteristics,
including elevated white blood cell (WBC) count, BCRS
isoform, and microgranular mﬂrphu-lngy {MSV" the
prognostic value of these mutations remains to be estab-
lished. Two previous studies used multivariate analysis
mdudmgbulleBC count, a well-known poor risk factor
in APL,” and ITD in order to assess the independent value
of each one. The by Gale er al.” showed that the
WEC count was the sole independent prognostic facior
for relapse and survival In contrast, Chillén et al” ana-

the prognostic value of the ratio and size of ITD and
that both the length of the duplications and WBC
count were independent prognostic factors in APL. With
regards to the FLT3-DE35 mutation, most authors were
unable to demonstrate that this mutation has an impact on
progrosis,™ ! although in some studies patients with the
D835 mutation were found to have worse outcomes. '™

To provide new insights into the chamcterization of
FLT3 mutations in APL, we set out to evaluate the fre-
quencies of ITD and D835 mutations, as well as the size
and ratio of ITD, and their relationships with a broad vari-
ety of clinical and biological features. We also assessed the
A?Ennan:valu:nfthm:rrmmmmahzgtmhmnf

patients enmolled in two successive thak of the
Fmgmdsﬁudmyl"rmmmds las Hemapatias Malignas
(PETHEMA) and Hemato-Owcologie woor Volwassemen
Nederdand (HOVON) groups ﬂ_PA9t?‘and LPASS).

Deslgn and Methods

Patients and eligibility

Between Novemnber 1996 and June 2005, 739 patlents enrolled
in the consecutive multicentesr PETHEMA LPASS and PETHEMAS
HOVON LPASS trizls wese sequired to have a diagnasis of de meve
APL with demonstration of the ¢{15;17) or PML/RARA reamange-
ment More details about the general exclusion and inclusion eri-
terin fox these trisls are repored elsewhere ™™ Accosding w the
Declaration of Helsinki, inf d was obtained From all
patients, and the protocol was spproved by the Research Ethics
Board of each participating hospieal

Therapy for acute promyelocytic leukemis

The induction regimen conslsted of oral all-trans retinole add
(ATRA, 45 mp/m'/day) divided into two daily doses, which was
raintained uneil morphological complete remissinn was achieved,
and intravenous darubbein (12 mg'm'/dey) on days 2, 4, 6, and B,
For patients 20 years of age or younges, the dose of ATRA was
adjusted m 25 mgm’fday. From November 1999, the idanibicin
on day § was omitted for patients older than 70 years. Patlents in

heematologica | 2011; 86(10)
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camplete rermission received theee monthly consolidation courses.
The detailed conenlidation schedule has heen repoaned elewhess.
Biciefly, the Hrse and the thind ooumes consisted of idandbdicin smnd
the second of mitaxantrone. From November 1999 [LPADS study],
intermediate- and high-rick perienrs, as previously defined ™
received ATRA (45 mg/m'/day for 15 days) combined with the
three chemotherapy courses,™™ and the idarobirin dose was
slightly incressed. Patients who tested negative for PAMLRARA at
the end of comsolidstion were started on maintensnce thesapy
writh oral mercaptopurine, intramauscular methotrexate, and inter-
edetert oal ATRA owver 2 years. Derails of the suppontive thesapy
have been described elsewhere =

Analysis of FLT3-ITD and FLT3-D835 muitations

Analyses for FIT3TD and FIT3-DE3S mutations wese per-
forreed on bone masew samples collected ot the tme the AFL
had been diagnosed, Samples were sent to reference labosatories,
in sodiurm derate or EDTA visls, and processed within 24 h. DNA
wunhmﬂmgmﬁmmwmmtmmm
{QIAGEN GmbH Germaey) and UlersClesn ™ extractinn
kis (MO BID Casishad, CA, USAL RNA was obtained using
Rua&yMludkju{ﬂitGENGthHﬂdecun.mﬂmTﬂml

gent (v Carlshad, CA, USA). Then 0.5 55 of RNA were
mmmhedmmﬂh&maﬂaulmmmhmmﬂiﬂn
TagMan Gold KT-PCR. Kit (FE Applied Blosysterns Branchburg,
K], USAL

FLT3-TTD and FT3-DE3S mutasions were studied qualitatvely
in DA or cDINA sarples using the methods deseribed by Nakao
& al” and Moreno & al”™ In selected cases, the presence of FLT3-
ITD and FLT3-DE35 mutations was confirmed by sequencing the
amplified products.

Ouantitative assesement of FLT3-TTD mutations was
only in patierds with available penomic DNA, by Gcnuca:.an.-_hn-
sis using & Bucrescently labeled primer with §-FAM to determine
the allelie FIT3IID mtio and size, following the method
described by Thiede & al ™ [f several munsne alleles wene detected
by Genescan, the matant allele with the highest allelic ratio was
selected bor the size analyses.

Definitions and study endpaints

Indurtion of remission was aesessed o the recenthy
mmmmdﬂcrhdhy[‘tmad’“?mmqﬂmlﬂgmﬂ
assessment of leukemis resistance, sufficlent tme had o have
passed to allow for hdl irual (i of the malig
promyelocytes (up to 40-50 days) Maleculsr rermission was
&Emdud:zdmm:mummeﬂdummﬁ:gddﬂz
HHIM ifie bared visuali u-ﬂl uing reverse

pal:.- chain (ET-PCR) asesps with &
smmutylwdnfmuﬂmlﬂ' o &8 the dissppeacance of the

PUL/AARA rearmangement detected by real-time quantiestive PCR
{!LD-PCR].’MLsmﬂupmismwhﬁ:aiuPCRpmlwiq;
in two consecutive bone marrow samples collected at the end of
consolidstien thesapy. The posittve cases with 2 very low sumber
of coples (<5 copies) by RO-PCR wese confirmed to be positive
using a low sensitivity method (nested RT-PCR assay). Molecular
relapse was defined as the reappeasance of FCR positivity in two
consecutive bone marrow samples at any Sme after consolidation
theapy™ A genetic disgnosis of APL using PCR, anei-PhL staining
af cytogenstic tests was required for the diagnosis of oven hema-
tologic relapse.

Differentiation syrdmme was diagnnsed and graded according
to previvusly defined criteria ™ Coagulopathy was defined as a
prolonged prothrambin tdme andfor activated partial thombo-
plastin time in addition 1o hypofibrinogenemia andlor incresced
levels of Bhein degradation products or D-dimers. Patients were
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claszifed as hawing {{15;17) with or without addirensl chromaso-
ral abnormaliles in accordasnce with previously defined criteda.™
The padenes’ perfformance status at diagnosis was rreasured using
the Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) scale. The sk
of relapse was estimated ar diagnosls using a predictive mexdel
based on the patlents” leukocyte and plateler counts at diagnosis,
a5 reported eleswhere ™ Relapse-risk groups were defined as
reported elsewhere” and summarized here: low-rlsk patients had
& WBC count less than 10x10VL and & plarelet count more than
40 10°/L; intermediste-rick patients had & WBC count less than
10=10%L and 2 plateler coumt less than 40x10%1; and high-risk
patients had a WBC count of 10=10%/L of moze.

Statistical methods

The 3" test, with Yates" correction if necessary, was used to ana-
Iyze differenced in the distribution of categosical varinbles
between subsets of patients. The Student’s t-test was used to ans-
lyze continuous variables with & normael distibution and Mann-
Whitrey's 1T test for dara thae failed the nomaling wea Thiey-four
eh isties of the and the disease were examined to
establish their relationship to AT3-ITD and FLT3-DE3S musta-
tons. These characeeristics are loted in Tables 1 and 2. In additdon
wee analyzed the following varishles: wotsl body surface, levels of
serumn erestinine, ude acld, albumin, total bilirubln, and Bbdno-
gen, peripheral biood platelet count and hemoglobin levels, perox-
idase reactivity of bone marrowr blasts, and CD9, CD13, CDE3,
CD56 and CD117 sur&amg&nmar&m&d'mmm vrad.
justed thme-to-evens analyses wese perfooned wsing the Raplan-
Meler eatimate ™ lowg-ranl: tects and their gerwralizatione.™ For all
estimates in which the evest “relapse” was considered as an end-
poine, hematologic and molecular relapse, as well as moleculsr
persistence (PAUL/RARA positive by KT-PCR at the end of consndi-
dation), were each considered &= uncensored events. Owerall sur-
vival was caleulared from the tme of diagnesis o the time of
death from sy cause, and relapae-free survival from the date of
achieving complete remibssion to the tme of relapse. All P values
reported are two-sided. The paenss’ follow-up was updated on
March 15, 2010, The characteristics selected for inchsion in the
ultivariste snalysis, usng the Cox proportional hazseds model,
were those for which there was same indicstion of 2 signdficant
aaeociatinn in univariste arebysis (Pa 1) and, [Favaillable, thise for
which prior studies had supgested a poscible relatinnchip,
Computations were petformed using the 4F 3D, 1L and 21 pro-
grama fram the BMDFP statisrical libeary (BMDFP Sestistical
Soltware Inc, Los Angeles, TA, USA),

Results

Incidence of FLT3 mutations

We were able to perform an is of FLT3-TTD muta-
tions at diagnosis in 306 (41%) patients (57 patients in the
LPA%6 and 249 in the LPASS trial), and FLT3-D835 in 213
(29%) of 739 patients with APL. The fo character-
1stics were observed mare frequently in the patients tested
for FLT3 mutations than in those who were not tested
(n=438): LPASS thal (P=0.01), Gbrnogen concentration
less than 170 mg/dL (P= 0.04), and hemoglobin concentra-
tion less than 10 g/dL (P=0.06). The patients came from 53
institutions in Spain and The Netherlands (see Appendix),
and FLT3 anahyses were routinely performed in eight ref-
erence laboratories (see Appendix). The median follow-up
of the series was 97 months (range, 15-158 months) from
diagnosis.
Owerall, 68/306 patients (22%) had a FLT3-ITD muta-
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tion and 20/213 patients (9%) had a FLT3-DE35. One
paticnt presented with both mutations concomitanty:
Genescan analysis and sequencing of FLT3 mutations

Genescan is to determine size and ratio was con-
ducted in 3% patients with FLT3-ITD. The mtio of the
FLT3-ITD mmstations mnged from 0.06 to 1.3 with a medi-
an of 0,66, and the length varied from 6 to 180 bp with a
mtd:annf4ﬂhp Thirty-Sve patients showed only one
mutant allele, and four showed two mutnt alleles of dif-
ferent sizes.

Sequence analysis performed in 20 FLT3-ITD positive
and 10 FLT3-DB35 positive AFL samples showed tharinall
cases [T mutations consisted of in-frame duplications
involving exon 11, while DE35S mutations consisted of
replacement of aspartc residue by tymosine (B cases) or
histidine (2 cases).

patients
nzndm.abl:—slan:iz FI_'T}TFDwasmgn.E
ated with r WEC count, h::f’“

maore than 7(% blasts in pedp .'u:l-a:idr

MBv subtype (P<0.001 for all), th:rdd:ydmgcuasti:u—
els greater than 600 UL (P=0.005), Eﬁﬂiﬁﬂfﬁmm
mag;ﬂnpa&yatdzagnm(bﬂﬂlpﬂ} ), more than 70%
blasis in the bone mamow (P=0.03), and hemorhage
(P=0.04). FLT3-TTD was also associated with expression of
the following surface markers: CD2, Eg.'i‘!
P<0.001), HLA-DR (P=0.05), and CD11b (P=0.04)

contrast, FLT3-DE35 was not significan angcx:.amd
higher WBC count ar any other charac-
tﬂ]stzl:{Tabi:E}
Induction outcome

Th:w:ra!!mmdcaﬂlm::mth:umwasaﬂ%
As shown in Table 3, ﬂ:lﬂl:wasam h.lghﬂ'
mdi..cuun death rate in with ITD than n

without FLT3-TTD mutations [16% werses 7%,
P=003). The incidence of severe dzﬂ'ul:unanmsyndzmut
was 22% among patients with FLT3-ITD mutatons and
13% among those without FIT3-ITD (P=0.05).
Multivariate is identified a WBC count than
1010%L (P<0.00T), age greater than 60 years (P=0.001},
and creatinine levels greater than 1.4 mg/dl (P<0.02) as
independent prognostic factors for inducrtion death

Mo sipnificant assodations were found with induction
outcomes according to the FLT3-DESS mutation status
(Table 4).

Post-remission oulcomes
Reiapse-free surmal

Fourteen relapses, 11 overt and 3 molecular, ocourred
among the FLT3-ITD positive cohort at a median time of
16 manths {ﬁmg: 4-75 months) afer achievement of
17 overt and 10

at a median time of 23 months (mEnge, 4-85 months) after
atmainment of complete remission.

Univariate analysis showed a lower 5-year relapse-free
survival rate in FLT3-ITD-positive patients than n FLT3-
ITD4 ive anes (77% wersus BB%; P=002) and no
impact of FLT3-1M835 mutation status (3% versus 84%;
P=025) (Figure 1 and Tables 3 and 4). We did not find sig-
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Tabla 1. Disease and patients' characteristics accomding to FLT3-ITD mutations.

FLIZTD positive FLT3-TD negative

Charactaristic Median ML(%)  Median W[5 P

(rangs) range)

(erall 8 {100) 238 (100}
FETHEMA trial - )

LPasE 152} 201 14
LPASS 53 (7H) 196 (BT}

Age, years 40 (572} 4] (281}
=18 5 [y s
1540 31 (48} 19 (37)

41-50 21 (31) 81 (34)
>80 11 (18} 45 (19)

Gender
Male 34 (30) BlEy  om
Female G0 117 (49}

ECOG score (p=184) 1(0:0) 105
01 45 (78) My 0
- 18 (22) 48 (29)

Fever (n=305)

Ko 3 {45) 15 (85) L

Yes #G1) 85 (5)
Hemoerhage
Mo Hu) 505 0M
Yes i3 {53) 143 (81)
Hepatosplenaiegaly (n=159)

o ' 58 (8) n5H4) 013
Yes L1eH] 15 {6}

WEC conntx 1L 165 (0.6-148) 12 (12-135) <0001*
<5 16 (1) IT6 (M) <00
310 811 20 (8)

1050 340 15 (15)
=5 12 {18) 1@

Relapse-risk group
Low M 2 <0
Intermediate 18 (28) 184 (60)

High M (&5) 4 (18}

Blasts in PB, % (n=176) & (098 2 (0100
=70 2 (34) 160 (T6) <0001
> 42 (66} i (4
Blasts in BM, % (n=187) 80 (30-100) 85 (§-100)
=70 B £7an e

] 57 {50} 76 75)

Coagulopathy
Ko 1(13) 66 () om
Yes 50 (87) 17272

LDH, IUL (n=287) 778 (225-2004) 05 (208-3550)
= 600 iR 121 (48) 006G
> 6 u% 111 (58}
Morphalogical subtype
Hypergranalar BED 210 (88) <0001
Micragranular 20 (433 28 (12)

Cytogenetics (n =223)

LT 32Ty M 0B

4 (15]17) pius ather** e} E0n
FMLRAR isoform (o = 205)

BCRUBCRE 13 (19) 158 (86)  <0.001
BCRI &) 303

€02 {n =201)

Posithe 0 (44) 6 % < Il

_Negatie 5 1

haematologica | 2041; 96{10)
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CO11b (n =164}
Positive o) (15 oM
Negative 21 (100) 112 (85)

CD3 (o= 214}

Pritive (%) 6 (86) <000l
Negatie 35} 154 (14)
HLADR (n:=215)

Positive i () om
Negatie £5(5T) 161 (88)

*F corgromes condmonas duriniles {mean EC coumt 284 versos 7400 = “phes ofer ackiitione’
oo abmormalites; PE perpher’ Soad, S5 booe: moarous LGFT incer debydoge

e

nificant differences in relapse-free survival according
several levels of FLT3-ITD '];s:n (0.5, 0.66, and 0.8} or size
{40, 50, and 60 bp} (Table 3 and Figure 2).

Multivarate analysis was performmed induding the fol-
lowing vanables: age, pender, WBC count, risk
score, protocol, M3 morphology, BCR isoform, FLT3-ITD
positive (versus negative), and FIT3-ITD size than
60 bp (versus <60 bp and negative together). A WEC count
greater than 101071 was the only independent prognos-

tic factor for relapse (Pe0.001)
Owerall survival
Univariate is showed a lower 5-year overall su-

vival rate in FLT3-TTD-positive patients than m FIT3-ITD-
negative anes (71% versus 81%; P=0.05). In contrast, sim-
ilar 5-year overall survival rates were observed when com-
paring FLT3-D835-positive with FIT3-D835-negative
patients (B0% versus B0%; P=0.80) (Tables 3 and 4).

Multivariate anabyses showed that a WBC count greater
than 10x10%1 and age over 6 years weme i dent
prognostic factors for survival (both, P=0.001).

Discussion

This chows thar FLT3-ITD mutzdons, but not
FIT3-DE35 ones, are assodated with notable hematologic
and chinical fratures, such as high WBC counts, high per-
centages of peripheral blood and bone marrow blasts,
coagulopathy, M3v subtype, BCRS isoform, and expres-
sion of CD2, CD34, HLA-DR, and CD11b surface ant-

. Although univariate anahyses showed higher induc-
ﬁd:aﬂl aihd lower relapse-free mrv:valh:?; amaong
FLT3-ITD-positive patients, multivariate analyses revealed

that the FIT3-ITD had no 1 ﬂrmﬁ:wlu:m
patients with AFL treated with ATRA anthracycline-
based chemotherapy:

As far as we know, our represents the sm-
gle series addressing the clinical significance of FLT3 muta-

tions in AFL. It should be noted that, although patients
came from 53 imstitutions, the FLT3 analyses were per
formed in a lmited number of reference labaratories.
Since not all centers performed the FLT3 analyses, which
WETE IOt COMmY in the initial di ic set, we can-
not definitehy F'Uism}’m a sclection glmcvamg muza-
tions of FLT3 have been 1 in AFL at frequencies
within the of 12% w 39% for FIT3-ITD (median
21%),7=7 " and §% to 22% for FIT3-DE35 (median
995} FEIAET The incdence of these mutations in our
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LPASS 115 men  oam
] 17 (85) 134 (B0)

Age, years H (BT 41 (2-41)
<18 4020 15(E) 035
15-40 5 (43) B4 (44

£1-0 5(25) 35 (28)
=5 2{i0) 19 (20)

Gender
Male a(45) 5] s
Female 11 (35) 8445
ECOG score (n=194) 108 1(3)

01 12 (80) 140 (78)
e 320 1)

WEC count, 600, 47 (0540) 26 (L3-138) 2
=0 10 (al neEn M
5 3 18 (i0y
1050 7(85) a2
=3 o0 [
Relapse-risk growp
Law 3(15) s an
Intermediate 10 (50) 108 (53)

High T(35) 4 (28)

Blasts in PB, % (0 = 192) 73 (D-100) B
=70 844 ey
=M 10 (36) SEA1)
Blasts in BM, % (n = 201} 89 (38-100) B9 (7-108)
=70 3{16) (L 08
= 16 (34) 150(8Z)
Hypemgranulzr 14 (my 15480 048
M iz 6 (30 20 (20
PMLRAR isoform (o= 205)

BCRUBCRY 12 (50} 10456 O75
BCHI B{40) i1 (44)
"F ComnaAes conineoas monabies fimann WHC couar 102 vesus 1AL PE perohenl oo
A DOSE MR

sy, 22% and 9%, respectively, are consistent with the
reparted data. As in previous studies,"”™" in our series
the simultaneous presence of bath FLT3-ITD and FIT3-
D835 mutations was extremnehy rare.

The mutant allelic ratio of FLT3-ITD in APL has been
ana]yzcdmtwus‘h.ui::smwhxhnrﬂlmmunﬁnflﬂ'
(range, 0.11 to 6.55)," and 0,66 {range, 0.3 to 1.0)," were
found in 30 and 1% patients, respects ]BI:I'LI:I.’&EI!IESDf
89 pacients f\orwhcrrf- the mutant aiﬂam was known,
the median was 0.66 (range, 0.06 o 1.3) which was the
same as that reported by Chillén et al.” Unlike in the study
by Xue et al,” patients with a matio greater than 2, indicat-
ing loss of wild-type allele, were not observed.

In line with ious studies,” "™ we found a strong
assodation between ITD and high WBC counts. We also

found a dlear conelation between ITD and MB3v and
BCR3, as has previously been reported others >
However, the relationship found between and CD54,

CD2, and HLA-DR, expression had not been previously
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Table 3. Treatment resuits according to ALT3-MTD mutations in the study pope-
lation.

B~
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B

EEEEm= oo
HEEYy

“Tiwa patienits oy Mﬂmmﬂwrwrfvﬂ!ﬁmw resikont, *“Pestee FOR
of PRELRARS, i o bone samess smple gl indncbors 8N4 N grplioatle

Tabole 4. Treatment results sccording to AT3-D835 mutations in the study pop-
ulation.

FIT3-DB3S nagative  FIT3-DE35 positive
%

N % K Ponlos
of paatiants of pat!
Overall 143 100 N
Induction autcome -
Complete remission hbi L il B (1.3
Inductiondeath 1§ ] 4 b
Differentiation syndrome
Severe i 1 R
Mioderate/absent 150 i3 15 C
Post-remission ouwicomes 2 5 years
Rolapse-froe sunival ' B Lo ]
Overall survival B -] s

*Tem paotienty aveer cravssiver ox hasing et disee (T omuong e FITS0ET meponie
cobeetorxd | omang de posife cofior)

ation of the ITD with M3v and BCR3 APL which, in tumn,
have been shown to express the CD34, CD2, and HLA-
DR surface markers more «™* We confirm that
highW'BCcmmE,!ik:tlnraméhm dehydrogenase lev-
tls and cosgulopathy, are more frequent in FIT3-ITD-
positive AFL® The increase &ﬁuﬂryuihﬂm
and high percentages of peripherzl blood and bone mar-
row blasts that we here have not been described
'P‘IE\".I.EII.E In contast to Xue e al,” and Cale & al,” we
to show an association berween FLT3-DE3S
andd:vamd“’ﬁﬂmumarmyuﬂ:ﬂ&m:alm'bmbgl
cal characteristic.

As previously reported, ™" patients with ITD had an
mmasadnskufmducmnd:aﬁahnmmn A
However, the multivariate made dear that this
was due to the assodation with ig, 3 well-
established risk factor for induction death.  One study sug-
gested that there is an inverse relationship between molec-

ular remission mir and [TD in patients treated with amsemic
trioxide.” An association between FIT3-ITD and molecu-
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1
1-‘*‘—____\—‘_
3 T3 rogative (r=220)
Rauy, o ALTHTD sie < 60 bp (n=24)
S8 e T S -
= Wk e e £
E FLTRHTD positive (n=57) Zpe il T e
16
: i
£ f
é i 5 o RUT3-ITE sive >80 tp (==
B = L]
3 H
o = 02
£ 02
0
0 0 12 M 3 48 B0 72 B 95 W 1M
I 12 24 3 48 B0 72 B %6 B 1D Mgaths from complete seission
Munins Yom comegdens remissin

Flgwre 1. Relapse-fre survival in APL palients according ta FLT3-  Figure 2 survival in FLT3TD pasilive APL palients

D mutalion status.

lar remissions was not apparent in the present study.

The associations reported between [TD and overall sur-
vival and relapse-free survival rates have previously been
established by univariate but not by multivariate anaby-
sis.™" In our study, FIT3-ITD status was removed from
the regression equation when WEBC count was induded in
the multivariate anabysis, showing that the adverse long-
term outcome of FLT3-ITD mutations is attributable to its
relationship with elevated WBC count. Furthermore, in a
much larger series, we were unable to demonstrate the
adverse prognostic impact of the matio and length of FLT3-
ITD mutations reparted by Chillén et al” We should,
however, be very cautious when interpreting the potential
prognostic impact of the ratio and size of FLT3-ITD muta-
tions because of the low number of datasets available.
Regarding the FLT3-D835, unlike Gale eral,” we found no
prognostic significance of this mutation in our series.

In conclusion, FIT3-ITD mutations, but not FLT3-DE35
ones, are associated with characteristic diagnostic hema-
tologic features of AFL, in particular with high WBC
counts. Huwz\.rcr,malarg: series of AFL patients treated
with ATRA and anthracycline-based chemotherapy, we
were unahle to demonstrate an independent prognostic
value of FIT3 mutations. Given the relationship between
FLT3-ITD and high WBC count, targeted therapy with
FLT3 inhibitors could be an attractive strategy to mmprove
lang-term outcome in high-risk patients.”

Appendix

The following mstitutions and dinicians in the
study: Spain (Programa Espadol de Tratameents de las
Hemapatins Malignas, PETHEMA]—Basuruks Ospitalea,
Bilbao: |. M. Belwin de Heredia; Complejo Hospitalano de
Segovia: [ M. Hemindez; Complexo Hospitalanio Xeral-Calde,
Lugo: . Arias; Comprlejo Hospitalanig, Ledn: F: Ramos; Fustdiaciin
Jiméner Diaz, Madra: A Romdw; Hospital 42 de Octubre,
Madrid: J. de la Serma; Hospial Carlos Haya, Malaga: 5. Negry
Hospual Central de Asturizs, Owieds: C. Rayssy Hosprtal Clini,
Barceloma: J. Esteve; Hospial Clinico de 'l«"er.fhdﬂ&dr EL
Fermiinder-Calvo; Hospital Climico San Carlos, Madnid: | Dinz-
Mediavilla; Hosprital Climico San Carles (H Infansl], Madrid:
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aectording to ITD size,

C. Gii; Hospital Clinico Usniversitaria, Santiage de Compostela:
M. Pérez-emcinas; Hospital Climic Uiiversitania, Vialewoia: A1
Tormp; b?md' Clittico Universitario Lozawg Blesa, Zaragora:
M. CHlave; H: de Cruces, Barakalds: E. Amuio; Hospital
del Mar, Bﬂmlﬁ?u_CPdm;Hm!dstP
A_Gamsqmﬂs,)'llfv iy M. Fudasre ; H Dir N
Las Palmas: T. Molers; Hospital Dr Peset, Valencia: M. || Sayas;
Hospital Dr Trueta, Girona: R Guardia; Hospital General de
Albacese: F Mansg; Hosprial Gemeral de Alicamte: C. Rivas;
Hospiial Gemeral de Alicamte (Omeologia Pedidgrnicaj: €.
Esquembre; Hospital General de Castellin: R Garcig; Hospital
General de les Crudad de Jaén: A Alcald; [ A Lipes;
Hospital General de Jerez de la Fromtens: V. Rulw; Hospital
General de Murdia: ML Amige; Hospital Genenal de Valenaa:
M. Linares; I Germans Trias ¢ Pujol, Badalona: J. M.
Riberat; Hosprzal Insular de Las Palmas: . D Gonilez Sam
Miguel, Hospital Juan Canalejo, A Cw.iﬁ: . Diehin; Hospital
Joan XXIII, Tarmagona: I Esooda; F La Princesa, Madnd-
R de la Camara; Hospital Matemo-Tnfannl de Las Palmas: A
Molines; Hospital do Meixoeirn, Vige: C Lonretrs; }w
Tomteceln, Pomtevedra: M) Allegue; L. Amador;
Mutug de Termasa: | M. Marii; Hosprital Nivio Jesis, Madnd: 1
Madero; A Lassaletia; Hospital Nira. S de Somsoles, Awila:
Mfaﬁzﬂdqﬁmdﬁmny@aﬂ)ﬂﬂdqij Coarria-
il Reina Sofia, Cordoba: R Rojias; Hospital Rio
C:m:wP : F Ortega; Hospital Rio Hortege, Valladolid:
M. | Pesarmubia; Hospital San Jorge, Huesoa: E Puents;
Hi ! San Madrid: B. -Thor; H Sanr Pau,
CRwt S Eoel Morl e el o o
J. AL Besguay ffnsprmeaﬂahﬁﬂmMM Cartagena: J.
Ibifiez; Hogpial Severo Ochoa, : P Sdnchez; Hospital
Son Dureta, Palma de Mallorea: A '\?mHns;vﬂnidz Tortosa:
LL Fom; Hospital Txagormitxu, Vionia: | M. Guinea; Hospital
Universitario del Atre, Madrd: A Momers; Hospital
Unrversitario  de  Salamanca: M. Gomziler; Hosproal
Uriversitern La Fe, Valwae M. A Senz, G Manin, |
MQPMMHWUWHF:HM
Infiantil), Vaalenoia: A. Verdeguer; Hospital Unnversitans La
(Hospral Infannl), Madrd: P Gmmtf-!nﬁmd[fmm
Margués de Valdecilla, Samtamder E Comds; HMospital
Urrversizars Primcipe de Asturias, Alcald de Herares: | Garda;
Hospital Untverstiarnie Puerta del Mar, Cidiz: EJ. Capors
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H Universitaria Puerta de Hierrs, Madnd: [ Kreniky
Hospual Umiversitano Vall D'Hebron, Barcelona: | Buemo
Hospital  Untversitario  Maremo-Tfamnl Vall  D'Helrron,
Barcelona: P Bastids; Haspiul' Universitanis Virgen de ln
Armixaca, Murcia: A. Rubis; H, Universitaro Vingen de la
Armixaca (Pediaria), Murda: [ Fuster; Hogpital Unmersitano
Virgen del Roci, Sewilla: | Gonzdlez; Hospital Umiversitano
Vi de la Victora, Malaga: I Pérez; Hospital Viegen del
Cﬁnrgnml"m (Terfaned), Pﬂmﬁmgﬁf. Moling; Hospital Vg del

CmumfAdu&qs}, mu,p:kmi_MC ﬂlﬁw.lsm}ﬂ-f_rtﬂrdmr,
Climica San Sy na.MRﬂdupxzmhm'IﬂH
Xeral Cies, VF‘ erds; Instimr Catald J

Haspitaler de Llhhugﬂx: M. Amin, R Duarte; Haqpnd de
Fuenlabrada, Fuenlabrada: | A. Hermindez; | Geeneral
de Guadalajara, Guadalajara: M. Diaz-Mosfa; Hospital Juan
Ramin fimenez, Huehow: E Martin-Chacdn; Hospisal Docior
José Molina Orosa, Lanzarote: [M. Calvo-Villas; Hospital
Madnd Norte Sanchinarrs, Madnd: D. Garcia-Belmonte;
Hosprial UL La Paz, Madnd: D Hermdndez-Maraver; The
Metherdands  (The Duich-Belgian  Hemato-Oncology
Cooperative Group, HOVON) —VU Medical Cemter
Amsterdam: G [ Ousenboppele; Ademic Medical Center,
Unrversity of Amsterdam: [ van der Lelie; Erasmus Umaﬂ'
SMedical Center, Rotterdam: B. Lowenberg, P Sommeveld,

Fiflmans, GC de Greef M. Jomgen-Lavrenci; University
Medical Center, Gromingen: E Vellenga; Gastheisberg Hospital,

IM}MMWO[VCHW{AWB de Vialk;
Den F Medical
Spectrum MH m'i:.M_R_ Groot: Academic
HMMNMHCM&AMHM
NENMf:mDHBmSaPhHmLZWdE_Mm

lzboratones

Salamanca, ey

Navara, Pamplona, i, Hospital Reing Sofin Condoba,
Spain; Hospial Nuestra Seitora del Ping, Las Palmas de Gran
Camaria, F Ramin y Madrid, Spaiw; and
T
Netherlands
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Discusiéon

Los resultados de este trabajo de Tesis muestran que una estrategia de
tratamiento adaptado al riesgo puede significar una mejoria en los resultados
terapéuticos de la LPA, permitiendo optimizar las pautas de quimioterapia y ATRA
para tratar a los pacientes en su justa medida. Los resultados actualizados del
protocolo PETHEMA LPA99 demostraron que el uso de un modelo predictivo para
recaida con el fin de adaptar la intensidad de la quimioterapia, se tradujo en una
mejoria de la CIR, SLE y SG en una amplia serie de pacientes. El anlisis
pormenorizado del sindrome de diferenciacion, una seria y frecuente complicacion
durante la fase de induccion con ATRA, permiti6 conocer la magnitud y las
caracteristicas del sindrome, ademéas de los factores prondsticos asociados a su
desarrollo. Ese estudié ayudd a establecer pautas de profilaxis adaptada al riesgo en
los siguientes protocolos PETHEMA LPA. Finalmente, el estudio de una amplia serie
de pacientes homogéneamente tratados con los protocolos PETHEMA LPA96 y
LPA99, en los que el estado mutacional de FLT3 al diagnéstico estuvo disponible,
concluyé que esta mutacion carecia de valor pronéstico independiente, y por lo tanto
no debia usarse en los siguientes protocolos para modular la intensidad de la
guimioterapia en funcion de su presencia. Estos tres estudios son un ejemplo de la
metodologia usada por el grupo cooperativo PETHEMA para la planificacion de los
esquemas terapéuticos en la LPA: 1) resulta fundamental conocer los resultados de un
protocolo, y compararlo con el anterior (en ausencia de la posibilidad de realizar un
ensayo aleatorizado), antes de disefar el siguiente; 2) el profundo conocimiento de las
complicaciones derivadas de la enfermedad y de la quimioterapia es esencial para el
correcto manejo, tanto profilactico como terapéutico, de las mismas. En enfermedades
raras como la LPA, esto solo se puede lograr mediante el andlisis de los datos de
amplias series de pacientes tratados homogéneamente en el contexto de un grupo
cooperativo; y 3) con el fin de optimizar el tratamiento de la LPA, se procede a la
estratificacion de los pacientes en grupos de riesgo para desarrollar las diferentes
complicaciones que conducen al fracaso terapéutico (mortalidad en induccién, muerte

en remision, y recaida).

El estudio de los resultados definitivos del protocolo LPA99 fue una
confirmacién del anélisis preliminar publicado en el afio 2004,*° pero con casi el doble
de pacientes y con mucho mas tiempo de seguimiento. Se corrobor6 la aceptable
tolerabilidad, toxicidad, y alta tasa de cumplimentacién de un esquema de induccién y
consolidacién basado en la combinacion de antraciclina y ATRA, seguido de un
mantenimiento prolongado. El éxito de este protocolo, comparado con el anterior

(LPA96), se debid, al menos en parte, a una estrategia de consolidacién adaptada al
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riesgo segun el modelo predictivo basado en los recuentos de leucocitos y plaquetas
en SP al diagnéstico, desarrollado en el afio 2000.%® Se procedi6 a intensificar la dosis
de antraciclina y al mismo tiempo afiadir ATRA en la consolidacién solo en los
pacientes con riesgo intermedio y alto de recaida. Mediante esta estrategia, los
pacientes de bajo riesgo siguieron sin presentar apenas recaidas (CIR <5%), mientras
que los de riesgo intermedio y alto disminuyeron significativamente su tasa de
recaidas. Aunque, l6gicamente, los efectos téxicos fueron mayores en los pacientes de
riesgo intermedio y alto tratados con consolidaciones intensificadas, la mejoria de la
eficacia antileucémica del nuevo régimen supuso una aumento global en la SLE de
estos subgrupos. De hecho, este régimen pas6 a ser uno de los estandares en el
tratamiento de la LPA, y prueba de ello es que fue seleccionado como rama de
comparacion en el ensayo clinico MRC15 llevado a cabo por el grupo cooperativo

Britanico.*®

Una critica fundamental a los estudios del grupo PETHEMA en LPA es que su
disefio no fue aleatorizado, y que los datos fueron monitorizados a distancia sin visitas
“in situ” a los centros para verificar la informacion desde los documentos fuente
(historia clinica y otros). Sin embargo, este tipo de ensayo clinico era, y
desafortunadamente sigue siendo, pacticamente imposible en el contexto actual de la
investigacion clinica independiente en nuestro medio, por varios motivos: 1) los costes
derivados de un estudio con monitorizacion segun los estandares de “good clinical
practice” son muy elevados, especialmente si se tiene que recurrir a empresas
especializadas en monitorizacion “in situ” para verificar todos los documentos fuente
en todos los pacientes; 2) los tramites administrativos para realizar un ensayo clinico
aleatorizado también tienen un elevado impacto econdémico, ademas de requerir una
ingente cantidad de tiempo por una oficina de investigacién especializada en
cuestiones regulatorias con estrecho contacto con la agencia estatal del medicamento
y los comités éticos. En consecuencia, este tipo de estudios solo podran desarrolarse
directamente por compafiias farmacéuticas con holgada capacidad econdémica, o bien
cuando: 1) exista un sufragio por parte de alguna compafiia farmacéutica interesada
en el desarrollo de un compuesto a través de un grupo de investigacion independiente,
generalmente una sociedad cientifica o un grupo cooperativo, actuando estos como
promotores (“Investigator Initiated Trials”); o 2) existan unas condiciones favorables
por parte de la legislaciéon y las agencias reguladoras estatales, junto a un apoyo
econdmico de entidades publicas para la investigacion clinica independiente, y por
supuesto una buena organizacion de las sociedades cientificas para poder desarrollar

este tipo de ensayos. Por desgracia, en el ambito en el que se llevaron a cabo los
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estudios PETHEMA para la LPA, no se daba ninguna de las condiciones necesarias
para realizar unos ensayos fase Il aleatorizados: ni el tratamiento de la enfermedad
contenia farmacos en desarrollo por una compafila farmacéutica, ni existia una
legislacién favorable para la investigacion clinica, ni probablemente el grupo cientifico
tuviera la mentalidad apropiada para por lo menos intentar superar todos estos
obstaculos y promover un estudio tan complejo. Aun asi, los estudios del grupo
cooperativo PETHEMA en LPA tenian algunas virtudes respecto a los ensayos clinicos
“puros”. Por un lado, eran protocolos mas inclusivos, con el objetivo de tratar al
maximo nimero de pacientes con el equema investigado, puesto que se trataba de la
mejor recomendacion que el grupo cientifico podia hacer con el armamentario
terapéutico disponible en ese momento. Por eso, los criterios de exclusién eran pocos,
e incluso a los pacientes no elegibles por algunas causas (por ejemplo, aquellos con
LPA secundaria), se les recomendaba seguir el mismo protocolo aunque luego no
fueran a incluidos en el andlisis. A diferencia de los ensayos clinicos clasicos, todos
los pacientes podian beneficiarse del protocolo, a no ser, obviamente, que hubiera una
contraindicacion para administrarlo a juicio del investigador. Como consecuencia
directa, los protocolos PETHEMA LPA tuvieron una alta capacidad de reclutamiento y
los resultados que ofrecian gozaban de la virtud de ser un reflejo de la practica clinica
habitual (“real life”), y por ello, ain no hallandose las condiciones experimentales
Optimas, su validez externa y reproducibilidad era aceptable. Por otro lado, el hecho de
gue no hubiera una gran sobrecarga a la hora de reportar la informacién clinica de los
pacientes, porque se solicitaba solo la que finalmente serviria para los andlisis, hizo
gue esta fuera reportada de primera mano por los hematélogos sin ningun tipo de
remuneracion econémica (“investigator fee”). Se puede especular que la informacion

gue se trat6 tenia una alta calidad.

Una vez analizados los resultados del estudio LPA99, se disefi6 y se puso en
marcha un nuevo estudio observacional de un solo brazo, el protocolo PETHEMA
LPA2005. Siguiendo la misma estrategia de adaptar el tratamiento al riesgo de
recaida, se decidi6 afiadir citarabina en la consolidacion de los pacientes de alto
riesgo, mientras que en los pacientes de riesgo bajo e intermedio se disminuyé la
dosis de mitoxantrone en el segundo ciclo de consolidacién, y se afiadi6 ATRA en la
consolidacién de los pacientes de bajo riesgo. Los motivos para llevar a cabo estos
cambios respecto al protocolo LPA99 fueron: 1) un estudio conjunto comparativo entre
el grupo PETHEMA y el European APL group sugeria que la adicién de citarabina
podia ser beneficioso para los pacientes de alto riesgo al disminuir el riesgo de recaida

(Articulo Anexo 1); 2) el segundo ciclo de consolidacién con mitoxantrone se habia
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demostrado especialmente t6xico,*® y esto conllevaba un alto riesgo de mortalidad en
RC; y 3) parecia razonable afiadir ATRA en consolidacion en los pacientes de bajo
riesgo, puesto que la toxicidad de este agente era minima y podia aumentar la eficacia
antileucémica al combinarse con la quimioterapia. Ademas, el protocolo LPA2005
incluyé el concepto de adaptar la quimioterapia al riesgo de mortalidad toxica, y no
solo al riesgo de recaida leucémica. Asi, se omitid la administracion de citarabina con
independencia del grupo de riesgo de recaida en todos los pacientes de edad mayor
de 60 afos, méas vulnerables y con mayor mortalidad téxica en consolidacién en los
protocolos previos.'® Los resultados preliminares del protocolo LPA2005 fueron
publicados recientemente, demostrando que esa nueva estrategia adaptada al riesgo
conllevaba una disminucion significativa del riesgo de recaida en los pacientes
menores de 60 afios con LPA de alto riesgo. Aunque en este subgrupo la
consolidacién fue mas toxica (por contener dosis intermedias de citarabina), y se
produjo un discreto aumento de la mortalidad téxica en RC, la disminucién de las
recaidas condujo a una mejoria en la SLE. En los pacientes de riesgo intermedio y
bajo, la disminucion de la intensidad de la consolidacion no se tradujo en un aumento

de la tasa de recaidas (Articulo Anexo 2).

Respecto a las complicaciones amenazantes para la vida durante la induccién
con ATRA vy antraciclinas, el sindrome de diferenciacion representa, junto a las
hemorragias y la coagulopatia, una de las mas frecuentes en la LPA. En un analisis
realizado en 739 pacientes incluidos en los protocolos LPA96 y LPA99, se describieron
las causas de muerte en induccién y los factores prondésticos especificos para cada
una de ellas (Articulo Anexo 3). Ese estudio mostr6 un mortalidad en induccion
cercana al 10%, siendo la principal causa de muerte la hemorragia, sobre todo de
localizacién cerebral y de presentacion precoz, seguida de las infecciones. A diferencia
del resto de las LMA, en la LPA las infecciones no fueron la causa mas frecuente de
mortalidad relacionada con la quimioterapia de induccién, y no se observaron casos
de resistencia terapéutica. El sindrome de diferenciacion fue causa de muerte en casi
el 2% de los pacientes, observandose mayor mortalidad por esta causa en pacientes
con peor ECOG al diagnéstico. Dentro de esta Tesis Doctoral, el articulo que analiza la
incidencia y factores de riesgo para el desarrollo del sindrome de diferenciacién es el
més citado de los tres, con mas 100 citaciones en 5 afios. Este estudio sigue siendo el
gue analiza este sindrome en un mayor numero de pacientes y con mas detalle en la
literatura cientifica. Se reportd la incidencia (25%), la cronologia (bimodal, con un
primer pico en la primera semana y un segundo en la tercera), la severidad (50% de

las formas fueron severas), y la frecuencia de cada uno de los sintomas asociados al
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sindrome. Ademas, se identificaron los factores de riesgo para el sindrome de
diferenciacion, siendo una creatinina basal elevada y una cifra de leucocitos en SP > 5
x 10%L los factores de riesgo independientes asociados al desarrollo de las formas
severas del mismo. Con estos datos, en el protocolo PETHEMA LPA2012 se decidio
intensificar la profilaxis del sindrome con dexametasona en los pacientes que
presentaran estos factores de riesgo. Por otra parte, en este estudio también se
investigaron las consecuencias derivadas del desarrollo del sindrome, observandose
una mayor morbilidad y mortalidad en los pacientes con formas severas. Cabe decir
que la frecuencia del sindrome de diferenciacion no esté establecida en los pacientes
gue reciben tratamiento con el otro agente diferenciador activo en la LPA, el ATO, pero
se recomienda administrar agentes citorreductores para prevenir su aparicion en
pacientes con leucocitosis a la presentacion. Por otro lado, se explor6 el papel de la
profilaxis universal con prednisona, administrada en el LPA99, observandose una
disminucion de la incidencia de las formas severas en ese protocolo. Sin embargo, la
profilaxis universal con prednisona no se considera el estandar en el manejo del
sindrome por la ausencia de datos sobre el posible incremento en las complicaciones
infecciosas durante la induccién. Por este motivo, tanto en los protocolos LPA2005
como LPA2012, se optd por tratamiento precoz con dexametasona ante la aparicion
de los primeros sintomas, y por una profilaxis con dexametasona adaptada al riesgo.
Sin duda, el andlisis detallado del sindrome de diferenciacion en estos dos ultimos
protocolos aportara informaciéon sobre el impacto de estas estrategias preventivas
sobre la incidencia y severidad del sindrome, asi como sobre la morbilidad y

mortalidad asociadas.

El estudio de los factores predictivos de la recaida leucémica es el tercer pilar
de este proyecto de Tesis. Como se ha mencionado antes, el conocimiento de nuevos
factores podrian ayudar a refinar las estrategias de tratamiento adaptado al riesgo en
la LPA. El interés del andlisis de las mutaciones de FLT3 radicaba en aclarar su
impacto en la supervivencia y recaida en la LPA, puesto que ya era un marcador
pronéstico adverso consolidado en la LMA. Por otra parte, también se pretendia
establecer las caracteristicas clinicas y biolégicas asociadas a la LPA FLT3 positiva.
De hecho, las LMA no promielociticas con mutacion FLT3 son consideradas una
entidad diagnoéstica diferenciada en la clasificacion de la WHO para las neoplasias
hematolégicas.’™ En nuestro estudio se encontraron asociaciones biolégicas con
marcadores de inmadurez leucémica, pero no se demostrd un peor prondstico en los
pacientes con estas mutaciones, por lo que se desestimo realizar tratamientos a

medida para los pacientes con LPA FLT3 positiva. Sin embargo, con la irrupcién de
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inhibidores potentes y selectivos de FLT3, con demostrada actividad antileucémica en
LMA,*® no cabe descartar que los pacientes con LPA FLT3 positiva puedan

beneficiarse en el futuro de esquemas adaptados con estas nuevas drogas.

El grupo cooperativo PETHEMA también ha estudiado otras caracteristicas
biolégicas potencialmente asociadas a un mayor riesgo de recaida en la LPA. En
concreto, se analizé el impacto de las anomalias cromos6micas adicionales a la
t(15;17) en una amplia serie de pacientes tratados con los protocolos LPA96 y LPA99
(Articulo Anexo 4). Hasta la realizacion de este estudio, el valor prondstico de la
presencia de estas anomalias genéticas era motivo de controversia. En este analisis
se demostré que, a diferencia de las LMA, la mayor complejidad en el cariotipo de la
LPA no se correlacionaba con una mayor tasa de recaidas. Otro estudio de factores
pronosticos, esta vez realizado junto al North American cooperative group, consistio en
el andlisis de los resultados terapéuticos en las LPA con morfologia M3 variante
(Articulo Anexo 5). Este estudio tenia como gran defecto la definicién de la LPA M3y,
basada exclusivamente en la vision y descripcion de las células por morfélogos en
laboratorios no centralizados, siendo esta clasificacion méas o menos reproducible por
la falta de claros criterios para la definicion de la M3v. Aln asi, el andlisis mostro datos
interesantes, corroborando la fuerte asociacion de la morfologia atipica con la
leucocitosis al diagndstico, y sobre todo mostrando que la LPA M3v no tenia un valor
pronostico independiente de la cifra de leucocitos para predecir la recaida leucémica.
Otro marcador controvertido en la LPA era la expresion del antigeno CD56 (factor de
adhesion neural) en la superficie de los blastos leucémicos. Aunque este se habia
asociado a infiltracidon y recaida extramedular en la LMA, y en la LPA habia dos
estudios que sugerian una mayor tasa de recaidas en la LPA CD56 positiva, el nimero
de pacientes estudiados era relativamente escaso y en ningun estudio se realizdé un
analisis multivariante junto a otros potenciales factores de riesgo. El trabajo del grupo
PETHEMA, realizado en una amplia serie de pacientes homogéneamente tratados,
demostré que la expresién de CD56 era un factor pronéstico independiente para la
recaida hematoldgica (tanto medular como extramedular) (Articulo Anexo 6). Se
concluyé que la expresion de CD56 podia ser Util para disefiar esquemas terapéuticos
adaptados al riesgo de recaida, y, de hecho, el actual protocolo PETHEMA LPA2012
tiene en cuenta la expresion de este marcador a la hora de estratificar los pacientes.
Asi, cuando un paciente con LPA de riesgo bajo de recaida, segin el modelo
predictivo basado en leucocitos y plaquetas, tiene blastos CD56 positivos, se le indica
la consolidacion del grupo de riesgo intermedio. De la misma forma, los pacientes de

riesgo intermedio con LPA CD56 positiva seran tratados con el esquema de alto
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riesgo. El futuro andlisis de este protocolo esclarecerd si esta nueva estrategia
adaptada al riesgo consigue disminuir la elevada incidencia de recaida en los
pacientes con LPA CD56 positiva. Por otra parte, el impacto de CD56 sobre la recaida
en el sistema nervioso central fue publicado por el grupo PETHEMA en un analisis
especifico sobre los factores de riesgo para esta complicacion (Articulo Anexo 7). En
ese estudio se describié una incidencia global de recaida meningea en la LPA
relativamente baja (1%), y esta fue mas frecuente en los pacientes con mas de 10 x
10°%L leucocitos en SP, en aquellos que desarrollaron hemorragia cerebral durante la
fase de induccién, y en aquellos con blastos CD56 positivos. Sin embargo, la
expresion de CD56 no fue incluida en el analisis multivariante ya que ese dato no
estaba disponible en aproximadamente la mitad de los casos. A raiz de este estudio,
en el protocolo LPA2012 se decidié administrar quimioterapia intratecal profilactica en
las consolidaciones a los pacientes con hemorragia intracraneal durante la induccion.
La eficacia de esta estrategia adaptada al riesgo para reducir la incidencia de recaida

meningea debera ser explorada en en el analisis definitivo del protocolo LPA2012.
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Conclusiones

Este proyecto de Tesis Doctoral se ha centrado en el andlisis de una amplia
serie de pacientes diagnosticados de LPA tratados con esquemas terapéuticos

basados en la combinacién de ATRA y antraciclinas. Sus conclusiones son:

1. El analisis del protocolo LPA99 demostré que, mediante la aplicacion de
una estrategia de tratamiento adaptado al riesgo de recaida, se pudo
optimizar la intensidad de la quimioterapia de consolidacién, resultando en
una mejoria global de la SLE y CIR comparado con el anterior protocolo
LPA96.

2. Los esquemas quimioterapicos basados en ATRA y antraciclinas mostraron
una excelente eficacia antileucémica, sin resistencias en la fase de
induccién, y con un pequefio porcentaje de recaidas leucémicas, lo que se

tradujo en una SG superior al 80% en los pacientes con LPA.

3. La tolerabilidad, toxicidad, y cumplimentacion de estos protocolos fue
aceptable. Aln asi, la muerte por toxicidad en RC seguia siendo una causa

no infrecuente de fallo terapéutico.

4. La muerte en induccion fue, junto a la recaida leucémica, la causa mas
comun de fracaso terapéutico. El conocimiento de las complicaciones
amenazantes para la vida, como el sindrome de diferenciacion, fue
considerado un pilar fundamental de los estudios de investigacion clinica

para mejorar los resultados en la LPA.

5. El estudio de la incidencia, caracteristicas y factores de riesgo para el
sindrome de diferenciacion permiti6 conocer con detalle la magnitud de
esta complicacidon de la induccién, asi como establecer las pautas de
profilaxis con dexametasona adaptada al riesgo que se aplicaron en

protocolos sucesivos.

6. La identificacion de nuevos factores prondsticos para predecir la recaida
leucémica fueron considerados necesarios para intentar refinar los indices
pronésticos, con el fin de mejorar las estrategias de tratamiento adaptado al

riesgo.

7. El estudio del impacto pronéstico de FLT3, de marcado indole traslacional,
permitié conocer las caracteristicas clinicas y bioldgicas asociadas a esta
mutacién en la LPA. Este analisis concluy6 que estas mutaciones no tenian

un valor prondstico independiente de la cifra de leucocitos, por lo que se
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descartd su incorporacion como factor a tener en cuenta en los algoritmos

de tratamiento adaptado al riesgo.

Este conjunto de estudios ha permitido un concimiento profundo y un
avance en el manejo de la LPA en sus sucesivas fases de tratamiento. Sin
embargo, con el advenimiento de nuevos regimenes terapéuticos sin
quimioterapia para la LPA (ATO y ATRA), los hallazgos reportados aqui

tendran que ser evaluados en un nuevo contexto terapéutico.
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