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SESION PLENARIA

SP-001

LA CARACTERIZAC!()N A NIVEL DE CELULA UNICA DEL MICROMEDIOAMBIENTE INMUNE
DEL MIELOMA MULTIPLE IDENTIFICA A LOS LINFOCITOS T CD27 NEGATIVOS COMO
ESPECIFICOS DE TUMOR

Pérez Cristina!, Botta Cirino?, Puig Noemi®, Cedena Maria-Teresa*,
Cordon Lourdes®, Rosifiol Laura®, Oriol Albert’, Blanchard Maria-Jesus?,
Rios Rafael’, Sureda Anna'®, Martinez Rafael'; Martin Jests'?
Bargay Joan'®, De la Rubia Javier®, Orfao Alberto!, Maria-Victoria
Mateos', Juan-José Lahuerta*, Bladé Joan®, San Miguel Jests F,

Paiva Bruno!

Clinica Universidad de Navarra; *Annunziata Hospital Cosenza; *Instituto de
Investigacion Biomédica de Salamanca; *Hospital Universitario 12 de Octubre;
SInstituto de Investigacion Sanitaria La Fe; *Hospital Clinic i Provincial; 7Insitut
Catala d’Oncologia; SHospital Ramén y Cajal; *Hospital Universitario Virgen
de las Nieves de Granada; "*Hospital de la Santa Creu i Sant Pau; "' Hospital
Clinico San Carlos; *Hospital Universitatio Virgen del Rocio; "*Hospital Son
Llatzer; “Universidad de Salamanca; "Hospital Universitario de Salamanca

Introduccion: El uso estandarizado de fadrmacos inmunomoduladores
y el avance de nuevas inmunoterapias en mieloma mltiple (MM), ins-
tan a optimizar las estrategias de inmunomonitorizacién para que pue-
dan contribuir a individualizar el tratamiento de los pacientes en base
a su estado inmunolégico. Sin embargo, sigue sin conocerse el fenotipo
de subpoblaciones celulares clinicamente relevantes para una monito-
rizacién inmunoldgica eficaz, como es el caso de los linfocitos T.

Métodos: Se ha realizado un anélisis detallado de linfocitos T infil-
trantes de tumor mediante secuenciacién combinada de ARN y TCR
de célula-tnica (scRNA/TCRseq) y citometria de flujo multidimensional
(CEM) de 17 colores. Para determinar el significado clinico de subpo-
blaciones T con distinto fenotipo, se ha estudiado el micromedioam-
biente inmune utilizando un método de andlisis semiautomatizado a
partir de datos de CFM en pacientes con MM de nuevo diagnéstico in-
cluidos en el ensayo clinico PETHEMA/GEM2012MENOS65 (n=231).

Resultados: Se estudiaron 56,522 linfocitos T de 9 pacientes con MM
mediante scRNA/TCRseq. Este analisis revel6 90 clonotipos diferentes
(mediana de 12 por paciente), la mayoria en linfocitos T CD27- (74/90).
La base de datos VDJB predijo que las secuencias CDR3 de los clonoti-
pos efectores/exhaustos de linfocitos T CD27- reconocian epitopos re-
lacionados con MM. En pacientes seleccionados, realizamos la
secuenciacién del exoma y del ARN de células tumorales y analizamos
su perfil HLA. Utilizando la herramienta T-Cell Epitopes — MHC Binding
Prediction encontramos que las proteinas expresadas por genes mutados
en las células plasmaticas podian unirse a moléculas de HLA I y poten-
cialmente ser reconocidas por linfocitos T CD27- clonotipicos. Por otro
lado, el andlisis de genes diferencialmente expresados desvel6 que los
linfocitos T CD27- eran principalmente CD8 e incluian subpoblaciones
senescentes, efectoras y exhaustas, mientras que las células T CD27+
eran principalmente CD4 y las CD8 restantes tenfan un fenotipo inmu-
nosupresor. Estos resultados se validaron por CEM de 17 colores, y se
observé una mayor reactividad para PD1, TIGIT, BTLA y TIMS3 en lin-
focitos T CD27+. El significado clinico de la expresién de CD27 en cé-
lulas T se estudi6 mediante el andlisis masivo de datos
inmunofenotipicos que permitia la monitorizacién de 25 subpoblacio-

nes celulares en el micromedioambiente inmune del MM. E1 ISS y la
ratio entre las células T CD27-/CD27+ (HR:.09, P=.04) surgieron como
factor pronéstico independiente para la supervivencia libre de progre-
sién (SLP). Las tasas de SLP a 3 afos de pacientes con ratios T CD27-
/CD27+ elevados vs bajos fueron 94% vs 71% (P=.02), respectivamente.
Ademds, observamos que combinando la ratio de células T CD27-
/CD27+ (HR:.21, P=.013) y el ISS (HR:1.41, P=.015) se obtiene una pun-
tuacién prondstica mejor que la de cada pardmetro por separado
(HR:.06, P=.007).

Conclusion: Mostramos por primera vez que los linfocitos T poten-
cialmente especificos de tumor son CD27- y que su abundancia en el
micromedioambiente inmune tiene valor prondstico. Debido a que este
marcador es estdndar en la caracterizacién inmunofenotipica del MM,
estos resultados son facilmente aplicables para una inmunomonitoriza-
cién eficaz de los linfocitos T en estos pacientes.

Hematologia y Hemoterapia | 2020 | 1



Sesion Plenaria

SP-002

NIVELES DE FXI COMO NUEVO FACTOR DE RIESGO INDEPENDIENTE EN EL SINDROME
ANTIFOSFOLIPIDO: DESARROLLO DE UNA NUEVA ESCALA PREDICTIVA: APS-FXI

De la Morena-Barrio ME!, Pagan-Escribano ], Roldan V!, Lépez-Arribas
A3, Lozano ]!, Herndndez-Vidal MJ?, De la Morena-Barrio I*,
Vicente V!, Herranz MT?, Corral J!

'Servicio de Hematologia y Oncologia Médica, Hospital Universitario Morales
Meseguet, Centro Regional de Hemodonacion, Universidad de Murcia, INMIB-
Artixaca, CIBERER, Murcia, Espaiia; *Servicio de Medicina Interna, Hospital
Universitario Morales Meseguet, Murcia, Espaiia; *Werfen, Valencia, Espaiia;
4Setvicio de Reumatologia, Hospital Clinico, Valencia, Espaiia

Introduccion: Los eventos trombéticos son la principal complicacién y
responsables de la alta morbimortalidad en pacientes con anticuerpos
antifosfolipidos (aPL). Aunque se conoce que factores de riesgo cardio-
vascular o los propios anticuerpos estan implicados en estas complica-
ciones, y se han desarrollado escalas predictivas como la aGAPSS, la
identificacién de nuevos predictores del desarrollo de eventos trombé-
ticos en pacientes con aPL sigue siendo un objetivo prioritario. El FXI
es un candidato excelente por dos razones: 1) Los niveles de FXI se re-
lacionan con el desarrollo de eventos trombéticos en dos sentidos: el
aumento de FXI (>150%) es factor de riesgo trombético, y la deficiencia
de FXI es un nuevo factor protector antitrombético. 2) El FXI es una
proteina que se une a fosfolipidos y por tanto podria ser diana de aPL.
Por ello, el objetivo de nuestro estudio fue analizar los niveles de FXI
en pacientes con aPL.

Meétodos: Incluimos 194 pacientes consecutivos con aPL: 112 con sin-
drome antifosfolipido primario (SAF) y 82 asintomaticos. El FXI se eva-
lué por western blot y por dos métodos coagulométricos (FXI:C)
empleando silica y dcido eldgico como activadores. El gen F11 se estudié
por secuenciacién masiva (lon Torrent) y MLPA. Los estudios estadis-
ticos incluyeron regresion logistica binaria y curvas ROC.

Resultados: La Tabla 1 resume los datos demograficos, factores de
riesgo cardiovascular, caracteristicas de los aPS y resultados de FXI en
nuestra cohorte. Los valores de FXI:C fueron significativamente mayo-
res en SAF que en asintomaticos. Los casos con valores elevados de
FXI:C (>150%) fueron 15 veces superiores en SAF y, por el contrario,
los casos con deficiencia (<70%) fueron 5 veces mds frecuentes en el
grupo de asintomaticos. Dos pacientes con aPL presentaban una defi-
ciencia congénita de FXI CRM- causada por la mutacién p.Glu135Ter,
mutacién fundadora y frecuente en judios Askenazis. En los restantes
pacientes con deficiencia de FXI, los estudios de western blot, no mos-
traron reduccién de niveles antigénicos, y los ensayos de dilucién con-
firmaron la presencia de un inhibidor. El estudio multivariado confirmé
la dislipemia, el anticuerpo aB2GPI IgG, y el anticoagulante lGpico como
factores de riesgo independientes para SAE pero también demostrd que
los niveles de FXI, tanto exceso como deficiencia, son los factores pre-
dictivos mds potentes de SAF: FXI:C>150% incrementando el riesgo
(OR: 14.95; IC95%: 1.95-114.83) y EXI:C <70% protegiendo (OR: 0.20;
1C95%: 0.05-0.76). Nuestro nuevo modelo predictivo, APS-EXI, basado
en los coeficientes y que incluye por primera vez los niveles de FXI,
se ajusté mucho mejor en la prediccién de SAF que el modelo aGAPSS
(Figure 1).

Conclusion: Nuestro estudio muestra por primera vez el valor pronds-
tico de los niveles de FXI en sujetos con aPL. Los niveles elevados de
FXI (>150%) aumentan el riesgo de sufrir SAF y la deficiencia de FXI
(<70%), bien sea congénita (un desorden subestimado en heterocigosis),
o adquirida como consecuencia de los aPL, protege de sufrir eventos
trombéticos y por tanto de SAE Hemos desarrollado una nueva escala
predictiva de SAF en sujetos con aPL con alta sensibilidad y especifici-
dad que incluye los niveles de FXI. Todos estos resultados apoyan el
uso de la nueva escala tras su validacién correspondiente por otros gru-
pos.

2 | Hematologia y Hemoterapia| 2020

Tabla 1. Caracteristicas de los sujetos con anticuerpos antifos-
folipido (aPL) de nuestra cohorte. También se indican los poten-
ciales factores de riesgo asociados con el sindrome antifosfolipido
(SAF) identificados por el estudio univariante.
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Figura 1. Curvas ROC de las escalas APS-FXI (azul) y aGAPSS (rojo)
en la prediccion de SAF en nuestra cohorte de pacientes con antic-
uerpos antifosfolipidos.
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SP-003

LA PRESENCIA DE LA DELECION 3' DE IGH SE ASOCIA CON MUTACIONES EN NOTCH1, ViA
DE RAS Y TRAF3 Y MENOR TIEMPO HASTA EL PRIMER TRATAMIENTO EN LLC

Pérez Carretero C!, Herndndez Sanchez M!, Quijada Alamo M!,
Gonzalez T!, Martin Izquierdo M!, Matias Martin J', Lumbreras Gon-
zalez E!', Gonzélez Briones S!, Rodriguez Iglesias I', Ramos MA?,
Rodriguez JN3, Olazédbal J4, Garcia Coca A’ Rubio A¢ Davila J’,
Gonzélez Gascén y Marin I8, Herndndez Rivas JA®, Benito Rocio!,

Rodriguez Vicente AE!, Herndndez Rivas JM!

"Universidad de Salamanca, IBSAL, Centro de Investigacion del Cdincer,
IBMCC-CSIC, Salamanca, Spain.; *Setvicio de Hematologia, Hospital Uni-
versitario de Salamanca; 3Servicio de Hematologia, Hospital Juan Ramén Jime-
nez, Huelva, Spain; “Servicio de Hematologia, Hospital Universitatio de Burgos;
3Servicio de Hematologia, Hospital Clinico, Valladolid, Spain., *Servicio de He-
matologia, Hospital Miguel Servet, Zaragoza, Spain; ?Servicio de Hematologia,
Hospital Nuestra Sefiora de Sonsoles, Avila, Spain; *Servicio de Hematologia.
Hospital Universitatio Infanta Leonor. Universidad Complutense. Madrid,
Spain

Introduccion: Los reordenamientos del gen IGH son un evento poco
comun en la Leucemia Linfatica Crénica (LLC). Ademads de estas trans-
locaciones, se han descrito deleciones intersticiales que incluyen este
gen (localizado en la regién 14q32.33). Sin embargo, no se conoce en
profundidad su impacto clinico ni los mecanismos moleculares subya-
centes a estas alteraciones. El objetivo de este estudio es analizar el per-
fil mutacional en enfermos de LLC con delecién parcial o intersticial de
IGH para elucidar los mecanismos de patogenicidad y su impacto cli-
nico.

Métodos: Un total de 2500 pacientes de LLC registrados en la base de
datos de citogenética del Hospital Universitario de Salamanca se anali-
zaron mediante FISH con una sonda ‘break-apart’ (Vysis) que cubre el
gen IGH. Se consideré la presencia de microdelecién de IGH en aquellas
muestras con una pérdida de un extremo de la sonda con un ‘cut
off’>20% de las células de sangre (microdel-IGH). Ademads, se utilizé
el panel de 4 sondas de LLC para del(11)(q22)/ATAM, del(13)(q14.3),
del(17)(p13)/TP53 y +12. Se evalué mediante un panel personalizado
de NGS el estado mutacional de 54 genes relacionados con la patogé-
nesis de la LLC en muestras no tratadas de 315 LLCs (50 con microde-
lecién de IGH y 265 controles), con la plataforma NextSeq (Illumina).

Resultados: Un total de 50 LLCs presentaban una delecién del extremo
3’ de 300kb del gen IGH mediante FISH (microdel-IGH). La presencia
de esta alteracién se asociaba con un menor tiempo hasta el primer tra-
tamiento (TPT) respecto a las LLCs con alteraciones citogenéticas de
buen pronéstico (13- o FISH normal) (mediana no alcanzada vs. 36
meses; p=0.0001), y similar al de aquellas con pronéstico intermedio
(+12) (36 vs 50 meses; p>0.05).

En cuanto al perfil mutacional, el 93% de los pacientes microdel-IGH
presentaban al menos una mutacién en alguno de los genes analizados.
Ademas, el 80% tenia dos mutaciones o mds y la mediana de mutacio-
nes por paciente fue 3 (0-6). E1 43% tenian mutaciones en NOTCH1, el
23% en ATM, 20% en algin gen de la via de RAS (BRAE, KRAS, NRAS
y MAP2K 1)y el 16.7 % presentaba mutaciones en TRAF3. Las mutacio-
nes en NOTCH1, via de RAS y TRAF3 se asociaban con la presencia de
microdel-IGH (p=0.004, p=0.008, »<0.0001 respectivamente). Los pa-
cientes con TRAF3 mutado presentaban mas de una mutacién en dicho
gen siendo al menos una mutacién truncadora. De manera interesante,
este gen se localiza en la regién 14¢32, una zona muy préxima al gen
IGH, por lo que podria estar incluido en la delecién también sugiriendo
una inactivacién bialélica de TRAF3 en estos enfermos.

Los pacientes con midrodel-IGH y mutaciones en TRAF3 presenta-
ban un menor tiempo hasta primer tratamiento (5 vs. 53 meses,
p=0.008), aunque no se observaba impacto en la supervivencia de los
pacientes. Por otra parte, las mutaciones de la via de RAS si contribuian
a una menor supervivencia global en este subgrupo. (58 vs. 164 meses,

=0.02).
b Conclusiones: Los enfermos de LLC con microdelecién del extremo 3’
de IGH presentaban un menor tiempo hasta el primer tratamiento que
las LLCs con del(13q) o FISH normal. Los pacientes con esta alteracién
citogenética presentan un perfil mutacional caracteristico con mayor
frecuencia de mutaciones en NOTCH1, via de RAS y TRAF3, cuya con-
currencia podria agravar el prondstico de los pacientes.

PI18/01500; F119/00191-ISCIII (CPC); CD19/00222-ISCIII (MHS);
JCyL (MQA, MMI); FEHH (AERV)
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SIGNIFICADO CLINICO-BIOLOGICO DE UNA HEMATOPOYESIS DISPLASICA EN PACIENTES
CON MIELOMA MULTIPLE DE NUEVO DIAGNOSTICO
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Introduccion: Algunos pacientes con mieloma multiple (MM) desarrol-
lan un sindrome mielodisplasico (SMD). Si bien esto se ha asociado al
tratamiento, cabe considerar que los individuos con una gammapatia
monoclonal de significado incierto (GMSI) también tienen un riesgo in-
crementado de SMD, y que por tanto podria haber una hematopoyesis
displasica de base previa al tratamiento. Sin embargo, se desconoce la
incidencia y las consecuencias de una hematopoyesis displasica al dia-
gnoéstico en MM.

Métodos: En este estudio, hemos utilizado la citometria de flujo mul-
tidimensional para detectar prospectivamente la presencia de alteracio-
nes fenotipicas asociadas a SMD (AF-SMD) en la médula 6sea de 285
pacientes con MM incluidos en el ensayo clinico PETHEMA/
GEM2012MENOSG65. Los genes recurrentemente mutados en SMD fue-
ran secuenciados en bulk y single-cell en progenitores CD34+ (y pobla-
ciones displasicas) de 67 pacientes con MM. También hemos
investigado la importancia clinica de las AF-SMD (en monocitos) en una
serie mas amplia de 1.252 pacientes incluidos en cuatro protocolos PE-
THEMA/GEM.

Resultados: Al diagnéstico, 33/285 (11.6%) casos mostraron AF-SMD.
La secuenciacién dirigida a los genes recurrentemente mutados en SMD
revel6 una hematopoyesis clonal en 13/26 (50%) casos con AF-SMD
frente a 9/41 (22%) sin AF-SMD. Los genes TET2 y NRAS fueron los
mads frecuentemente mutados. La dindmica de AF-SMD desde el dia-
gndstico hasta al dia +100 tras trasplante autélogo en 86 pacientes, mo-
stré que en la mayoria de los casos (69/86, 80%), las AF-SMD
persistieron o permanecieron ausentes en pacientes con o sin AF-SMD
al diagnéstico, respectivamente. Cabe destacar que raramente surgieron
mutaciones asociadas a SMD después de altas dosis de quimioterapia.
Basdndonos en el anélisis de citometria de flujo multidimensional,
hemos observado que los pacientes con AF-SMD presentaban altera-
ciones en la hematopoyesis y en la distribucién de células Treg en el
microambiente tumoral. Cabe sefialar que la presencia al diagnéstico
de AF-SMD en monocitos se correlaciond con un mayor riesgo de to-
xicidad hematolégica durante el tratamiento, y se asocié de forma in-
dependiente con una menor supervivencia libre de progresion (hazard
ratio:1.5, P=.02) y supervivencia global (hazard ratio:1.7, P=.01).

Conclusiones: Este estudio revela la importancia clinico-bioldgica de
una hematopoyesis displdsica en pacientes con MM de nuevo diagné-
stico, que se puede examinar con sensibilidad moderada utilizando ci-
tometria de flujo multidimensional.
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TRATAMIENTO DEL TROMBOEMBOLISMO VENOSO AGUDO ASOCIADO A CANCER EN
PACIENTES CON TROMBOPENIA: ANALISIS DEL REGISTRO RIETE
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Introduccion: El tratamiento del tromboembolismo venoso (TEV) en
pacientes con cancer y trombocitopenia constituye un reto debido a la
percepcién de un mayor riesgo de complicaciones hemorrégicas, exi-
stiendo discrepacias en las recomendaciones de diferentes guias clini-
cas.

Material y Métodos: Con los datos del Registro RIETE, hemos evaluado
los resultados a 10 dias y a 30 dias en pacientes con cancer activo y TEV
agudo, en funcién del recuento de plaquetas en el momento del diagné-
stico del episodio trombético.

Resultados: Se incluyeron 15.337 pacientes con TEV asociado a cancer
activo, registrados en RIETE hasta diciembre de 2018: 166 (1,1%) pre-
sentaban <50x10° plaquetas/L (trombopenia grave), 711 (4,6%) 50-
99x10° plaquetas/L (trombopenia leve) y 14.460 (94,3%) =100x10°
plaquetas/L (recuento plaquetario normal). Los pacientes con trombo-
penia grave tenfan con mayor frecuencia un tumor hematolégico (31%
vs 6%) o recibian tratamiento quimioterapico (69 % vs 42%), y presen-
taban una menor probabilidad de presentacién en forma de embolia de
pulmoén (44% vs 54%).

La mayoria de los pacientes en todos los subgrupos recibieron trata-
miento inicial con heparina de bajo peso molecular (HBPM), pero la
dosis diaria fue significativamente menor en los pacientes con trombo-
penia grave (<150 UI/Kg en el 62% de los pacientes y <100Ul/kg en el
42%) (Tabla 1).

Tabla 1. Estrategias de tratamiento.

Trambopenis grive TromBapenis leve | Ratuet normal
CHOMOfA | BO-Amcut/pn A0S L [T
Pacwates, b I T £ ‘e
:amm safetan | 6aeamy o -z 107 (354
-
Fhegera no fraccionede ] 14 el a5 {6.5%) Tod [
Hpr airen | 109w a0 ()’ 13,140 {31}
Flomis mdia de HARLY AR 1308 183 pa8° 1Tledd
g
« <100 R 15 (718 a0y @ {1 5 T
100130 Wifigiia 1L 24 (2w AT 2509 (19%)
»1%0 g & [’ a5 ars’ 00 (5]’ 7% T
Fedanar num a JiW) 0 (2ER)" 166 1.1
[ ] ] ) FL TR
Trombty o 1L E(0L3%) 100 ™
FaTi 8 A ik 1wy’ 9 9w B0 2, 1%) 208 [1,5%)
T — &2 10(7.24%)° 213,08 2861200

Reeferancia, pacienas con mecusnto nomak o =0,05; fp «0,01; ip a0,

La mortalidad global decrecia de forma progresiva conforme aumen-
taba el recuento plaquetario (12%, 9,4% y 3,3% respectivamente a 10
dias; 27 %, 18% y 9,4% a 30 dias). Sin embargo, la tasa de hemorragia
mayor era similar (1.2%, 2,5% y 1,3% respectivamente a 10 dias; 2,4 %,
4,4% y 2,2% a 30 dias). No se encontraron diferencias significativas en
la tasa de recurrencia trombembdlica a 10 o 30 dias (Tabla 2).

En el andlisis multivariante los pacientes con trombopenia grave, en
comparacién con aquellos con recuento plaquetario normal, mostraban
un riesgo similar de hemorragia mayor a 10 dias (OR 0,84; IC95% 0,20-
3,49) y a 30 dias (OR 0,90; IC95% 0,32-2,49), mientras que los pacientes
con trombopenia leve presentaban un riesgo incrementado, tanto a 10
(OR 2,11; IC95% 1,27-3,49) como a 30 dias (OR 1,91; I1C95% 1,29-
2,84).

Conclusiones. La existencia de una trombopenia en el momento del
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diagnéstico de un TEV asociado a cancer no es inusual. En la serie pro-
spectiva de pacientes con TEV agudo asociado a cancer y trombopenia
grave mas numerosa hasta la fecha, el uso inicial de HBPM a dosis in-
feriores a las recomendadas parece una estrategia segura. Sin embargo,

existe una correlacién inversa entre recuento plaquetario basal y mor-
talidad.

Tabla 2. Eventos a 10 y 30 dias, seglin el recuento basal de pla-
quetas.

Trombopeds grave Trombopenia eve | Recusnto normal
1 _=a0000/ul | 0-49.000fpL | 50-89,000/il 100,000 L
Pockentes. N o 1 i T4 860
Frentos o 10 dien
Hemorragla mayor 0 2[LA%) pLIFE L 182 (LY%)
TEW recurnence Q ] 2 (L%} B9 |0,6%)
Mutite 1(1.1%) FETHE LT & [Ban) a79(1,1%)
- pOF REmarTIE 0 10w ¥aam) 25 10.1%)
= por EP o 3[1.I%) 10 [1.5%) ITY(LI™]
Frentod o B cien
Hemarragia muyor Q 42,595 31 (848 3222
TEY refurranse Ll FIFEL Y A dain) S LR
Mlutrte 414%) 41 30%)" 127 [18M)" 1,350 {9.4%)
= [por hamarTagia 1} I[N 5 [0, 7%) 61 |0.4%)
|_-porEP Lt ALON| L2[NIN] s
teferoncin. pociontos con recuemio nomal: "p =<0.08: fp <0.01: fp <0000

‘SP-006

IMPACTO DEL ESTADO ALELICO DE LAS MUTACIONES DE TP53 EN LEUCEMIA MIELOIDE
AGUDA (LMA)
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Introduccion: Como en otras neoplasias, las mutaciones somaticas de
TP53 en LMA son consideradas de muy mal prondstico (2017 ELN re-
commendations). Estan presentes en el 5-10% de LMA de novo y con
mayor frecuencia en pacientes de edad avanzada (70%) y LMA secun-
daria (30%) y se asocian a la presencia de cariotipo complejo. Las mu-
taciones de TP53 pueden aparecer en estado mono o bi-alélico. En
sindromes mielodisplasicos las mutaciones mono-alélicas tienen el
mismo prondstico que la ausencia de mutaciones de TP53 (Bernard E,
et al. Nat Medicine 2020). El significado del estado alélico mutacional
de TP53 en LMA es desconocido.

Meétodos: Analizamos el estado alélico de las mutaciones de TP53 en
231 pacientes con LMA de novo de un tGnico centro tratados homogé-
neamente siguiendo protocolos vigentes de PETHEMA y su impacto
en los resultados. La citogenética convencional, FISH y el panel de genes
por NGS se realiz6 mediante métodos estandar al diagndstico a partir
de ADN gendémico de médula ésea. Todas las muestras procedian del
Biobanco La Fe. El estado alélico se definié siguiendo la clasificacion
descrita por Bernard er al. Los andlisis estadisticos se realizaron utili-
zando la plataforma estadistica R.

Figura 1. Resultados a largo plazo de pacientes con LMA de novo
segln el estado alélico de TP53. Supervivencia global (A), super-
vivencia libre de enfermedad (B) e incidencia acumulada de recaida
(C) segun el estado alélico mutacional de TP53. En las graficas A
indica grupo monoalélico, B bialélico y C Wild-Type (WT). En (D) se
muestran los resultados del analisis de regresion de riesgos pro-
porcionales para supervivencia global, supervivencia libre de enfer-
medad y supervivencia libre de recaida comparando los 3 grupos
de estado alélico.

r
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Resultados: La mediana de edad fue de 57 afios (intervalo, 17-88) y
136 (59%) eran hombres. Segun el cariotipo los pacientes se estratifica-
ron en riesgo favorable (7 %), intermedio (68%) y adverso (26%). Los
genes mutados mas frecuentemente fueron NPA1 (34%), DNMT3A
(26%), FLT3-ITD (23%), TET2 (19%), RUNX1 (17 %), SRSF2 (14%),
IDH2 (12%), ASXL1 (12%) y NRAS (11%). En 29 pacientes (13%), de-
tectamos 35 variantes missense en TP53 (9 en los hot-spots més comunes;
R273, R248, Y220 y R175). Ademas, 10 pacientes (4,3%) presentaron
alteraciones citogenéticas que afectaban al gen TP53. Los pacientes se
agruparon en: 1. Mutacién mono-alélica (n = 13); 2. Mutaciones multi-
ples sin afeccién del locus TP53 (n = 5); 3. Mutacién y delecién simul-
tdnea (n=11). Ademas, 6 pacientes presentaron alteraciones en el chr17
sin mutaciones en el gen TP53. Finalmente, considerando el nimero de
mutaciones y la presencia de deleciones concomitantes que afectaban
a TP53 los pacientes se clasificaron en 3 grupos: monoalélico (n=13),
multi-hit (bialélico; n=16) y wild-type (WT; n=202). La tasa de remisién
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completa fue similar en WT y monoalélico (P = 0,5) y muy inferior a
ambos en bialélico (P = 0,003 y 0,015 respectivamente). La superviven-
cia global del grupo bialélico fue mds corta que la del monoalélico (P =
0,006) y WT (P <,0001) mientras que fue similar en monoalélico y WT
(P =0,79) (Figura 1). El riesgo de recaida (RR) del grupo WT y monoa-
[élico fue similar (P = 0,63).

Conclusiones: Estos datos muestran que el estado alélico de TP53 es
de gran importancia pronéstica en LMA y deberia ser tenido en cuenta
para la estratificacién prondstica y planificacién del tratamiento. Los
pacientes con mutaciones monoalélicas no deberian considerarse de
alto riesgo. De confirmarse estos resultados en series mas amplias, el
estudio del estado alélico de TP53 deberia ser obligatorio en la LMA e
incluido en futuras actualizaciones de las 2017 ELN recommendations.

Los autores declaran no tener ningiin conflicto de interés

Financiacion: CB16/12/00284, FEHH; ISCIII: P116/011113, P116/00665,
PI18/01472, P118/01340 P119/0730 y PI119/00812; Comisién Europea;
IMI2 Exp.116026 y GVA/2018/004.
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IMPACTO DE LA EXPRESION DE LAS ISOFORMAS DE TP53 EN EL PRONOSTICO DEL
MIELOMA MULTIPLE
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Introduccion: Se han descrito al menos 9 isoformas de mRNA del gen
TP53, como resultado de la combinacién del splicing alternativo, el uso
de promotores y/o sitios de inicio de transcripcién alternativos. Estas
isoformas de p53 pueden agruparse en 5 subclases dependiendo del me-
canismo que dio lugar a su formacién: subclase &, subclase B, subclase
Y, subclase TA/A40, y subclase A133. Aunque la desregulacién de la ex-
presién de las isoformas de p53 se ha asociado con el pronéstico en va-
rios tipos de cdncer, hasta ahora no hay estudios que evalden la
expresion de estas en el mieloma multiple (MM).

Objetivo: Analizar la expresion relativa de las isoformas de p53 a nivel
de mRNA en muestras de pacientes con MM y evaluar su impacto en
la supervivencia.

Meétodos: Se incluyeron en el estudio 127 muestras de pacientes diag-
nosticados de MM que recibieron tratamiento seglin el ensayo
GEM2012MENOS65 (induccién con VRD, trasplante autélogo y con-
solidacién con VRD). Se purificé el RNA total a partir de células plas-
maticas purificadas CD138+ de aspirados medulares, y se obtuvo el
cDNA. La expresion del gen y de las isoformas de p53 fue analizada
mediante real-time qPCR (RT-qPCR) (Khoury MP et al., 20183). La esti-
macién de las curvas de supervivencia se realiz6 mediante el método
de Kaplan-Meier y su comparacién con la prueba de log-rank. La prueba
de chi-cuadrado y test de Fisher se utiliz6 para el andlisis de asociacién
entre las variables categéricas. Todos los andlisis estadisticos se llevaron
a cabo utilizando SPSS v.22.0 y Simfit v.7.5.1.

Resultados: La RT-qPCR mostrd expresién del gen TP53 en todas las
muestras analizadas. Las subclases & y TA/A40 fueron las mds expre-
sadas, en el 100% y 99% de las muestras, respectivamente. La subclase
B fue detectada en 109/127 de los MM, la A133 en 87/127, y la subclase
Yy sélo fue detectada en 56/127 pacientes. Nuestros resultados mostra-
ron que una baja expresion de las isoformas &, B y Y se asocié con la
ganancia de 1q (p=0.015, p=0.009 y p=0.003, respectivamente). Ade-
mads, los pacientes con alto riesgo citogenético (t(4;14), t(14;16), y/6
dell7p) tuvieron mds frecuentemente baja expresién de la isoforma y
(p=0.0001). La supervivencia libre de progresién (SLP) y la supervivencia

global (SG) fueron significativamente menores en los pacientes con baja
expresién del gen TP53, y de las subclases & y A133 (p<0.05) (Figura
1). Cuando se analizaron de forma independiente los pacientes con
riesgo citogenético estandar, se distinguié un grupo de pacientes con
baja expresién de las isoformas & y Y, que tenia una SLP significativa-
mente menor. Sin embargo, no se encontraron diferencias estadistica-
mente significativas entre los pacientes con alto riesgo citogenético
basado en la expresién de las isoformas ot y Y.

Conclusiones: 1) Los bajos niveles de expresién del gen TP53 y de las
subclases de isoformas & y A133, se asociaron con pronéstico desfavo-
rable en los pacientes con MM con menos de 65 afios. 2) La evaluacién
de los niveles de expresién de las isoformas & y y permite distinguir
dentro de los pacientes con riesgo citogenético estandar un grupo de
pacientes con una SLP mds corta. 3) La cuantificacién de las isoformas
de p53 puede ayudar a refinar la clasificacién de riesgo citogenético en
los pacientes con MM.

Financiacion: Proyectos: PI16/01074, GRS1344/A16. EARR: Consejeria de
Educacién de CyL-fondos FEDER; INMK: FEHH; CDR: AECC

Figura 1. (A) Porcentaje de muestras de pacientes con MM que ex-
presan a nivel de mRNA cada subclase de isoformas de p53. (B)
Curvas de SLP de los pacientes con MM basado en la expresion del
gen TP53 y de las subclases de isoformas o y A133.
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Introduccion: La caracterizacién genémica es importante para predecir
el riesgo de progresién del mieloma multiple (MM) quiescente y es un
factor prondstico fundamental en la estratificacién de pacientes con
MM activo. Por este motivo, los pacientes estdn sometidos a reiterados
aspirados de médula dsea (MO) que, ademds de incémodos, pueden
aportar informacién genética limitada debido a la compleja heteroge-
neidad espacial de la enfermedad. Ante esto, la introduccién de nuevas
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técnicas no invasivas como el ADN circulante en sangre periférica (SP)
han demostrado una alta concordancia con los aspirados medulares
pero baja aplicabilidad. La célula tumoral circulante (CTC) es detectable
en la inmensa mayoria de pacientes con MM y su niimero absoluto es
prondstico per-se. Sin embargo, su utilidad como biopsia liquida en la
caracterizacién genética multirregional del MM est4 por dilucidarse.
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Figura 1.

Objetivo: Comparar el perfil genético de las CTC frente a las células
plasmaticas (CP) clonales en la MO y en plasmocitomas extramedulares
(EM), y evaluar el rendimiento de distintas técnicas para la caracteriza-
cién genética no invasiva del MM.

Métodos: Usamos separacion celular mediante FACS para aislar CTCs
y CP clonales de muestras pareadas de MO y SP de un total de 53 pa-
cientes. En 8 casos adicionales también separamos CP de plasmocito-
mas EM. En estos 8 casos con los tres clones disponibles realizamos
secuenciacién de exomas (WES) adaptada a poco material de partida,
en otros 10 casos con CPs pareadas de MO y SP usamos una tecnologia
comercial de marcaje molecular (10X Genomics), y en los restantes 35
muestras pareadas obtuvimos los perfiles de alteraciones en el nimero
de copias (CNA) mediante la plataforma Cytoscan HD (Affymetrix).

Resultados: Globalmente, el nimero y tipo de mutaciones no cam-
biaba significativamente entre los tres clones secuenciados (CPs de MO,
SPy EM) y las muestras tendian a agruparse a nivel de paciente en lugar
de a nivel de localizacién. De todas ellas, el 68% de estaba compartido
simultdneamente por todos los clones y, comparando a nivel de la en-
fermedad localizada, la CTC era capaz de recoger el 86 y 87% de las
alteraciones detectadas en MO y EM, respectivamente. Por el contrario,
aunque a frecuencias inferiores al 4%, la presencia de mutaciones es-
pecificas (no recurrentes en ningln caso y con un perfil altamente es-
pecifico de paciente) aportaba una nueva evidencia de la
heterogeneidad de la enfermedad y la capacidad de la CTC para captu-
rarla parcialmente. Mediante el uso de técnicas mds estandarizadas, los
resultados del WES tras marcaje molecular confirmaron el potencial de
la CTC al mostrar el 82% de las mutaciones detectadas en MO, asi
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como el 95% de las CNA de tamafio de brazo cromosémico. En el caso
de las translocaciones, posiblemente por limitaciones de la propia téc-
nica, la concordancia fue del 42%, aunque casi siempre manteniéndose
aquellas con relevancia prondstica [exceptuando una t(4;14)]. A través
de la plataforma Cytoscan HD pudimos corroborar también una con-
cordancia del 100% a nivel de brazo cromosémico.

Conclusiones: Los resultados de este trabajo sugieren que la cuantifi-
cacién, aislamiento y caracterizacién genémica de las CTC (mediante
técnicas con potencial para ser estandarizadas) podria ser una aproxi-
macién complementaria para la estratificacién de los pacientes con
MM, tanto a nivel medular como extramedular.

€0-003
FACTORES PREDICTIVOS DE PROGRESION EN UNA SERIE DE PACIENTES CON GAMMAP-

ATIA MONOCLONAL DE SIGNIFICADO INCIERTO CON CASI 20 A0S DE SEGUIMIENTO.
RELEVANCIA DE LAS CELULAS PLASMATICAS PATOLOGICAS

Garcia-Alaejos Ramén!, Puig Noemi!, Escalante Fernando?, Garcia de
Coca Alfonso®, Aguilera Carmen®, Lépez Rosa®, Barez Abelardo®, Alonso
José Maria’, Herndndez Roberto?, Garcia-Mateo Aranzazu®, Leoz Pilar!,
Gonzdlez-Calle Verénica!, Gutiérrez Norma C.!, San Miguel Jests F°,
Mateos Maria Victoria!, Gonzélez Marcos!, Garcia Sanz Ramén!

'Hospital Universitatio de Salamanca; *Complejo Asistencial Universitario de
Ledn; *Hospital Clinico de Valladolid; *Hospital General del Bierzo; *Hospital
Virgen del Puerto de Plasencia; *Hospital Suestra Sefiora de Sonsoles de Avila;
"Hospital Rio Cartién de Palencia; *Hospital General de Zamora; *Hospital Gen-
eral de Segovia; "°Clinica Universidad de Navarra

Introduccion: La gammapatia monoclonal de significado incierto
(GMSI) es muy frecuente, con una incidencia anual del 5% a partir de
los 70 anos. Se descubre por azar, pero puede evolucionar a mieloma
multiple (MM). Por ello, requiere seguimiento indefinido y supone un
problema de salud de gran magnitud, que precisa de atencién primaria
para su control. Ello obliga disponer de herramientas sencillas que per-
mitan predecir con exactitud qué pacientes tienen riesgo alto o bajo de
evolucién maligna y por ello precisan un control intensivo o relajado,
respectivamente. También se necesita conocer el impacto de la GMSI
sobre la supervivencia global en estudios de largo seguimiento.

Objetivos: 1) Identificar pacientes con GMSI que progresan a MM y
evaluar las caracteristicas clinico-biolégicas con mayor riesgo de pro-
gresién en una serie de largo seguimiento. 2) Analizar la mortalidad y
las causas de muerte para evaluar la posible relacién con la gammapatia.
Con ello se pretende ayudar a plantear estrategias de diagndstico y mo-
nitorizacién que supongan mejoras en salud y aumenten la eficiencia
del sistema sanitario.
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Pacientes y Métodos: En el servicio de hematologia del Hospital Uni-
versitario de Salamanca se seleccionaron pacientes con las siguientes
caracteristicas: diagnéstico de GMSI entre 1988 y 2006; disponibilidad
de dato clinicos, incluyendo nivel de inmunoglobulinas y estudio de
médula Ssea; seguimiento largo en el tiempo. Los datos fueron actuali-
zados y se hizo un andlisis estadistico de caracteristicas clinicas, evolu-
cién de la GMSI y supervivencia.

Resultados: Se seleccionaron 200 pacientes: con mediana de edad de
69 anos, ligero predominio de varones (58/42) y buen estado general
(95% con ECOG =1). El seguimiento medio fue de 18 afios, con 32 pro-
gresiones. No se alcanz6 la mediana de tiempo hasta la progresién, y el
porcentaje pacientes libres de progresién tumoral fue del 87%, 80%,
76%,69% y 67 % alos 5, 10, 15, 20 y 25 afios, respectivamente. La pro-
gresion fue més probable en pacientes con i) inmunoparesia completa,
ii) células plasmaticas patolégicas en médula 6sea >95% sobre el total
de células plasmaticas y iii) componente monoclonal >1,5 g/dL. Hubo
80 fallecimientos (58 sin progresién tumoral) con mediana de supervi-
vencia de 17 afios desde el diagnéstico y mediana de edad al morir de
83 anos. Las causas de muerte fueron: MM (n=17), infecciones (n=17),
neoplasias (n=16), cardiopatia (n=14), otras causas vasculares (N=5), in-
suficiencia renal (n=4) y otras (N=7).

Conclusiones: La probabilidad de transformacién de las GMSI en MM
en nuestra serie fue del 1,24% anual y empeor6 con componente-M
elevado, CP patolégicas elevadas o inmunoparesia. La supervivencia
global fue de 17 afios y la gammapatia tuvo poca influencia en ella.

C0-004

IMPACTO PRONOSTICO DELA CARDIOPATIAY LOS FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCU-
LAR EN EL MIELOMA MULTIPLE DE NUEVO DIAGNOSTICO. UN ESTUDIO DE BASE POBLA-
CIONAL

Rios-Tamayo Rafael!, Chang-Chan Daysis-Yoe-Ling?, Rodriguez-Bar-
ranco Miguel?, Salas Camacho Gemma!, Garrido Collado Pilar!,
Sainz Pérez Juan!, Sdnchez Pérez Maria José?

'Hospital Universitario Virgen de las Nieves; *Registro de Cdncer de Granada.
Escuela Andaluza de Salud Piiblica

Introduccion: El mieloma multiple de nuevo diagndstico (MMND) es
una neoplasia heterogénea considerada incurable cuya edad mediana
al diagnéstico es alrededor de 70 afios. La presencia de determinadas
comorbilidades tiene impacto prondstico y su incidencia aumenta con
la edad. La cardiopatia (CP) es una de las comorbilidades mas relevantes
y puede condicionar la estrategia terapéutica. La supervivencia global
(SG) del MM va aumentado progresivamente, por lo que la existencia
de factores de riesgo cardiovascular (FRC) adquiere especial relevancia
en esta poblacién en la que la mortalidad cardiovascular es alta.

Métodos: Todos los pacientes (pc) con MMND incluidos, de forma
prospectiva, en el Registro de MM clinico-epidemiolégico de nuestro
centro, desde 1993 a 2019, con registro de comorbilidades, han sido
analizados. La CP se ha dividido en los siguientes subtipos: arritmia
(AM), enfermedad valvular (EV), insuficiencia cardiaca congestiva
(ICC), enfermedad coronaria (EC), cardiopatia-otra (CO), cardiopatia
mixta (CM), y cardiopatia hipertensiva (CH). Hemos estudiado la pre-
sencia en pacientes con/sin CP de 4 FRC: hipertensién arterial (HTA),
diabetes mellitus (DM), obesidad (OB) e hipercolesterolemia (HC). La
OB se defini6é como un indice de masa corporal IMC) >=30 Kg/m?.

La SG ha sido calculada por el método de Kaplan-Meier, hasta el fin
de seguimiento (31 de diciembre de 2019), indicando en meses (m) la
mediana y el intervalo de confianza del 95% (IC 95%). Las diferencias
en las curvas se estimaron mediante la prueba log-rank. Se usaron las
pruebas T y chi-cuadrado para valorar las diferencias en las medias y la
comparacién entre variables categéricas, respectivamente.

Resultados: 601 pc con MMND han sido incluidos, 303 hombres
(50,4%) y 298 mujeres, edad mediana 68 (12-93). 127 (21,1%) pc pre-
sentan CP de forma basal: 35 AM, 8 EV, 35 ICC, 26 EC, 8 CO, 10 CM
y 5 CH. La edad media fue 72,1 versus (vs) 65,0 afios (p<,000) y el IMC
28,8 vs 27,8 (p=,047) en pc con/sin CP. La mediana de SG fue 31,3 m
(IC95%, 32,5-45,8) vs 42,7 m (33,9-51,4) en pc con/sin CF, respectiva-
mente (p=,011) (Figura 1). Existen diferencias significativas (p=,025) por
subtipo de CP: la EC se asocia con la mayor SG (mediana 38,8 m) y la
EV con la menor (mediana 12,7 m). La presencia de los FRC en pc
con/sin CP fue: HTA 67.7% vs 43,6% (p<,000), DM 31,5% vs 15,6%
(p<,000), OB 38,2% vs 25% (p=0,009), y HC 23,6% vs 16,9% (p=0,083).

Analizando los FRC de forma independiente a la presencia de CE, sélo
la HTA se asocia significativamente a una menor SG (p=,009).

Conclusion: Al menos 1 de cada 5 pc con MMND presenta CP en el
momento del diagnéstico. La presencia de CP en MMND se asocia de
forma significativa a mayor edad, mayor IMC y menor SG. El subtipo
de CP con mejor SG es la EC. Todos los FRC analizados se asocian sig-
nificativamente con el grupo de CF, salvo la HL que sélo alcanza signi-
ficacién  marginal.  El  esfuerzo de los  grupos de
Cardio-Onco-Hematologia por disminuir la morbimortalidad de estos
pc estd plenamente justificado.
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ESTUDIO DE LATIGECICLINAY SU EFECTO EN LA FOSFOTILACION OXIDATIVA, NUEVA AL-
TERNATIVA TERAPEUTICA EN EL TRATAMIENTO DEL MIELOMA MULTIPLE

Ortiz-Ruiz A!?, Ruiz-Heredia Y'?, Mehmet S°, Aguilar-Garrido P'?,
Morales ML!?, Garcia-Ortiz Al?, Valeri Al?, Barcena C*, Garcia-Martin
RM?# Garrido V2, Moreno L?, Navarro-Aguadero MA!, Velasco M'?, Ce-
dena MT!, Barrio §'?, Giménez A?, Fulciniti MT?, Martinez-Lépez J'?,
Linares M2, Gallardo M12

"Unidad de Investigacion Clinica de Tumores Hematologicos H120-Centro Na-
cional de Investigaciones Oncolégicas (CNIO), Madrid; *Departamento de
Hematologia, Hospital Universitatio 12 de Octubre, Madrid; *Instituto Dana
Farbet, Boston, MA, USA; (4)Departamento de Hematologia, Hospital Univer-
sitario 12 de Octubre, Madrid.

Introduccion: Resultados previos (Ortiz-Ruiz et al, ASH 2019) han de-
mostrado que en el origen y progresién del Mieloma Miltiple (MM) se
produce un aumento de la actividad mitocondrial implicada en la pato-
génesis y en su respuesta a los tratamientos. El objetivo de este estudio
fue evaluar el potencial de la actividad mitocondrial como diana fun-
cional en la terapia del MM y desvelar su mecanismo molecular impli-
cado.

Meétodos: Se estudi6 el efecto de la tigeciclina (TIG), como inhibidor
mitocondrial en dos lineas celulares de MM sensibles y resistentes a
BTZ (JJN3 S y JIN3 R). Se evalué su potencial inhibitorio en combina-
cién con bortezomib (BTZ) y en formato “pretratamiento” TIG
48h/BTZ. Para validar la implicacién de la actividad mitocondrial se
analizé la expresién de OXPHOS (complejos de la fosforilacién oxida-
tiva) y MYC por WB; se hicieron estudios de histoenzimética de cox
(HE-cox), analisis de mitotracker rojo por citometria y de respiracién
celular por Seahorse. El mecanismo molecular de TIG sobre MYC y
CD38 se estudié sobre una linea CD38+ (RPMI). Por citometria se ana-
lizé su expresidn, con/sin efectoras, y se comparé con el efecto del da-
ratumumab (inhibidor de CD38). Por WB se miré la expresién de MYC
y se compard con el JQ1 (inhibidor indirecto de MYC). Ademas, se es-
tudié la lisis que provocan células efectoras en presencia de TIG. Por
ello, se analiz6 por citometria la inhibicién de los ligandos PD-L1 y PD-
L2 en la célula mielomatosa tras el tratamiento con TIG. Finalmente, se
llevé a cabo un experimento in vivo con 20 ratones NSG injertados IV
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con la linea celular JJN3 S-GFP y tratados con TIG.

Resultados: La TIG mostrd efectos citotéxicos en las lineas celulares
testadas. La JJN3 S en combinacién con BTZ mostr6 sinergia (CI<0,5)
y el pretratamiento con TIG sensibilizaba las células a BTZ (Figura 1A).
Los estudios realizados para verificar la implicacién de la actividad mi-
tocondrial han revelado que la TIG disminuye la expresién de proteinas
de la cadena respiratoria y MYC, asi como la actividad de cox, el po-
tencial de membrana mitocondrial y la respiracién celular (Figura 1B-
E). La linea RPMI también mostré sensibilidad a la TIG (Figura 2A) pero
no disminuia los niveles de CD38 como si hacia el daratumumab, no
correlaciondndose la bajada de CD38 con la muerte de las células mie-
lomatosas tratadas con TIG. Sin embargo, la inhibicién de MYC si pro-
duce la muerte de estas células como muestra el uso del inhibidor
indirecto de MYC, JQ1 (Figura 2B). Ademas, se vio un aumento de la
lisis de las células tumorales producida por células efectoras de SP en
presencia de TIG (Figura 2C). Se ha visto la disminucién de los ligandos
inhibitorios PD-L1 y PD-L2 en las células mielomatosas al tratar con
tige, siendo uno de los mecanismos de aumento de citotoxicidad de las
efectoras con TIG (Figura 2D). Finalmente, los grupos de ratones trata-
dos con la TIG mostraron una mayor supervivencia y una menor infil-
tracién de la JJN3 S-GFP (Figura 2E).

Conclusiones: La tigeciclina permite disminuir la actividad mitocon-
drial, regulando negativamente moléculas como MYC'y propiciando la
muerte de la célula mielomatosa. Ademads, posee un efecto represor en
los ligandos de inhibicién PD-L1 y 2 en la célula de mieloma, promo-
viendo una mayor citotoxicidad de las células inmunitarias sobre ellas.
Todo ello hace de la tigeciclina una nueva oportunidad terapéutica en
el mieloma mdltiple.
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PREVALENCIA DE ENFERMEDAD TROMBOEMBOLICA EN PACIENTES CON MM

Tenorio Feixas P!, Rios-Rull P!, Brefia Atienza J', Busnego Barreto MT",
Uribe Morales L, Hillebrand P!, Marin Saucedo A!, Sdnchez Quintana
Al Mesa Lorenzo MC!

'HUNSC

Introduccion: EL MM induce un estado de hipercoagulabilidad que au-
menta la incidencia de enfermedad tromboembélica (ET). La generali-
zacién del uso de inmunomoduladores (IMIDs) ha mejorado el
prondstico del MM pero supone un factor de riesgo para el desarrollo
de ET, a lo que se anade el tratamiento con corticoides a dosis altas, el
uso de dispositivos de acceso venoso central y multiples comorbilidades
que suelen ser frecuentes a la edad habitual de debut de la enfermedad,
como la diabetes, la hipertensién, la obesidad, la dislipemia o la coexis-
tencia de otras neoplasias.

Objetivos: Describir la incidencia de ET en pacientes con MM en nues-
tra institucion.

Métodos: Analizamos a 277 pacientes con MM diagnosticados entre
2014-2020. Se recogen factores de riesgo adicionales, lineas de trata-
miento y profilaxis utilizada.

Resultados: Del total de pacientes analizados (277), 21 presentaron ET
(7.58%) Figura 1. De los eventos registrados, 10 ocurrieron durante el
primer afio tras el diagnéstico (47.61%). Del total de casos, 16 (76.19%)
presentaban mds de un factor de riesgo adicional - Figura 2. Ademas,
18 (85.71%) habian recibido tratamiento con IMIDs - Figura 3. Los
eventos mas frecuentes fueron el TEP (8 - 38.09%), TVP (6 - 28.57 %),
ACV/AIT (3-14.28%)y TVY (2 - 9.52%), seguidos de otros (2 - 9.52%).
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Aparte, el 9.52% de pacientes registrados (2/21) no estaban recibiendo
profilaxis antitrombética de ningin tipo.

Conclusion: la prevalencia de ET en pacientes con MM en nuestro cen-
tro es de 7.58%, siendo llamativa la proporcién de pacientes tratados
con IMIDs (85.71%) y de eventos en el primer afio tras el diagndstico
(47.61%). La mayoria de eventos se desarrollaron a pesar de recibir tra-
tamiento profilactico, por lo que la profilaxis antitrombética de alto
riesgo debe ser obligada en pacientes con MM tratados con IMIDs.

Declaracion de conflictos de interés: en el presente estudio no media ningiin
conflicto de interés por parte de los autores.
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MUTACIONES SOMATICAS EN LA LINFOPOYESIS B PRECEDEN LA PATOGENESIS DEL
MIELOMA MULTIPLE (MM) Y PERSISTEN EN PACIENTES CON ENFERMEDAD MINIMA
RESIDUAL (EMR) NEGATIVA

Rodriguez Escobar Sara del Mar!, Puig Noemi?, Gemenetzi Katerina®,
Goicoechea Ibai!, Botta Cirino*, Cedena Maria Teresa’, Pérez José J.2,
Calasanz Maria José!, Prosper Felipe!, Martinez Climent José Angel,
Orfao Alberto?, Garcia Sanz Ramén?, Martinez Lépez Joaquin®, Lahuerta
Juan José®, Rosifiol LauraS Bladé Joan®, Mateos Maria Victoria?,
Chatzidimitriou Anastasia®, San Miguel Jests!, Paiva Bruno!

'Clinica Universidad de Navarra; *Hospital Universitario de Salamanca; > Centre
for Research and Technology Hellas (CERTH); “Annuziata Hospital Cosenza;
*Hospital Universitario 12 de Octubre; *Hospital Clinica de Barcelona

Introduccion: Alcanzar EMR negativa (EMR-) es un factor prondstico
determinante en MM, y por ello es importante investigar el origen de
las discordancias entre los métodos recomendados para los estudios de
EMR. La citometria de flujo de nueva generacién (NGF) se centra en el
compartimento de células plasmaticas (CPs) mientras que la secuencia-
cién masiva de nueva generacién (NGS) estudia todos los linfocitos B y
CPs. Por ello, algunas discordancias podrian deberse a la presencia de
células clonotipicas mas inmaduras.

Meétodos: Se estudiaron 8 pacientes con EMR- por NGF tras trata-
miento (GEM2012), y mediante FACS se separaron las siguientes po-
blaciones: CPs patoldgicas de médula ésea (MO) y linfocitos T (control
germinal) de sangre periférica al diagnéstico; progenitores CD34, pre-
cursores B, células B maduras y CPs normales de MO pre y pos tras-
plante. Seleccionamos pacientes con EMR- para evitar contaminacién
con células tumorales. En todas estas poblaciones se secuenciaron exo-
mas y se evalud la presencia de reordenamientos VD] clonales mediante
NGS. Como control, estudiamos 14 pacientes con EMR+ (en los que se
aislaron CPs patolégicas quimio-resistentes) y 3 donantes sanos (pobla-
ciones B normales de MO). En otros 10 pacientes que atn no habian
sido tratados, se estudiaron los perfiles de expresion génica conjunta-
mente con la secuencia VDJ (scRNA/BCR) en el total de 52,735 linfoci-
tos B y CPs individuales de MO.

Resultados: El reordenamiento clonal de las CPs patoldgicas se detectd
en linfocitos B y CPs normales de 4 de los 8 pacientes que habian al-
canzado EMR- por NGE Asi mismo, el estudio pareado RNA/BCR en
células individuales revel6 que no todas las células clonotipicas estaban
confinadas en el compartimento de CPs. De un total de 231 mutaciones
somaticas presentes en las CPs patolégicas estudiadas al diagnéstico,
13 de ellas estaban presentes en la linfopoyesis B de pacientes que ha-
bian alcanzado EMR- pre y pos trasplante. Las mutaciones somaticas
recurrentes de MM y las alteraciones cromosémicas solo se encontraron
en las CPs patoldgicas, nunca en poblaciones normales. Por el contrario,
el 40% de las mutaciones y el 72% de las alteraciones cromosdémicas
presentes al diagnéstico se encontraron en el clon quimio-resistente que
persistia tras tratamiento en los pacientes con EMR+. Estos hallazgos,
conjuntamente a que la separacién celular se hizo en pacientes con
EMR- (es decir, <0.0002% CPs patolégicas), sugieren que las mutacio-
nes somaticas detectadas en poblaciones B normales no se deben a con-
taminacién con células tumorales.
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Conclusiones: Este estudio pone de manifiesto que la presencia de cé-
lulas B y CPs clonotipicas podria explicar algunas discordancias entre
NGF y NGS. Sin embargo, estas células tinicamente comparten algunas
mutaciones somaticas no-recurrentes y no presentan ninguna de las al-
teraciones cromosémicas de las CPs patoldgicas, lo que excluye su im-
plicacién en las recaidas pos EMR-. Ademas, estos resultados sugieren
que la adquisicién de mutaciones driver y alteraciones cromosémicas
serfan determinantes para el desarrollo del MM, y que podrian estar
precedidas por una linfopoyesis B oligoclonal y mutada. Asi mismo,
donantes sanos de edad avanzada también presentaron mutaciones so-
mdticas no-recurrentes en la linfopoyesis B.

C0-008

RELEVANCIA CLINICA DE LOS LNCRNAS QUE PARTICIPAN EN TRANSCRITOS DE FUSION
EXPRESADOS EN EL MIELOMA MULTIPLE
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Introduccion: E1 Mieloma Mdltiple (MM) es una neoplasia hematolé-
gica caracterizada por una gran heterogeneidad clinica y genética,
siendo frecuentes las translocaciones cromosémicas con los genes de
las Inmunoglobulinas (IG), en muchos de los cuales no se conoce el gen
companero implicado en dichas translocaciones. Estudios recientes
muestran que en un contexto patolégico, los RNAs largos no-codifican-
tes (IncRNAs), genes que no dan lugar a proteina, sufren las mismas al-
teraciones genéticas que los genes codificantes. Aun asi, todavia no se
ha estudiado la implicacién de los IncRNAs en dichas alteraciones ge-
néticas centrales en el MM. En este trabajo hemos estudiado la presen-
cia de IncRNAs en los transcritos de fusién (TF) que ocurren en el MM,
con el fin de identificar nuevos marcadores prondsticos para una mejor
estratificacién de los pacientes con MM.

Métodos: En este estudio, analizamos los datos de RNA-seq de 33
muestras de células plasmaticas (CPs) de pacientes con MM, 32 mues-
tras de distintas subpoblaciones de células B y 3 lineas celulares de MM.
Los datos de RNA-seq se alinearon con el genoma de referencia Genode
v27,y los TF se identificaron utilizando STAR-Fusion. Finalmente, ana-
lizamos los datos de RNA-seq de 615 pacientes de MM del estudio
CoMMpass para evaluar el potencial prondstico de los TF con IncRNAs
detectados.

Resultados: El andlisis realizado revelé 214 TF en las muestras de las
distintas subpoblaciones de células B y MM, siendo los MM la subpo-
blacién con mayor nimero de TF por muestra. Asimismo, tras filtrar
los TF presentes en las células B, identificamos 81 TF presentes tnica-
mente en las muestras de MM. De ellos, el 21,7 % ocurrian con genes
de las IG, mientras que el 78,3% restante no comprendian genes IG ni
HLA. Los IncRNAs se detectaron en el 28,3% de los TF expresados en
el MM, asocidndose en algunos casos con un incremento en la expresién
de dichos IncRNAs. Ademas, estos TF con IncRNAs incluyen read-

throughs transcripcionales que ocurren entre dos genes adyacentes en
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la misma hebra gendmica, asocidandose también con una sobreexpresién
del IncRNA implicado. Finalmente, el analisis de los 615 pacientes de
MM, mostré que la expresiéon de TF con IncRNAs recurrentes, junto
con las alteraciones genéticas de alto riesgo, se asociaban con una su-
pervivencia libre de enfermedad y global significativamente menor de
los pacientes con MM.

Conclusiones: Este estudio muestra por primera vez la caracterizacién
completa de TF con IncRNAs expresados en el MM, demostrando que
estos se detectan tanto en subpoblaciones B normales y tumorales, y
que la expresién de TF especificos recurrentes con IncRNAs tiene un
impacto significativo en el prondstico de los pacientes de MM.
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MORBIMORTALIDAD DEL MIELOMA MULTIPLE EN ESPANA. ESTUDIO POBLACIONAL 1994-
2016
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Introduccion: El mieloma multiple (MM) es un tumor maligno hetero-
géneo y complejo que representa el 1% de todos los tumores y el 10%
de las enfermedades hematolégicas malignas. Tanto la incidencia como
la supervivencia son muy variables. La tasa de incidencia estandarizada
por edad (AIR) y la tasa de mortalidad (AMR) son 2.1/100,000 hab. y
1.39/100,000 hab., respectivamente (International Agency for Research on
Cancer). Hasta donde conocemos, no existe ningtn estudio de base po-
blacional en Espana que estudie integramente la incidencia, mortalidad
y supervivencia del MM. El objetivo es analizar las tendencias de la in-
cidencia, mortalidad y supervivencia del MM en los registros de cancer
de base poblacional (RCBP) de Granada y Girona.

g%t:vl!g 1. Morbimortalidad del mieloma miiltiple en Espaina, 1994-

Meétodos: Estudio descriptivo-transversal de base poblacional, incluye
casos incidentes de MM (C90.0 segun CIE-10), residentes en las pro-
vincias de Granada y Girona, diagnosticados entre 1994 y 2016, y con
seguimiento hasta el 31/12/2018. Fuente de informacién: RCBP de Gra-
nada y Girona. Variables: edad (15-49, 50-69 y 70-99 afos), sexo, afio
diagnéstico. Se analiza el nimero de casos incidentes, las tasas estan-
darizadas de incidencia y mortalidad usando como poblacién de refe-
rencia la estandar europea (AIR-E y AMR-E), por sexo y edad. Se
estudié también la mortalidad precoz a los 6 meses (MP6). Las tenden-
cias se estimaron mediante el porcentaje de cambio anual (PCA) con
IC-95%, a través del andlisis de regresién joinpoint. La supervivencia
observada (OS) se estimé con el método de Kaplan-Meier para los pe-
riodos: 1994-2001, 2002-2009 y 2010-2016 y la supervivencia neta es-
tandarizada por edad (ASNS) con el método de Pohar-Perme. Se
excluyeron los casos diagnosticados sélo con certificado de
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defuncién/autopsias.

Resultados: Se diagnosticaron 1,957 nuevos casos de MM (51% hom-
bres), de los cuales 1,133 (67.9%) corresponden a >70 afios, siendo la
mediana de edad 72 afios. Los datos sobre AIR-E y AMR-E segtin sexo,
grupo de edad y periodo de estudio se presentan en la Tabla 1. La ASNS
alos 5 anos (ASNS-5) mejora considerablemente entre los <50 con res-
pecto a los >70 en todos los periodos, siendo mas alta en 2010-2016
(78.5 vs 26.3). En 1994-2001, los hombres >70 presentan peores tasas
de supervivencia que las mujeres (20.7 vs 28.0). Sin embargo, en 2010-
2016, la supervivencia de las mujeres >70 es menor que la de los hom-
bres (23.7 vs 29.4).

Conclusiones: - La AIR-E del MM en nuestro medio es >4/100,000 per-
sonas/ano y presenta una tendencia estable, con ligera tendencia al au-
mento en hombres. - La mortalidad, incluida la MP6, muestra una
disminucién progresiva. - La ASNS depende de la edad, con una ten-
dencia progresiva a la mejoria muy notable en pacientes menores de 70
afios, pero con un beneficio mucho menor en mayores de 70 (que re-
presentan mds de la mitad de todos los pacientes). - La atencién actual
del MM requiere un enfoque multidisciplinario y eficiente, con integra-
cién permanente de los avances clinicos provenientes de los ensayos
clinicos (pacientes seleccionados), junto con los datos epidemioldgicos
de alta calidad derivados de los RCBP (pacientes de la vida real).
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ALTA EFECTIVIDAD DEL TRATAMIENTO CONTINUADO ADAPTADO A LA RESPUESTA,
GUIADO POR LA ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL E IMAGEN (EMR-1), EN PACIENTES
CON MIELOMA MULTIPLE (MM)
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Introduccion: Alcanzar una EMR negativa es el estandar de eficacia te-
rapéutica segun los criterios de respuesta del International Myeloma
Working Group. Sin embargo y pese a que numerosos autores consi-
deran la EMR negativa como el objetivo terapéutico, atn persiste la es-
trategia de tratamiento convencional (TC) que consiste en administrar
una pauta fija, sin modificarla, se alcance o no el Objetivo: En el 61nd
ASH Annual Meeting se comunicaron los resultados del tratamiento
adaptado a la respuesta (TAR) frente al TC, en pacientes candidatos.

Objetivo: Comparar la eficacia y seguridad del tratamiento adaptado
a la respuesta, guiado por la negativizacién de EMR por NGF y PET y
RMN (EMR-I), en pacientes recién diagnosticados de mieloma no can-
didatos, frente a los candidatos.

Meétrodos: Se incluyeron prospectivamente 68 pacientes (45 candidatos
y 23 no candidatos) de un tnico hospital, diagnosticados desde el 1 de
julio de 2014 al 30 de junio 2020. Se excluyeron los pacientes fragiles,
en los que el objetivo terapéutico fuera exclusivamente paliativo. Todos
los pacientes dieron su consentimiento informado antes de entrar en el
estudio, y se les dio la opcién de elegir entre la estrategia TC, o la es-
trategia de terapia adaptada a la respuesta (TAR) en la cual la persisten-
cia de EMR o imagen positiva por PET o RMN tras una linea terapéutica
se considerd como respuesta insuficiente, cambiando de linea sucesi-
vamente hasta lograr una EMR-I negativa. Los esquemas mds frecuen-
temente utilizados 1%, 2%, y 3% linea en los candidatos fueron:
VBMCP/VBAD, VCD, y DRd o KRd; y en los no candidatos VCD o
MPV, Rd, y DRd. La EMR fue valorada en los pacientes en remisién
completa mediante EuroFlow NGF (sensibilidad 2x10-). La imagen ne-
gativa fue valorada por PET/TAC y RMN de columna y pelvis.

Resultados: De los no candidatos el 88.6% (IC 95%: 67.4-100%) al-
canzé EMR-I negativa a los 26.0 meses (IC 95%: 22.3 - 29.7) , y de los
candidatos el 91.6% (IC 95%: 76.4-100%) a los 24.7 meses (IC 95%:
15.1 - 34.3) (p= 0.816), tras una media de 2.8 y 2.4 lineas para no can-
didatos y candidatos, respectivamente. Con un seguimiento medio de
43,5 y 50,2 meses para no candidatos y candidatos respectivamente, la
SLP fue “no alcanzada” y de 53.9 meses respectivamente (p=0.655). La
mediana para la SG no se ha alcanzado en ninguno de los grupos
(p=0.721). La SG estimada a los 45 meses es igual para ambos grupos:
candidatos 90.2% (IC 95%: 77.0-100%) y no candidatos 90.2% (IC
95%: 80.8-99.6%). A los 5 afios, en los pacientes que han alcanzado
una EMR-I negativa, la SLP es del 75% (IC 95%: 56.2-93.8%) y la SG
(todas las causas de fallecimiento) del 88.7% (IC 95%: 73.5-100%). La
incidencia de efectos adversos (= grado 3) por paciente y afio de expo-
sicién es menor en no candidatos (0.97 EAs/pac/afo) que en candidatos
(1.55 EAs/pac/afio) pero las diferencias no son estadisticamente signi-
ficativas.

Conclusiones: El tratamiento adaptado a la respuesta, guiado por la
EMR-I negativa, es altamente efectivo y seguro en los pacientes no can-
didatos a trasplante.
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restricciones Celgene, EngMab, Sanofi, y Takeda; consultoria para Cel-
gene, Janssen, y Sanofi
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Introduccion: Pomalidomida es un fdrmaco inmunomodulador apro-
bado para el tratamiento del MMRR tras dos lineas de tratamiento (in-
cluyendo bortezomib y lenalidomida). En la actualidad disponemos de
farmacos con mecanismos de accién diferentes a los IMIDs para el tra-
tamiento del MMRR. Por otra parte, actualmente casi todos los pacien-
tes reciben tratamiento con lenalidomida en primera o segunda linea, a
menudo hasta progresién de la enfermedad. En este contexto se plantea
la utilidad de rescatar a estos pacientes con un fdrmaco con el mismo
mecanismo de accién.

Meétodos: Se analiz6 de manera retrospectiva la respuesta en pacientes
con MMRR tratados con pomalidomida/dexametasona (PD) o pomali-
domida/ciclofosfamida/dexametasona (PoCyDex) y que previamente
habian recibido tratamiento con lenalidomida en 9 hospitales de Cata-
luna.

Resultados: Se incluyeron 89 pacientes (H 46%) con una edad mediana
de 63 afos (rango 32-82). Las caracteristicas de los pacientes se resumen
enla tabla 1. E1 81% de los pacientes eran refractarios a lenalidomida y
en el 47% de los casos lenalidomida era la Gltima linea. La mediana de
ciclos recibidos de lenalidomida fue de 9 (1-52) con una tasa global de
respuestas (TGR) del 65% (RC 11%, VGPR 28%, RP 26%). El motivo
de finalizacién del tratamiento con lenalidomida fue progresién 76%,
toxicidad 18% y otros (10%). E1 76% de los pacientes realizaron trata-
miento con PD y el 24% con PoCyDex. La mediana de ciclos de trata-
miento con pomalidomida fue 3 (1-36) con una TGR del 35% (RC 1%,
VGPR 11%, RP 23%). La mediana de supervivencia libre de progresién
(SLP) y supervivencia global (SG) a pomalidomida fue de 3,8 meses y
10,7 meses, respectivamente (Figura 1). Los pacientes tratados con
PoCyDex respondieron mejor que los tratados con PD (TGR 57% vs
28%, p=0,004), pero no hubo diferencias significativas en SLP o SG.
Los pacientes que habian respondido a lenalidomida alcanzaron una
mejor respuesta con pomalidomida comparado con los pacientes que
no respondieron a la lenalidomida (TGR 45% vs 22%, p=0,04), si bien
no se observaron diferencias en SLP o SG. Se observaron diferencias
significativas segin la duracién del tratamiento con lenalidomida, pre-
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sentando mejores respuestes aquellos que habian recibido 12 ciclos o
mas (TGR 61% vs 25%, p =0.02), con tendencia a una mayor SLP (figura
2). No hubo diferencias en la respuesta a la pomalidomida entre los pa-
cientes que recibieron lenalidomida en la dltima linea comparado con
los que la recibieron en lineas anteriores (29% vs 40%, p=0,2) ni tam-
poco en PES (3,7 vs 4 meses, p=0,9), pero se observé una tendencia a
una SG mds prolongada en los pacientes que recibieron lenalidomida
en la Gltima linea (15,4 vs 7,5 meses, p=0,08). No obstante, cuando le-
nalidomida era la dltima linea los pacientes habian recibido un menor
ndmero de lineas previas (<3) que cuando lenalidomida no era la dltima
linea (>3). Los pacientes que discontinuaron la lenalidomida por toxici-
dad (n=12) tuvieron una SLP superior (12,7 vs 3,7 meses, p=0,02) y una
tenedencia a una SLP mayor (21,9 vs 8,4 meses, p=0.08) comparado con
los pacientes que finalizaron por progression (Figura 2).

Conclusiones: Pomalidomida es una buena opcién de tratamiento en
pacientes que han tenido una buena respuesta a lenalidomida. La cali-
dad y duracién de la respuesta a lenalidomida predice una mejor res-
puesta a pomalidomida y es independiente de que ésta sea la tltima
linea.

Conflicto de intereses: L. Rosifiol ha recibido honorarios de Janssen, Cel-

gene, Amgen y Takeda

Tabla 1. Tabla de caracteristicas de los pacientes y del tratamiento
recibido con lenalidomida y pomalidomida.
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Figura 1. Representacion mediante curvas Kaplan-Meier de la su-
pervivencia global y supervivencia libre de progresion en todos los
pacientes.
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Figura 2. Representacion mediante curvas Kaplan-Meier de la su-
pervivencia libre de progresion segun la duracion del tratamiento
y el motivo de finalizacion de lenalidomida.
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Introduccion: La mayoria de pacientes con MW presentan la mutacién
MYDB88L%F y esta se considera un evento definitorio, pero no suficiente
para explicar la patogénesis de la enfermedad dado que también se en-
cuentra en estadios previos como la GMSI-IgM. Estudios recientes des-
criben la presencia de mutaciones somaticas en tejidos normales o en
células progenitoras hematopoyéticas mucho antes de desarrollar un
tumor solido o hematolégico. Sin embargo, jamads se ha investigado si
la MW pasa por un proceso patogénico similar, y si la mutacién
MYD88!?6F esta presente en células normales.

Métodos: En este trabajo se estudiaron poblaciones celulares (separa-
das por FACS) de médula ésea (MO) de 9 pacientes con MW: progeni-
tores CD34+, precursores B, linfocitos B normales (si habia), linfocitos
B patolégicos, células plasmaticas (CPs) y linfocitos T (control germinal).
Se secuenciaron exomas mediante CHROMIUM Exome-Solution. Tam-
bién realizamos un estudio transcriptémico a nivel “sigle-cell” mediante
CHROMIUM scRNA/BCR en un total de n=32,720 células B de MO,
de un total de 3 pacientes con GMSI-IgM y 2 con MW. Simultédnea-
mente, se estudid in vivo la expresion de la mutacién MYD88?F (posi-
cién ortéloga en ratones) en progenitores CD34, precursores B y células
B de centro germinal. En cada una de las cohortes de ratones se realiza-
ron necropsias a los 5, 10 y 15 meses.

Resultados: Todos los pacientes con MW presentaron la mutacién
MUY88%6F y 3 presentaron CXCR4 mutado. La mutacién MYD88L265¢
también estaba presente en precursores B (n=1/9) y células B normales
(n=4/9); estos resultados fueron confirmados por ASO-PCRy ddPCR.
CXCR4 también estaba simultdneamente mutado en los precursores B
de un paciente. Encontramos mutaciones somdticas no-recurrentes pre-
sentes en poblaciones normales y patolégicas, algunas de ellas compar-
tidas durante la hematopoyesis B. Sin embargo, los linfocitos B
patolégicos tienen mutaciones clonales exclusivas (rango, 2-19; VAF
media, 0.39) y este hallazgo indica que las mutaciones compartidas
entre células normales y tumorales no se deben a contaminacién du-
rante la separacién, porque las poblaciones normales no presentan estas
mutaciones clonales y si otras con menor VAE El perfil mutacional de
los linfocitos B patoldgicos y de las CPs no es exactamente igual; com-
parten el 85% de las mutaciones (rango, 25%-100%) y esto sugiere que
no todos los linfocitos B patolégicos se diferencian a CPs. Las alteracio-
nes cromosémicas sélo se encontraron en las células B patoldgicas. Los
estudios transcriptémicos revelaron que en pacientes con GMSI-IgM,
las células clonotipicas estaban confinadas a células B maduras y CPs,
mientras que en pacientes con MW, algunas células clonotipicas pre-
sentaban un perfil transcripcional mas inmaduro. Los experimentos in
vivo mostraron que la expresion de MYDSS mutado provoca un incre-
mento en el nimero de plasmablastos B220+CD138+ y CPs B220-
CD138+ en tejidos linfoides y MO, siendo este incremento mds
significativo cuando la induccién de la mutacién se produjo en estadios
previos que cuando se produjo en células B de centro germinal. Sin em-
bargo, en ninguna de las condiciones observamos clonalidad o enfer-
medad hematoldgica.

Conclusiones: Nuestros resultados ponen de manifiesto que los pa-
cientes con MW presentan mutaciones somdticas, entre ellas la
MYDB88M6F en estadios mds inmaduros. Estos resultados sugieren que
la MW podria resultar de una linfopoyesis clonal que, en determinados
individuos, afecta al gen MYDSS. Sin embargo, es la acumulacién de
otros eventos genéticos (presentes en las células tumorales y ausentes
en células B normales) la que condiciona la patogénesis de la MW.
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Banco de Sangre y Practica Transfusional

C0-013

MATURITY ASSESSMENT IN PATIENT BLOOD MANAGEMENT (MAPBM) MAPBM 2016,
2017, 2018, 2019 A PROPOSITO DE LA EVOLUCION EN EL TIEMPO

Pérez Martinez Carmen!, De La Fuente Graciani Ignacio!, Ruiz Lépez
Nuria!, Diaz Gélvez Francisco Javier?, Pérez Gonzalez Sonia!, Bourgeois
Gracia Monique!, Golvano Guerrero Eva Maria!, Caballero Berrocal Juan
Carlos!, Gémez Garcia Lara Maria!, Cuello Garcia Rebeca!, Garcia de
Coca Alfonso?!, Bombin Canal Carolina!, Cebeira Moro Maria José!,
Acevedo Garcia Rosa Marfal, Garcia Bacelar Ana!, Tamayo Velasco Al-
varo!, Pefiarrubia Ponce Maria Jests!

'Hospital Clinico Universitatio Valladolid; *Hospital Clinico Universitario Burgos

Introduccion: Patient Blood Management (PBM) es una estrategia mul-
timodal centrada en el paciente para minimizar la transfusién innece-
saria, mejorar la evolucién clinica del paciente, reducir los costes de la
asistencia sanitaria y preservar un bien escaso como son los hemoderi-
vados.

Meétodos: Con el objetivo de identificar la variabilidad en la practica
transfusional por procedimientos y comparar los datos de los diferentes
hospitales, desde el afio 2016 nuestro centro comienza a participar en
el programa MAPBM con un total de 4 ediciones: MAPBM 2016, 2017,
2018y 2019, recogiendo en cada una de ellas datos de los afios anterio-
res: 2015, 2016, 2017 y 2018. Los servicios participantes en nuestro cen-
tro fueron hematologia y anestesiologia, con pacientes de
traumatologia, cirugia general, cirugia cardiaca y cirugia general. El pro-
grama analiza todos aquellos pacientes que durante un periodo de estu-
dio habian sido ingresados en el hospital por 6 procesos con gran
impacto en la practica transfusional (Gréfico 1) siguiendo la premisa de
“transfundir el componente sanguineo mds adecuado al paciente ade-
cuado y en el momento adecuado”.

Resultados: Se aprecié un aumento de participacién de hospitales
(MAPBM 2016: 21 centros; MAPBM 2017: 31 centros; MAPBM 2018:
43 centros; MAPBM 2019: 42 centros) y pacientes de nuestro centro
(MAPBM 2016: 1065 pacientes; MAPBM 2017: 1096 pacientes;
MAPBM 2018: 1077 pacientes; MAPBM 2019: 1142 pacientes). En total
se han evaluado 4380 pacientes con procesos quirdrgicos durante 4
afios. Se experimentd una reduccién progresiva y muy importante en
la tasa transfusional por procedimiento hasta ser menor que la estandar
(a excepcién de las valvulas cardiacas, en la que es similar). Respecto a
las tasas iniciales de la edicién MAPBM 2016 se obtienen las siguientes
conclusiones (Figura 1):

- PTC:38% vs 13,3% (reduccion del 65%).

- PTR:21% vs 4,1% (reduccién del 80%).

- Colon. lap.: 25% vs 10% (reduccién del 60%).

- Vilvula: tasa transfusional similar (57,5% vs 58,5%).
- Fr. Fémur: 49% vs 37,4% (reduccién del 25%).

- H. dig: 53% vs 49,6% (reduccién del 7%).

El umbral transfusional (valor medio de hemoglobina previo a la
transfusién) ha continuado reduciéndose (de 9,3gr/dl en 2015 a 8,1gr/dl
en 2018), y se mantiene por debajo del estandar (Figura 2). El indice de
transfusién total (nimero de concentrados que se administra por cada
1000 pacientes ingresados), ha pasado de 1,58 concentrados por cada
1000 pacientes ingresados por los procesos que se evalian en MAPBM
2016 a 1,1 en MAPBM 2019. Globalmente, esto ha supuesto una reduc-
cién de transfusion de 550 concentrados de hematies (la diferencia entre
lo que se hubiera transfundido con las tasas previas respecto a las tasas
actuales en los 1142 pacientes de nuestro centro de la Gltima edicién
MAPBM 2019), con el consiguiente ahorro en costes (estimando los cos-
tes directos de la transfusién con un precio estimado de 105 euros por
cada concentrado de hematies, un ahorro 2-3 veces superior teniendo
en cuenta el proceso global de la transfusién que incluye personal sani-
tario y material).

En cuanto a los resultados finales (morbimortalidad, estancia media),
la estancia global (8,17) ha sido menor a la esperada (corregida por el
indice de comorbilidad de Elixhauer: 9,47), y ha disminuido 2 dias res-
pecto a la de MAPBM 2016 (10,22). La mortalidad no ha aumentado, y
ha sido menor que el estandar.

Conclusiones: Existe una evidencia creciente en que los programas
PBM reducen de manera eficaz la transfusién innecesaria evitable y me-

joran la evolucién postoperatoria y los costes.

Sin embargo la puesta en marcha de un programa PBM es transversal
a toda la organizacién y supone una transformacién de cultura organi-
zativa en cada centro hospitalario.

No declaracion de conflicto de interés.

Figura 1. Procesos con impacto en la practica transfusional: Prote-
sis de cadera (PTC), Prétesis de rodilla (PTR), Cirugia de cancer col-
orrectal (Colon. lap.), Cirugia cardiaca valvular (Valvula), Fractura
de cadera (Fr. FEmur), Hemorragia digestiva (H. dig.). Tasa transfu-
sional: porcentaje de episodios a los que se les trasfunde al menos
una unidad de concentrado de hematies (eje de ordenadas).
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Figura 2. Umbral transfusional: nivel de hemoglobina (gr/dl) previo
a la transfusion (eje de ordenadas).
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COMPARACION DE RENDIMIENTO TRANSFUSIONAL E IMPACTO CLINICO ENTRE
CONCENTRADOS DE PLAQUETAS IRRADIADOS E INACTIVADOS

Goémez Catalan I', Montoya Morcillo MC!, Sanchez Jaén M
Marin Sénchez A!, Serrano Martinez A!, Rubio Batlles M!, Ruiz Marcos
EM! Herndndez de Ledn de Castro N', Andrés Pretel F!, Algarra Algarra
L' Romero Macias JR!

'Hospital General Albacete

Introduccion: Los avances en el tratamiento y el incremento de la inci-
dencia de neoplasias hematoldgicas han conducido a un incremento en
la necesidad transfusional de plaquetas. La inactivacién de patdgenos
mediante sistemas como [ntercept Blood System (tratamiento fotoquimico
con Amotosaleno y luz UVA) presenta ventajas en cuanto a prolonga-
cién de su duracién y seguridad, ya que inactivan entre otros microor-
ganismos, coronavirus como MERS-COV y SARS-COV.

Material y Métodos: Comparar el rendimiento entre concentrados de
plaquetas (CP) inactivados e irradiados, mediante un estudio retrospec-
tivo, multicéntrico, desde noviembre de 2019 hasta marzo 2020, de pa-
cientes hematoldgicos que han recibido transfusién de CP inactivados
o irradiados de forma profilactica o ante un procedimiento invasivo. El
rendimiento post transfusional a las 24h se ha calculado segtn la fér-
mula del célculo del recuento corregido: CCI = [(Recuento post-trans-
fusién — Recuento pre-transfusién) (x10°/L) x Superficie corporal
(m?)]/Plaquetas transfundidas (x10'!). Se han descrito las caracteristicas
mds destacadas de cada grupo. Se han medido el volumen y la cantidad
de plaquetas de cada uno de los CP inactivados y de los CP irradiados.
El andlisis se ha realizado mediante IBM SPSS Statistics 21.

Tabla 1. Tabla de caracteristicas de los pacientes y del tratamiento
recibido con lenalidomida y pomalidomida.
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Resultados: La media de volumen y cantidad de plaquetas de cada uno
de los CP inactivados, fue de 294mly 2,94x10'! v de los CP irradiados
fue de 339mly 3,34x10'%. La distribucién del contaje de plaquetas previo
se muestra en la Figura 1. La mayoria de pacientes en ambos grupos
fueron oncohematoldgicos (Tabla 1). Se analizaron 73 transfusiones de
plaquetas, de los cuales 33 fueron CP irradiados y 40 CP inactivados. El
analisis de la media de la CCl y del incremento post transfusional a las
24h segtn el tipo de CP transfundido fue para los CP irradiados de 10,34
(+8,86) y 18, 42 (+15,63) para los CP inactivados de 4,91 (+4,89) y 10,40
(£8,6), con resultados estadisticamente significativos (p 0,009) y p (0,04),
respectivamente (Figura 2). Los dias desde la transfusién hasta el alta si
mostraron diferencias significativas, la media de los pacientes que reci-
bieron CP irradiados de 14 (+8) y de CP inactivados de 10 (+8) (p 0,03),
siendo un probable factor de confusién la indicacién clinica de la trans-
fusién en funcién del diagnéstico. No hubo diferencias respecto a la in-
cidencia de sangrado leve (epistaxis) posterior a la transfusién (Tabla 1)
Ningin paciente presenté infeccién transmitida mediante la transfusion,
reacciones adversas relacionadas con la transfusién ni episodios de san-
grado graves posteriores a la transfusién.

Conclusiones: La transfusién de CP inactivados presenta menor rendi-
miento post transfusional a las 24h comparada con la transfusién de CP
irradiados, sin mostrar diferencias en el perfil de seguridad ni en el
riesgo de sangrado. Ademads, presenta ventajas en relacion a la gestién
de almacenaje y probablemente en cuanto a la seguridad transfusional,
asegurando la no transmisién de Covid-19, factores de especial interés
en periodos ante brotes emergentes como en la actual pandemia.

Conflicto de intereses: Los autores declaran no tener ningtin conflicto
de intereses.
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EL PAPEL DEL RITUXIMAB EN LA EVOLUCION CLINICAY EN LA ACTIVIDAD DE ADAMTS13
EN PACIENTES CON PTT: UNA SERIE DE 11 CASOS

Gutiérrez Pastor Natalia!, Campos Davo Elia!, Garzo Moreno Ana',
Lépez Marin Javier!, Morillas Franco Marina!, Pérez Sala Marial,
Marco Vera Pascual!, Herndndez Mateo Luis!, Sarmiento Palao Hector!

'Hospital General Universitario De Alicante

Introduccion: La purpura trombética trombocitopénica adquirida (PTT)
es una enfermedad mediada por autoanticuerpos contra ADAMTS13
que condiciona un déficit en la actividad del mismo. El tratamiento con-
vencional se basa en plasmaféresis y corticoterapia. Rituximab, un an-
ticuerpo monoclonal humanizado anti-CD20, se ha introducido en el
manejo de la PTT con el fin de reducir la incidencia de recaidas. En este
estudio, se evalda la respuesta al tratamiento con rituximab en cuanto
a la recuperacién de la actividad de ADAMTS13 y su seguimiento a
largo plazo.

Material y Métodos: Se trata de una serie de 11 casos diagnosticados
de PTT adquirida desde 1982 hasta 2019, ingresados en el servicio de
Hematologia. Se ha realizado un seguimiento desde 2015 hasta 2020,
con controles de la actividad de ADAMTS13 con una periodicidad va-
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riable segtn situacién clinica. En este periodo de tiempo, todos los pa-
cientes han recibido al menos 4 dosis semanales de rituximab en algin
momento de la evolucién de la enfermedad, 7 de ellos tras 1 o mds re-
caidas clinicas y/o bioldgicas y 4 de ellos en el momento inicial tras el
diagnéstico.

Resultados: Al mes de completar el tratamiento con rituximab, se ob-
jetiva una recuperacion del ADAMTS13 mayor al 50% en 10 de los pa-
cientes, con una media del 70% (rango 51.7%-95.8%). Esta respuesta
se ha mantenido durante una media de 30 meses sin objetivar recaidas
(rango 24-40 meses). Tras este periodo de tiempo, al menos en 5 pa-
cientes fue necesario un segundo ciclo de rituximab por descensos asin-
tomaticos de la actividad de ADAMTS13, salvo en 1 de los casos que
curs6 en forma de recaida clinica. No obstante, 1 de los pacientes de
nuestra muestra inicial fue refractario al tratamiento con rituximab, pre-
cisando posteriormente del uso de otros farmacos como bortezomid y
caplazicumab.

Conclusiones: En nuestro centro, la tendencia de incluir rituximab en
el manejo inicial del paciente se ha introducido en los tltimos anos. En
este grupo de pacientes solo se incluyen aquellos que han sido diagnos-
ticados mas tardiamente de PTT (2017-2019). Con estos datos no po-
demos valorar si existen diferencias significativas en cuanto al uso
precoz de rituximab en los nuevos diagnésticos de PTT en términos de
respuesta a largo plazo por el tiempo estudiado. Con el uso de rituxi-
mab se ha conseguido una respuesta rdpida y mantenida en términos
de recuperacién de la actividad de ADAMTS13 a lo largo del tiempo.

Conflicto de interés: Los autores declaran no tener ningtn conflicto de
interés.

Tabla 1. Caracteristicas Clinicas y Analiticas de Los Pacientes.
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Grafica 1. Variacion De La Actividad De Adamts13 Tras Rituximab
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MANEJO TRANSFUSIONAL EN ANEMIA HEMOLITICA AUTOINMUNE EN PACIENTES MENORES
DETRES MESES. DESCRIPCION DETRES CASOS Y PROPUESTA DE ALGORITMO DE TRANS-
FUSION

Zamanillo Herreros Irene!, Zafra Torres Denis!, Lépez Mufioz Maria de
las Nieves!, ffiiguez Garcia Rodrigo!, Poza Santaella Marfal, Vera Guer-
rero Elena!, Hidalgo Soto Marta!, Buendia Urefia Buenaventura!, Gutiér-
rez Lépez de Ocariz Xabier!, De Nicolds Sol Rodrigo!, Gil Manso
Rodrigo?, Colmenares Gil Rafael!, Gil Alés Daniel!, Montejano Ortega
Laura!, Martinez-Lépez Joaquin!

'Hospital Universitario 12 de Octubre

Introduccion: La anemia hemolitica autoinmune (AHAI) es una en-
fermedad poco frecuente en nifos. La prevalencia exacta es descono-
cida, pero se sabe que aumenta con la edad y en nifios menores de 3
meses es un proceso excepcional, debido principalmente a la inmadu-
rez del sistema inmune. Las transfusiones en estos pacientes resultan
frecuentemente problematicas por el alto requerimiento, la reactividad
cruzada con autoanticuerpos que dificulta la interpretacién de las
pruebas cruzadas y la disponibilidad limitada de muestra para su es-
tudio. En este trabajo se describen tres pacientes, dos varones y una
mujer, con edades comprendidas entre los 6 dias y los dos meses, con
anemia hemolitica inmune no producida por aloanticuerpos. Se pro-
pone un algoritmo de actuacién para realizar transfusiones de forma
segura.

Métodos: Revisién de las historias clinicas de los pacientes, programa
de transfusion eProgesa y la literatura disponible sobre el tema.

Resultados: Los tres pacientes se presentaron con anemia normoci-
tica severa (Hb 3.5-5.3 g/dl), datos de hemolisis con LDH y bilirrubina
elevadas, test de Coombs directo IgG y C3 positivo y presencia de pa-
naglutinina en la identificacién de anticuerpos irregulares. En los tres
casos las madres habian realizado seguimiento durante el embarazo
sin datos de aloinmunizacién, repitiéndose el estudio con escrutinio
de anticuerpos irregulares negativos. No existia incompatibilidad ABO
ni Rh. Se envié muestra al centro de referencia de inmunohematologia
que descarté de forma razonable la presencia de anticuerpos de baja
incidencia. Todos ellos precisaron transfusién, con una media de 10
concentrados de hematies (CH). Ante la imposibilidad de obtener
pruebas cruzadas negativas se decidié transfusién de CH irradiados
compatibles con fenotipo del nifio y cruzando con el plasma materno.
No hubo ninguna reaccién hemolitica transfusional (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas y evolucion de los pacientes.
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Conclusiones: Para el manejo transfusional de laAHAI en pacientes
menores de 3 meses se debe tener en cuenta la posibilidad de un
aloanticuerpo procedente de la madre, ya que los niflos no presentan
exposiciones previas. La posibilidad de reaccién transfusional se puede
minimizar transfundiendo CH compatibles con el fenotipo del pa-
ciente que crucen con el plasma materno y asi también se reduce el
riesgo de aloinmunizacién en pacientes que pueden requerir transfu-
siones repetidas. Ademads, se debe considerar la transfusién de com-
ponentes irradiados ante la posibilidad de inmunodeficiencia
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subyacente. En la medida de lo posible se recomienda ampliar estudio
con determinacién del genotipo eritrocitario y presencia de anticuer-
pos de baja incidencia (Figura 2).
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Figura 2. Algoritmo propuesto de actuacion ante una sospecha de
AHAI en pacientes menores de tres meses.
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REVISION DE LA EFICACIA Y SEGURIDAD DE ALBUMINA EN DISTINTAS INDICACIONES
Gutiérrez Valencia M!, Leache Alegria Leire?, Saiz Fernandez Luis Car-
los®, Erviti Lépez Juan!, Garcia Erce José Antonio*

1Servicios Centrales. Servicio Navarro de Salud-Osasunbidea; 2Investigacion
Biomédica. SNS-O; 3Complejo Hospitalatio de Navarra; “Banco de Sangre y
Tejidos de Navarra

Introduccion: La albGmina tiene muy diversos usos en distintos dmbi-
tos médicos. Sin embargo, no todas las indicaciones estan respaldadas
por una evidencia sélida. El objetivo fue revisar de forma sistematica la
evidencia disponible sobre la eficacia y seguridad de albiimina en dis-
tintas indicaciones. Espafia no es autosufiente en hemoderivados. Segiin
el informe del Ministerio de Sanidad de 2018 apenas el 70% del con-
sumo de albimina es de producto nacional. La pandemia de la COVID
puede conllevar problemas futuros de abastecimiento. Es fundamental
promover su uso éptimo basado en la evidencia clinica.

Métodos:Se realizé una busqueda bibliografica en diciembre de 2019
en Medline y The Cochrane Library. Se priorizaron las revisiones siste-
madticas, seguidas de los ensayos clinicos aleatorizados y posteriormente
los estudios observacionales. La pregunta PICO se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Pregunta PICO.
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Tabla 2. Resumen de Resultados:
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Conclusiones: La albimina se emplea en ocasiones para indicaciones
en las que no existe evidencia de beneficio. La revisién sistematizada
de la evidencia y su andlisis critico son herramientas fundamentales
para establecer protocolos que permitan optimizar el uso de hemode-
rivados.

Financiacion: Sin financiacién

Declaracion de conflictos de interés: Los autores declaran no tener con-
flictos de interés en relacion al trabajo presentado.

Area temdtica: Banco de sangre y practica transfusional
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EFICIENCIA EN LA RECOLECCION DE PROGENITORES HEMATOPOYETICOS DE SANGRE
PERIFERICA

Garcia Garcia Irene!, Tenorio Nufiez!, Moreno Jiménez Maria Gemma!,
Maria Concepcién!, Cid Vidal Joan?, Velazquez Kennedy Kyra!, Jiménez
Marin Ana', Vallés Carboneras Ana!, Luna de Abia Alejandro!, Martin
Moro Fernando!, Michael Ferndndez Berta!, Nifez-Torrdn Stock Clau-
dial, Saéz Marin Adolfo!, Sdnchez Tornero Adrian!, Lépez Jiménez Fran-
cisco Javier!

'Hospital Universitario Ramon y Cajal; *Hospital Clinic de Barcelona

Introduccion: La aféresis de progenitores hematopoyéticos de sangre
periférica (PHSP) es un procedimiento seguro pero no exento de riesgos.
Por ello, su optimizacién es fundamental para obtener la dosis celular
objetivo (CD34/Kg) realizando el menor nimero de procedimientos,
con el menor volumen de procesamiento en el menor tiempo posible.

Una forma de optimizar el procedimiento es conocer el coeficiente
de eficiencia CE2 ((CD34+ totales en el producto x volumen del pro-
ducto) / (CD34+ pre-aféresis x volumen procesado)) que permite cal-
cular la volemia a procesar en funcién del objetivo CD34/Kg a
conseguir. Sin embargo, la CE2 no es la misma en todos los pacientes y
donantes. El objetivo de este trabajo es establecer qué variables afectan
ala CE2 para identificar areas de mejora en la estrategia de recoleccién.

Meétodos: Se analiz6 la CE2 de 405 aféresis de PHSP realizadas en
nuestro centro desde enero/2015 hasta marzo/2020 teniendo en cuenta
las variables: edad, sexo, patologia de base o donante alogénico, dia de
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la aféresis (+4 vs sucesivos), movilizacién o no con plerixafor y factores
de riesgo de mala movilizacién (haber recibido =3 lineas de quimiote-
rapia, fdrmacos alquilantes, lenalidomida y radioterapia). Para el andlisis
de resultados utilizamos las pruebas T de Student y ANOVA para la
comparacién de medias cudndo las variables seguian una distribucién
normal, y la U de Mann-Withney o el test de Kruskal-Wallis en el caso
de variables de distribucién no normal (IBM SPSS Statistics 25).

Resultados: La CE2 fue mayor en donantes alogénicos (53 =17 %) que
en pacientes (47+15%; p=0,008). Dentro del grupo de donantes alogé-
nicos, hubo una mayor CE2 en las aféresis realizadas en el dia +4 res-
pecto a las realizadas en el dia +5 o sucesivos, con una mediana de
eficiencia de 54% (28%-106%) vs 44% (24%-107 %) (p <0.001) respec-
tivamente (Tabla 1).

En el grupo de pacientes aut6logos encontramos ademads diferencias
en la CE2 en funcién de la patologia de base: 48 +15% en Mieloma
Mudiltiple, 48 £16% en Linfoma no Hodgkin y 39 +17% en Linfoma de
Hodgkin (p=0,008) (Gréfica 1). Los pacientes con MM que se moviliza-
ron sin plerixafor (n=107) presentaron una CE2 media (+DE) superior a
aquellos que por ser malos movilizadores requirieron el uso de plerixa-
for (n= 28) (49% =14% vs 41% +17% respectivamente) (p=0,002)
(Tabla 1). No encontramos diferencias en el resto de las variables anali-
zadas (edad, sexo y factores de mala movilizacién) en los diferentes
grupos analizados.

Conclusiones: El conocimiento de la CE2 en la recoleccién de PHSP en
una unidad de aféresis puede tener impacto en la estrategia de planifi-
cacién. Nuestra experiencia nos ha permitido planificar la aféresis de
PHSP de los donantes sanos en el dia +4 dado que proporciona mayor
eficiencia que dias sucesivos. La diminucién de la eficiencia en los MM
malos movilizadores y en los LH es también considerada a la hora de
planificar la obtencién en estos pacientes y las volemias a procesar.

Tabla 1. Caracteristicas de los donantes alogénicos y pacientes
autélogos. Eficiencias (CE2%) diferenciales en funcion de las vari-
ables analizadas.
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Grafica 1. Distribucién de las eficiencias CE2 encontradas en do-
nantes sanos y en pacientes autélogos en funcién de la patologia
de base.

C0-019
COMPARACION DEL SOPORTE TRANSFUSIONAL DURANTE LOS 100 PRIMEROS DIAS DE

UN TRASPLANTE DE PROGENITORES HEMATOPOYETICOS HAPLOIDENTICO VERSUS
ALOGENICO DE DONANTE EMPARENTADO 0 NO EMPARENTADO

Santos Gémez Mireia!, Ancochea Serra Agueda!, Alonso Nogués Eval,
Grifols Ronda Joan Ramon1 Milldn Alvarez Anna!, Morgades De la Fe
Mireia?, Comes Escoda Martma2 Espasa Pérez Andrea2 Canamero Giré
Eloi?, Ferré Coll Christelle?, Vives Polo Susana?, Torrent Catarineu Anna?,
Moreno Veldzquez Miriam?, Batlle Massana Montserrat?, Xicoy Cirici
Blanca?, Abril Sabater Laura?, Ibarra Ferndndez Gladys?, Senin Magén
Alicia?, Ribera Santasusana Josép Maria?, Sancho Cia Juan Manuel?

'Banc de Sang i Teixits; *Hospital Universitari Germans Trias i Pujol

Introduccion: los receptores de un trasplante de progenitores hemato-
poyéticos (TPH) habitualmente precisan de un alto soporte transfusio-
nal. En los dltimos afios se ha observado un incremento importante de
los TPH haploidénticos (haploTPH), por tratarse de una opcién viable
ante pacientes sin hermano o donante no emparentado compatible. Se
cree que el requerimiento transfusional en los haploTPH podria ser su-
perior debido a su mayor disparidad genética y retraso de injerto. El ob-
jetivo de este estudio fue comparar el soporte transfusional (pool de
plaquetas [PP] y concentrados de hematies [CCHH]) durante los prime-
ros 100 dias (a los 30 dias y entre los 31-100 dias) después de un ha-
ploTPH frente a un TPH alogénico de donante emparentado (DE) o no
emparentado (DNE).

Métodos: estudio retrospectivo unicéntrico de una serie de 33 recep-
tores de un haploTPH entre los afios 2013 y 2019. Se excluyeron los
casos de fallo de injerto primario (n=4). Los pacientes receptores de un
TPH alogénico de DE o DNE (grupo aloTPH) realizados entre 2004 y
2019 fueron utilizados como controles. La fuente de obtencién de los
progenitores hematopoyéticos fue sangre periférica o médula ésea, no
se incluyd cordén umbilical. Se descartaron 8 receptores de un ha-
ploTPH por ausencia de controles con caracteristicas similares. Las pla-
quetas transfundidas eran de pool de 6 unidades de sangre obtenidas
mediante el sistema de fraccionamiento REVEOS™. Todas las unidades
de CCHH y PP transfundidas fueron leucodeplecionadas e irradiadas.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas basales y relacionadas con el
trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) de la serie de
pacientes (n=50).
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Oral Presentation

Resultados: Veinticinco casos de haploTPH fueron comparados con 25
receptores de un TPH DE (n=20) o TPH DNE (n=5) con caracteristicas
clinicas similares (Tabla 1). La mediana de estancia de ingreso, as{ como
de implante plaquetar (>20x10°L con independencia transfusional du-
rante =7 dias), fue mayor en el haploTPH (Tabla 1). Un 16% de los
aloTPH (n=4) no recibié CCHH durante los 100 dias post-TPH, mien-
tras que ambos grupos recibieron PP (n=50). El porcentaje de pacientes
transfundidos fue mayor a los 30 dias que a los 100 dias tanto en ha-
ploTPH (PP: 92% vs. 68%, CCHH: 92% vs 68%) como en aloTPH (PP:
96% vs 48%, CCHH: 72% vs 60%), sin encontrarse diferencias estadis-
ticamente significativas entre ambos grupos. Entre los pacientes trans-
fundidos, no se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre las unidades de PP o CCHH transfundidas a los 30 y 100 dias en
el grupo haploTPH respecto el aloTPH (Tabla 2). No se observaron di-
ferencias estadisticamente significativas entre el grupo haploTPH y
aloTPH en supervivencia global (36% [95% IC, 18%-54%] vs. 38%
[95% IC, 19%-57 %], p=0.884), incidencia acumulada de recaida (24%
[95% IC, 9%-42%] vs. 25% [95% 1C, 10%-43%], p=0.956) e incidencia
acumulada de mortalidad no debida a recaida (44% [95% IC, 24%-
63%] vs. 41% [95% 1C, 21%-60%], p=0.885) a los 2 afios post-TPH.

Conclusion: Los hallazgos del presente estudio no muestran diferencias
estadisticamente significativas entre el soporte transfusional durante los
primeros 100 dias de un haploTPH y un TPH alogénico (DE o DNE), a
pesar de observarse un implante plaquetar mds tardio en el primer

grupo.

Tabla 2. Unidades de pools de plaquetas (PP) y concentrado de
hematies (CCHH) transfundidas a los 30 y 100 dias post-trasplante
de progenitores hematopoyéticos (TPH).

TPH haplaisimaios TiH misginies DELONE ]
= - el 1]
ik, P— PITRT) PITRT) PPy
W COHH mare dim +30-100, nad? neif
maetiana feaitremarn] ni1-3m L TR ] amm
WY tonal de COHMH transfundidon, 23 e
rapdfiane {eviremaos)] 1011 - 35} 131 - 55) LN
- RaZl Aada
IEPRIAE Y0 P #z-1 a(1-34) ai
9 PP emre s 431,100, [ L
madinn fextremin) 161 - ) 16{1- 1) Loo
MY futal de PP rambendi a3 a3
madisns |etremor) 443~ 118 B 01- 108} o
€0-020

D VARIANTE Y SUBTIPOS: DETECCION Y ANALISIS DE CASOS EN UN HOSPITAL DE TERCER
NIVEL

Ortiizar Ariana!, Pérez-Corral Ana Marifa!, Gémez-Centurién Ignacio!,
Lucea Irene?, Benitez Pilar!, Monsalvo Silvia!, Diez-Martin José Luis!,
Anguita Javier!

'Hospital General Universitatio Gregotio Marafidn; *Centro de Transfusion de
la Comunidad de Madrid

Introduccion: Se han descrito mds de 200 variantes del antigeno D (D
var) entre subtipos D débiles y D parciales, con gran variabilidad inter-
poblacional; algunos tienen riesgo de aloinmunizacién anti-D.

Objetivo: analizar los casos de D var detectados en el Servicio de
Transfusion de un centro de tercer nivel entre 2018 y 2020.

Métodos: Se realiza tipaje ABO/Rh en tarjetas de aglutinacién en co-
lumna de gel (Ortho BioVue®) y por aglutinacién directa en tubo con
reactivo Anti-D (RH1) TOTEM (Diagast®). Criterios de sospecha de
D var: 1) resultado serolégico =2+ o campo mixto en tarjeta, 2) discor-
dancia entre el resultado tarjeta/tubo, 3) deteccién de anti-D en paciente
D+. Se remite muestra al Centro de Transfusién de referencia para es-
tudio mediante plataforma de genotipado Grifols® ID RHD XT y RBC-
Verify Extend Innotrain®. Se realiza un andlisis descriptivo
retrospectivo unicéntrico.

Resultados: De 41 muestras estudiadas se confirmaron 37 casos de D
var (34 [91.8%] D débiles y 3 [8.1%] D parciales; Tabla 1) con un valor
predictivo positivo de los criterios de sospecha del 90.2%; 11/37 pre-

20 | Hematologia y Hemoterapia| 2020

sentaban riesgo de aloinmunizacién (Tabla 2). Se detectaron, por criterio
1: 25 D débiles y 1 D parcial (DARE), por criterio 2: 9 D Débiles y 1 D
parcial (DAU-0), por criterio 3: 1 D parcial (DIllc). Utilizando solo el
criterio 1 no se habrian detectado 9 D débiles y 2 D parciales (un 29.7 %
del total). 2/3 D parciales aglutinaron 4+. La distribucién por subtipos
fue concordante con lo descrito en poblacién caucésica: > 90% de sub-
tipos D débiles con preponderancia de los tipos 1, 2 y 3, si bien destaca
la elevada proporcién relativa (21.6%) de los D débiles tipo 4 y 59, con
prevalencia <2% en Europa. De los D var identificados el 86.5% perte-
necen al “eurasian-cluster” de alelos RHD y 5 (13.5%) a clusters africanos:
“weak D type 4-cluster” y “DAU-cluster” (Tabla 1), aunque 3 de estos 5
son de origen caucdsico. Se objetivé en los D débil tipo 1, 2, 8, 4 y 59
una asociacién del 100% con ciertos fenotipos RhCE (Tabla 3).

Conclusion: En 2 anos se detectaron 37 D var con una distribucién por
subtipos similar a lo descrito en poblacién caucésica, destacando una
mayor prevalencia de tipos infrecuentes y/o pertenecientes a clusters
africanos, sin justificacién étnica a priori. Utilizar 2 métodos de tipaje
Rhy la discrepancia entre ellos como criterio adicional de sospecha au-
ment6 la deteccién de variantes. Se confirmé la asociacién ya descrita
de los D débiles 1, 2, 3 y 4 con ciertos haplotipos RhCE; se describe por
primera vez la asociacién del D Débil tipo 59 con el haplotipo RhCe. El
fenotipo Rh completo podria tener un papel complementario en los pro-
tocolos de manejo transfusional del D var.

Los autores declaran ausencia de conflicto de intereses.

Tabla 1. Distribucion de subtipos de D variante segln genotipo y
cluster filogenético.

D VARIANTE M % CLUSTER
D disbil 24 91.8
Tipo 1 L 24.3 Eurasion O duster
Tipo 2 14 378 Eurasion O oluster
Tipo 2 a2 21 Firragion O oluster
Tipo 4.0/8.3 3 &1 Weok D type 4- cluster
Tipo 59 5 i35 Eurersian O clusher
D parcial 3 8.1
Tfp.p Ditle i 27 Eurcdion O cluster
Tipo DALMD 1 L7 DALcluster
|_Tipo DARE (DAR 2) 1 27 Weak D type 4- cluster

Tabla 2. Distribucion de subtipos de D variante seglin riesgo de
aloinmunizacion anti-D.

SIN riesga de soinmuniisdsn ant-D CON rieigo de aloinmunizscide ami-0
N % N k]

Doéblitipo! | 8 FIE] D chébll tipo 4.0/4.3 3 &1
Dadbirpal | 34 s D el tiger 59 5 fr]
R E] (¥} D parrinl tieo Dific 1 27
O paveial tipe DALLD 1 27

D pavciol tigo DARE DR | 2 27

TOTAL 26 0.2 n w7

Tabla 3. D variante y fenotipo RhCE asociado.

D variante Fenotipo RhCE
D DEBILTIPO 1 Ccee
D DEBILTIPO 2 ccEe
D DEBILTIPO 3 Ccee
D DEBILTIPO 4.0/4.3 Ccee
D DEBILTIPO 59 Ccee
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USO DE PLASMA RICO EN PLAQUETAS EN EL TRATAMIENTO DEL AGUJERO MACULAR DE
MAL PRONOSTICO

Pimentel Villar MA!, Trujillo Pérez MM!, Pimentel Pérez E!, Lépez
Marquez TJ!, Jiménez Moreno M!, Almagro Torres F!, Lépez Lpez JA!

'Hospital Universitario de Jaén

Introduccion: El plasma rico en plaquetas (PRP) es un componente san-
guineo que contribuye a la reparacién, curacién y regeneracién de los
tejidos, al favorecer procesos celulares implicados en la misma mediante
los factores de crecimiento (FC) y otros mediadores quimicos liberados
por las plaquetas. EI PRP estd siendo cada vez mas utilizado en diversas
especialidades, como en oftalmologia para el tratamiento del agujero
macular (AM). El AM consiste en la ruptura de todas las capas de la re-
tina a nivel foveal, patologia ligada al envejecimiento, que afecta pre-
dominantemente a mujeres (relacién 2:1) hacia la séptima década de la
vida, cuyo tratamiento estdndar es la vitrectomia posterior por pars
plana (VPP). Esta presenta una alta tasa de éxito, pero en casos comple-
jos disminuye considerablemente. Por ello, se han descrito diversas mo-
dalidades de tratamiento complementario de la VPP en los casos de AM
de peor pronéstico, como el colgajo/ trasplante de MLI o el uso de sus-
tancias adherentes, principalmente hemoderivados, de los cuales el més
extendido es el PRP, para favorecer la proliferacién glial y su reparacién
(Tabla 1).

Objetivo: Evaluar la utilidad del uso del PRP asociado a VPP estandar
en el tratamiento de los AM de mal prondstico.

Material y Método: Se realiza un estudio observacional restrospectivo,
de una serie de casos en el periodo de enero de 2018 a junio de 2020.
La muestra consta de 16 casos (10 mujeres y 6 hombres), con edades
entre 49 y 86 afos, intervenidos en el Hospital Universitario de Jaén
(HUJ) mediante VPP asociada a PRE, con periodo de seguimiento entre
1y 22 meses. Método de obtencién del PRP: (Figura 1). La concentra-
cién media de plaquetas en el PRP fue de 978.000/mL (rango 526.000-
1.505.0007mL). Se indicé en los casos de mal prondstico, encontrandose
11 casos de AM grandes, 2 recidivados, 1 recidivado y crénico, y 2 mi6-
picos y grandes, todos en estadios 3 6 4. Criterios de exclusién: Pacien-
tes con marcadores positivos para VHC, VHB, VIH o sifilis, excepto con
pruebas genémicas negativas, y aquellos con un proceso tumoral activo
(RD1088/2005).

Tabla 1. Clasificacion de Gass de los AM.
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Figura 1.

Resultados: Se obtuvo cierre anatémico del AM en 14 pacientes
(87,5%), con mejoria en la AV en 10 (62,50%), permaneciendo igual
en 4 (25%) y empeorando en 2 pacientes (12,5%). En todos los casos
de cierre anatémico se produjo mejoria de la sintomatologia asociada,
con disminucién o desaparicién de las metamorfopsias. Hay que dejar
constancia de que en los dos casos no exitosos, ambos clasificados en
estadio 4, uno de ellos corresponde al paciente de mayor edad de la
serie, que presentaba un AM grande (>600micras) y crénico, y el otro
caso corresponde al paciente con AM de mayor tamano de la serie
(>1.000micras). La tasa de cierres de AM complejos es similar a la des-
crita en el tratamiento de casos no complejos. Parece debido a que el
PRP induce una proliferacién fibroglial localizada, favoreciendo el se-
llado del AM. Diversos autores establecen como factores de mal pro-
néstico predictivos de recuperacién morfoldgica y visual los siguientes:
(Tabla 2).

Conclusiones: Nuestros resultados avalan la utilizacién de PRP en casos
complejos de AM, ya que fue efectivo logrando altas tasas de cierre.
Estas preparaciones poseen el estandar de calidad de los componentes
del banco de sangre y podrian ser de gran beneficio en otras patologias.

Tabla 2. Factores de mal pronéstico predictivos de recuperacion
morfolégica y visual.

Factores da mal prondstico predictivos de recuperacién morfoldghca y visual
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IMPACTO DEL TRATAMIENTO DE LA APLASIA PURA DE LA SERIE ROJA; EXPERIENCIA EN
UN CENTRO

Marco Ayala Javier!, Gomez Segui Ines!, Orti M* Del Buen Consejo',
Blanco Juan Albert!, Diaz Gonzalez Alvaro!, Carpio Nelly!, Sanz Santil-
lana Guillermo!, Solves Alcaina Pilar!

"Huip La Fe

Introduccion: La aplasia pura de la serie roja (APSR) es una complica-
cién del trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos (alo-
TPH) con incompatibilidad ABO mayor o bidireccional. Se caracteriza
por una anemia arregenerativa que origina un alto requerimiento trans-
fusional. Se han empleado diferentes tratamientos para la APSR con re-
sultados diversos. Sin embargo, no se ha demostrado que el tratamiento
de la APSR mejore la recuperacién de la eritropoyesis o disminuya el
requerimiento transfusional, dado que suele remitir espontdneamente
en semanas o meses. El objetivo de este estudio es describir las carac-
teristicas, requerimiento transfusional, eficacia del tratamiento y pro-
nostico de una serie de pacientes con APSR en nuestra Unidad.

Material y Método: Se incluyeron 109 pacientes en los que se realizé
un alo-TPH con incompatibilidad ABO mayor o bidireccional entre
2006 y 2019. Se definié como APSR la presencia de menos del 1% de
reticulocitos a los 60 dias post-TPH en pacientes con un aspirado de
médula compatible, tras haber descartado otras causas. Se registraron
las transfusiones de CH recibidas en los dias 30, 90, 180 y 365 post-
TPH y posteriores. Se definié como independencia transfusional (IT) el
dia de la dltima transfusién de concentrados de hematies (CH) en pa-
cientes con mas del 1% de reticulocitos.

Resultados: Se diagnosticaron un total de 8 pacientes (7,3%) con APSR.
Las caracteristicas del trasplante y del tratamiento empleado para la
APSR se resumen en la Tabla 1. 5 pacientes (63%) recibieron trata-
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miento de la APSR, con una mediana de inicio en el dia +185 post-TPH
(rango, 91-220). De ellos, 4 pacientes (80%) respondieron al trata-
miento. La mediana de IT fue en el dia +236 (rango, 224-259) y en el
+168 (rango, 113-308) en el grupo con tratamiento y sin tratamiento,
respectivamente. La mediana de transfusiones de CH al afo post-TPH
fue de 27 CH (rango, 18-62) y 63,5 CH (rango, 56-71) en el grupo con
tratamiento y sin tratamiento, respectivamente. La Figura 1 muestra la
evolucién del titulo de isoaglutininas del paciente n°8. Una paciente del
grupo sin tratamiento fallecié por recaida, mientras que el resto (87.5%)
estan vivos.

Conclusiones: En nuestro grupo, los pacientes que no recibieron trata-
miento de la APSR tuvieron un mayor requerimiento transfusional, aun-
que, paraddjicamente, alcanzaron una IT mds temprana. Esto puede
deberse a que los pacientes con APSR mds duradera fueran elegidos
para recibir tratamiento. Sin embargo, esto no parece haber tenido im-
pacto en el pronédstico. En nuestro grupo, el tratamiento de la APSR fue
efectivo en una alta proporcién de casos. No obstante, se desconoce si
se debe a un efecto del propio tratamiento o una remisién espontanea.
Hasta donde sabemos, se han descrito 12 casos de pacientes tratados
de forma exitosa con rituximab y un tnico caso tratado con progenito-
res CD34+. Las limitaciones de este estudio son las propias de un estu-
dio retrospectivo, con un nudmero bajo de pacientes, y con
heterogeneidad en la indicacién y tipo de tratamiento de la APSR. Pa-
rece razonable tratar a aquellos con una APSR mas duradera, con aloin-
munizacién o con sobrecarga férrica. Segin las dltimas publicaciones,
daratumumab parece una opcién prometedora. Cada paciente debe ser
evaluado individualmente y el tratamiento debe ser elegido conside-
rando los objetivos globales del trasplante.

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes.
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Figura 1. Evolucion de isoaglutininas en el paciente n°8.
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INDICACIONES CLINICAS DEL TRATAMIENTO CON INMUNOGLOBULINAS: COMPARACION
DE LA EXPERIENCIA DE UN CENTRO CON LA REPORTADA EN LA LITERATURA

Pérez-Alzola Ander!, Garcia-Erce José Antonio?, Marcos-Jubilar Maria®,
Paramo José Antonio®

"Universidad de Navarra; *Banco de Sangre y Tejidos de Navarra; *Clinica uni-
versidad de Navarra

Introduccién: En los tltimos afos ha aumentado considerablemente el
empleo de inmunoglobulinas su administracién tanto en indicaciones
dentro de ficha técnica como fuera de ella. Las indicaciones recogidas
dentro de ficha técnica son las siguientes: inmunodeficiencia primaria
o secundaria, purpura trombocitopénica inmunitaria, sindrome de Gui-
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llain Barré, enfermedad de Kawasaki, polirradiculoneuropatia desmie-
linizante inflamatoria crénica (CIDP) y neuropatia motora multifocal
(NMM) en paciente pedidtrico y adulto.

Objetivos: Analizar las principales indicaciones de la administracién
de inmunoglobulinas (Flebogamma®) en un hospital terciario y com-
parar los resultados obtenidos con las indicaciones reportadas en la li-
teratura.

Material y Métodos: Estudio retrospectivo observacional que evalud
la administracién de inmunoglobulinas inespecificas en 280 pacientes
entre 2010 y 2019 en la Clinica Universidad de Navarra: 57 % varones,
mediana de edad 55,4 anos (rango: <Imes — 90 afios). Revisién biblio-
grafica sobre las indicaciones de uso de inmunoglobulinas realizada en
UNIKA, DynaMed Plus, Pubmed (térmio Mesh: “inmunization, “pas-
sive”) y Google Schoolar.

Resultados: Se realizé un total de 4698 administraciones, 16,8 admi-
nistraciones/paciente; administrandose un total de 147.713 gramos, que
supone una media de 527 g/paciente. Un 8,9% de los casos fueron pa-
cientes pediatricos. Las indicaciones mas frecuentes fueron: 47 % pato-
logia neuroldgica, 24% inmunodeficiencia secundaria, 13% patologia
autoinmune, 6% inmunodeficiencias primarias, 2% tratamiento de in-
fecciones y un 8% otras indicaciones; siendo un 55% de ellas fuera de
ficha técnica. Se observaron 11,4% reacciones adversas, siendo un
87,5% leves: 39% cefalea y 36 % febricula; y un 12,5% graves (1 anafi-
laxia, 1 meningitis aséptica, 1 crisis convulsivay 1 edema agudo de pul-
mén). Se revisaron 7 trabajos, que incluyeron en total 3600 pacientes.
La edad mediana fue 53 afios, siendo un 48% varones. En 4/6 trabajos
analizados >50% de los pacientes recibieron inmunoglobulinas fuera
de ficha técnica (Tabla 1).

Conclusiones: Tanto en nuestro centro como en la literatura, las indi-
caciones mds frecuentes para la administracién de inmunoglobulinas
inespecificas fueron las enfermedades neuroldgicas y las inmunodefi-
ciencias. Un 55% de las administraciones se realizaron segun indica-
ciones fuera de ficha técnica. Dado el bajo porcentaje de reacciones
adversas se considera que constituyen un tratamiento seguro en diver-
sas patologias.

Tabla 1. Resumen de trabajos publicados.
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LATRANSFUSION DE CONCENTRADOS DE HEMATIES CON FENOTIPO RH Y KELL COMPAT-
IBLES EN PACIENTES CON SMD Y SMD/NMPC REDUCE LA APARICION DE ALOANTICUER-
POS ANTIERITROCITARIOS

Padl Vidaller Pedro José!, Yus Cebridn Flor!, Costilla Barriga Lissette!,
Romero Quezada Loris Lendy!, Perella Arnal Matilde Inés!

'Hospital De Barbastro

Introduccion: La transfusién de concentrados de hematies (CH) sigue
siendo uno de los pilares en el tratamiento de pacientes con SMD y
SMD/NMPc. Una de las complicaciones asociadas a la transfusién mas
frecuentes es la aparicién de aloanticuerpos antieritrocitarios (AE), que
ha demostrado aumentar el riesgo de reacciones hemoliticas retardadas,
dificultar el estudio inmunohematolégico, aumentar el coste y tiempo
de las determinaciones, conllevar retrasos en la administracién de he-
moderivados, mayor aparicién de autoanticuerpos y aumento de re-
querimientos transfusionales. En estos pacientes un 70 — 80% de los AE
detectados pertenecen al sistema Rh y/o Kell, habiéndose demostrado
que la transfusién de hematies con fenotipo Rh completo (D, C, ¢, Ey
e) y Kell compatibles reduce de manera significativa la aparicién de AE.
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En nuestro hospital se adopté la politica de transfusiéon de hematies
fenotipados (Rh y Kell) en el afio 2015, por lo que realizamos un estudio
comparativo entre pacientes transfundidos antes y después de dicho
cambio.

Material y Métodos: Se han revisado los pacientes con diagnéstico de
SMD o SMD/NMPc transfundidos en nuestro hospital desde 1999 hasta
la actualidad y comparado con los transfundidos desde enero 2015 hasta
abril 2020. Se ha utilizado el programa Jamovi v1.1.9.0 para la determi-
nacién de medianas, rangos y test x? para muestras independientes.

Resultados: Entre 1999 y 2014 se transfundieron 78 pacientes con
diagnéstico de SMD o SMD/NMPc, con una mediana de edad de 79
afios (rango 53 - 97) y predominio masculino (42 pacientes, 53,8%). Se
transfundieron un total de 3809 CH, con una mediana de 24 (rango 2 —
202) concentrados por paciente. Se detectaron un total de 15 AE en 9
de los pacientes (11,5% del total). Cinco de los nueve pacientes (55,6 %)
desarrollaron més de un AE (rango 2 — 3). El AE mds frecuentemente
detectado fue el anti E (5 casos), seguido de anti K (3), anti D (2), anti
Fya (2), anti C (1), anti Lea (1), y anti Lua (1). En 5 (55,6%) de los 9 pa-
cientes con aloinmunizacién sélo se vieron implicados los anticuerpos
frente al sistema Rh y Kell. Desde enero de 2015 hasta abril de 2020 se
han transfundido un total de 37 pacientes, con una mediana de edad de
82 anos (rango 59 — 93) y predominio masculino (27 pacientes, 72,9 %).
Se han transfundido un total de 799 CH (mediana 13 concentrados por
paciente; rango 1 — 129). En todos estos casos la transfusién se ha lle-
vado a cabo con CH con fenotipo Rh completo y Kell compatibles. No
se ha detectado ningtin AE de nueva aparicién. Tres de los 37 pacientes
(8,1%) presentaban AE antes del diagnéstico de su patologia hemato-
légica, y ninguno ha desarrollado nuevos AE. La tasa de aloinmuniza-
cién tras la implantacién de concentrados de hematies fenotipados se
ha reducido de manera significativa (11,5% vs 0%, p=0,034).

Conclusiones: La tasa de aloinmunizacién en nuestros pacientes era
similar a la encontrada en la bibliograffa (11,5%). Se ha reducido, de
manera significativa, la tasa de aloinmunizacién tras la implantacién de
la transfusién de concentrados de hematies fenotipados. En pacientes
con SMD y/o SMD/NMPc se deberia institucionalizar la transfusién de
CH fenotipados para Rh y Kell.

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes.
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ANTICUERPOS ERITROCITARIOS NO-ABO EN EL CURSO DE UN ALO-TRASPLANTE

Orti Verdet M*Consejo!, Marco Ayala Javier!, Garcia Ruiz Raquel,
Navarro Irene!, Solves Alcaina Pilar!, Carpio Martinez Nelly'

'Hospital La Fe

Introduccion: El trasplante alogénico de células madre hematopoyéticas

(TPH) es un tratamiento curativo para muchas enfermedades hemato-
légicas. Para elegir un donante para un paciente es necesaria la similitud
HLA, pero no la compatiblidad ABO ni de otros antigenos eritrocita-
rios.

Objetivo: Determinar la incidencia y especificidad de los alo-anticuer-
pos (Alo-Ac) eritrocitarios no ABO en una serie de pacientes que han
recibido trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos de di-
ferentes fuentes en nuestro hospital. Analizar los factores que influyen
en la aloinmunizacién.

Material y Métodos: Se realiza un estudio retrospectivo de los trasplan-
tes realizados desde enero de 2000 hasta enero de 2019. Evaluamos las
caracteristicas de los pacientes, y la ficha transfusional.

Resultados: Revisamos 1361 episodios de trasplante alogénico reali-
zados a 1278 pacientes: 74 pacientes recibieron 2 trasplantes y 9 pa-
cientes recibieron 3. De los pacientes analizados, 538 son mujeres y 822
varones (60,4%). Con una mediana de edad de 40 afos (rango0.5-70,9
afios). Los progenitores hematopoyéticos se obtuvieron de sangre peri-
férica en 904 casos, de cordén en 438 y de médula ésea en 18. Un total
de 1178 fueron HLA idénticos y 183 haplo-idénticos. Un total de 40 pa-
cientes tuvieron el escrutinio de anticuerpos irregulares (EAI) positivo
para Alo-Ac eritrocitarios clinicamente significativos, 22 ya lo presen-
taban antes del TPH y 18 los desarrollaron después del TPH, siendo la
prevalencia de alo-Ac postrasplante del 2,15% (teniendo en cuenta que
se realizd seguimiento a 1198 pacientes postrasplante). La especificidad
de los 22 alo-anticuerpos previos al trasplante fue: -Kell (6 pacientes), -
E (4),-M (3), -D (2), -CW (1), -D pasivo (1), - Jka (1), -Lea (1), -Lua (1) y
-N (1). Un paciente presenté dos anticuerpos que son frente a D+C. De
los 18 alo-Ac desarrollados después del trasplante, se identificaron: -E
4), -Kell (2), -Cw (2) y -D (2), -c (1), -e (1), -Jkb (1), -Wra (1). Cuatro pa-
cientes presentaron anticuerpos frente a dos antigenos eritrocitarios: -
E mds anticuerpo frio, -K mdés anticuerpo frio, -E+C, y por tltimo -K+C.
La mediana de tiempo entre el trasplante y la deteccién de anticuerpos
fue de 272 dias (rango 5-6641). En el andlisis multivariante se estudi6 la
relacién entre presentar EAI antes del trasplante con el sexo, la edad, el
peso del paciente y los concentrados de hematies trasfundidos. El tnico
factor que tiene una influencia estadisticamente significativa en el de-
sarrollo de alo-Ac antes del TPH son CH trasfundidos (P: 0,015). En el
anélisis multivariante para el desarrollo de Alo-Ac post-TPH los factores
que se estudiaron fueron la edad, el peso, CH trasfundidos previo al
TPH y en los 30 dias posteriores, incompatibilidad ABO donante-re-
ceptor, presencia de EICH, nimero de trasplantes, y la fuente de pro-
genitores. Las variables estadisticamente significativas que influyeron
en desarrollar Alo-Ac post-TPH fueron el menor peso (P: 0,019) y la au-
sencia de EICH (P: 0,011).

Discusion: La incidencia de los alo-Ac no ABO en pacientes sometidos
a TPH ha sido menor que en otras series, siendo de 2,5%. Los Ac mas
prevalentes han sido —-K y —E, diferentes a otros estudios similares.

Los resultados obtenidos entre mayor nimero de trasfusiones y la
aparicién de mds Ac no ABO, son concordantes con la evidencia previa.
La incompatibilidad ABO no se relacioné con el desarrollo de alo-Ac.
Y a destacar la relacién entre el desarrollo de Ac y la ausencia de EICH,
que podria deberse a la mayor inmunosupresion que presentan los pa-
cientes.

C0-026

INFLUENCIA DE LA CICLOFOSFAMIDA POST TPH EN LOS REQUERIMIENTOS TRANSFUSION-
ALES E INDEPENDENCIA TRANSFUSIONAL EN PACIENTES SOMETIDOS A TPH
EMPARENTADO HLA IDENTICO

Navarro Vicente Irene!, Solves Alcaina Pilar!, Carpio Martinez Nelly!,
Garcia Ruiz Raquel!, Orti Verdet M Consejo!

'Hospital La Fe

Introduccion: La ciclofosfamida post-transplante (CEMp) se utiliza ha-
bitualmente en el trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH)
haploidéntico como profilaxis de la enfermedad injerto contra huésped
(EICH). La CEMp produce una deplecién selectiva de células T alorreac-
tivas. Debido a los buenos resultados su uso se ha extendido a otras
modalidades de TPH como el TPH familiar HLA-idéntico. El objetivo
de este trabajo es comparar las necesidades transfusionales y la inde-
pendencia transfusional (IT) de los pacientes receptores de trasplante
HLA idéntico de donante emparentado que han recibido CEMp, con un
grupo de pacientes control que no la recibieron.
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Material y Método: Hemos revisado los datos de la historia transfusio-
nal y del TPH en aquellos pacientes sometidos a TPH de familiar HLA-
id que reciben CFMp como profilaxis de EICH (grupo 1) y las hemos
comparado con un grupo de pacientes que no recibié esta profilaxis
(grupo 2).

Resultados: Revisamos los datos de 69 pacientes (45 hombres, 24 mu-
jeres, mediana de edad de 57.7 afios) que recibieron CFMp durante el
periodo desde 2017 hasta 2019 (grupo 1). El grupo 2 consistié en 83
pacientes (49 hombres, 34 mujeres, mediana de edad de 46.5 afos) que
habian recibido TSP sin CFMp en el periodo de 2013 a 2017. La me-
diana de dias hasta neutréfilos > de 1000/pl fue de 18 para el grupo 1y
de 13 para el grupo 2 (P<0.001) y hasta plaquetas > 20000/ul de 25 para
el grupo 1y de 16 para el grupo 2 (p<0.001). En el grupo 1, 31 pacientes
desarrollaron cistitis hemorragica, y solo 3 en el grupo 2 (p<0.001). Los
resultados de los requerimientos transfusionales se muestran en la Tabla
1. En el grupo 1, 63 pacientes consiguieron la IT de hematies (91,3%),
mientras que en el grupo 2 la alcanzaron 78 pacientes (94 %) p=0.755.
En cuanto a la independencia de plaquetas, en el grupo 1 la alcanzaron
64 pacientes y en el grupo 2 80 pacientes (96,4%), p=0.469. La mediana
de dias hasta alcanzar la IT a hematies fue de 19 para el grupo de 1y
12 para el grupo 2 (p<0.001), y para la IT a PQ fue de 25 dias para el
grupo 1y de 11.5 para el grupo 2 (p<0.001). En el anélisis multivariante
tres variables han demostrado de forma estadisticamente significativa
estar relacionadas con la mayor necesidad transfusional de hematies en
el dia 30 post-TPH HLA idénticos de donante emparentado con CFMp:
la transfusion previa de concentrados de hematies (p<0,01), los dias ne-
cesarios para conseguir neutréfilos > 1.000/pl (p<0,001), y una menor
cifra de Hb previa al TSP (p<0,001).

Conclusiones: La introduccién de la CEMp en el TSP emparentado
HLA idéntico aumenta de manera significativa las necesidades transfu-
sionales de hematies y plaquetas y retrasa la independencia transfusio-
nal de los pacientes. Este efecto adverso estd asociado al retraso del
prendimiento. Esto debe ser tenido en cuenta a la hora de planificar el
TSP

Tabla 1.
NO CEMp 51 CFMp P
CH 30d 4 (0- 22) & (0-14) 0,002
CH 90d 4 [0-47) 8(0-32) 0,001
CP 304 3 (0-67) 6 [1-33) 0,011
CP 90d 3 (0-47) 7 (1-89) 0,001
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RED NACIONAL PARA EL DIAGNOSTICO MOLECULAR AVANZADO EN LEUCEMIA MIELOIDE
AGUDA: PROYECTO PETHEMA NGS-LMA

Sargas Simarro Claudia!, Ayala Diaz Rosa?, Chill6n Santos Carmén?,
Larrayoz Ilundédin Maria José*, Carrillo Cruz Estrella’, Bilbao Sieyro
Cristina‘, Garcia-Sanz Ramén?, Botella Prieto Carmen’, Serrano Lépez
Joséfina®, Bergua Burgues Juan’, Amigo Lozano Mariluz!’, Tormo Diaz
Mar!", Bernal del Castillo Teresa'?, Sdnchez Garcia Joaquin®, Gémez-
Casares Maria Teresa®, Pérez-Simén José Antonio®, Calasanz Abinzano
Maria José*, Martinez-Lépez Joaquin', *Barragan Gonzélez Eva'4, *Mon-
tesinos Ferndndez Pau'®

"Unidad de Biologia Molecular. IIS La Fe, Valencia; *Setvicio de Hematologia,
HU 12 de Octubre, CNIO, Madrid; SHU de Salamanca (HUS/IBSAL),
USAL-CSIC, Salamanca; “CIMA LAB Diagnostics-Universidad de Navarra,
Pamplona; "HU Virgen del Rocio, IBIS/CSIC/CIBERONC, Sevilla; *HU de
Gran Canaria Dr. Negrin, Las Palmas de Gran Canaria; "Hospital General
Universitario de Alicante; SIMIBIC, HU Reina Sofia, UCO, Cordoba; "HU San
Pedro de Alcdntara, Cdceres; ""HU Morales Messeguer, Murcia; ""H Clinico
Universitario, INCLIVA, Valencia; *HU Central de Asturias, Oviedo; 3Servicio
de Hematologia, HU 12 de Octubre, Madrid; **Unidad de Biologia Molecular,
HUYyP La Fe, Valencia. CIBER de oncologia, CIBERONGC; >Servicio de Hema-
tologia, HUyP La Fe, Valencia. CIBER de oncologia, CIBERONC

Introduccion: La secuenciacién masiva (NGS) se ha implementado en
los laboratorios a fin de abordar de manera eficiente y simultédnea las
alteraciones moleculares relevantes en la LMA. Sin embarog, la varia-
bilidad de ensayos, equipos y plataformas disponibles ha derivado en
una gran diversidad de estrategias y métodos de anélisis e interpreta-
cién. Desde el grupo cooperativo PETHEMA, se ha promovido el desa-
rrollo de la primera red de laboratorios con estudios de NGS
estandarizados a fin de proporcionar resultados homogéneos a todos
los pacientes diagnosticados de LMA en el territorio nacional.

Métodos:La red estaba constituida con 7 laboratorios entre los que se
distribuyeron 10 muestras con 54 variantes en dos rondas de validacién
(RV). La validacién clinica se realizé en 823 muestras de 751 pacientes
diagnosticados de LMA (N=639), LMA resistente (N=82) o en recaida
(N=102). El grupo consensué 30 genes relevantes en la LMA:
ABL1,ASXL1,BRAECALR,CBL,CEBPA,CSF3R DNMT3A,ETV6,EZH2,FL
T3,GATA2,HRAS,  IDH1,IDH2,JAK2,KIT,KRAS,MPL,NPM1,NRAS,
PTPN14,RUNX1,SETBP1,SF3B1,SRSF2, TET2,TP53,U2AF1 v WT1. El
estudio de ASXL1,CEBPA,FLT3 IDH1,IDH2,NPM1,RUNX1y TP53 fue
obligatorio por su implicacién en guias clinicas, terapia dirigida y estra-
tificacién prondstica y recomendable la inclusién del mayor nimero de
genes del consenso acorde a las necesidades de cada laboratorio. 4 cen-
tros trabajaron con Illumina (SOPHiA Genetics) y 3 lon Torrent (Onco-
mineMyeloidResearch y panel custom).

Resultados: La primera RV mostré una tasa de error (TE) del 39,02%.
Tras consensuar los pardmetros de estandarizacién y métricas de cali-
dad (uniformidad >85%; profundidad media 1000X), la TE se redujo al
14,43 % alcanzando una concordancia de 85,57 %. En ambas RV varian-
tes con menor frecuencia alélica (VAF) mostraron las mayores TE. La
TE entre plataformas no mostré diferencias significativas. E1 90,81 % de
los pacientes mostré al menos 1 mutacién con una media de 2,49 mu-
taciones/paciente. Los pacientes =65 afios presentaron mayor ndmero
de mutaciones (2,74% vs. 2,18%). En la serie global los genes mas fre-
cuentemente mutados fueron FLT3 (24,06%), DNMT3A (21,63%) y
NPM1 (21,51%) (Figura 1A). Sin embargo, se observé distinto perfil
mutacional segln la edad. Los pacientes =65 afos presentaron menor
incidencia de mutaciones en FLT3 y NPM1 y mdas mutaciones en
ASXL1, EZH2, IDH2, JAK2, SF3B1, SRSF2, TET2, TP53, y U2AF1 (Fi-
gura 2). También observamos distinto perfil mutacional segin el mo-
mento de la enfermedad destacando RUNX1 y SRSF2, por su mayor
prevalencia en la resistencia al tratamiento (Figura 1B).

Un 72,30% de los pacientes presentaron variantes en genes con im-
plicacién clinica. En este sentido, en el 26% de los casos ASXL1, RUNX1
y TP53 fue la Gnica alteracién clinicamente relevante por lo que la NGS
fue crucial en la estratificacién prondstica. Los patrones de cooperacién
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entre genes mostraron que FLT3, NPV 1y DNMT3A estaban co-muta-
dos para todas las combinaciones (p<0.001) y variantes en PTPN11 tam-
bién asociaban con estos genes (Figura 3). El andlisis de la evolucién
clonal mostré que variantes en genes de las vias de sefalizacién (INRAS,
FLT3, KIT, KRAS y PTPN11) son eventos tardios (VAF 21,90% vs.
41,10%) y poco estables. Este trabajo es el primero en el que se realiza
una estrategia nacional de validacién de los estudios de NGS con ana-
lisis centralizado en el contexto de un grupo cooperativo de LMA. La
unificacién de criterios de andlisis e interpretacién mejorara la aplica-
ci6én de la medicina de precision en el paciente con LMA y potenciard
el desarrollo de ensayos clinicos basados en alteraciones moleculares
accionables.

PI15/01706;P116/00517;P116/0665;P116/01530;P118/01340;P118/01946
;PI19/00730;P119/01518;F119/00059;Beca de investigacién FEHH. Fun-
dacién CRIS contra el cancer 2018/001; CIBERONC-CB16/12/
00233;CEI-2010-1-0010

Los autores declaran no tener ningiin conflicto de interés.
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Figura 1. A) Grafico Heatmap con la distribucion de mutaciones.
Barras horizontales: Verde-diagnéstico, naranja-resistencia, rojo-re-
caida. Barras verticales: Azul-positivo, rojo-FLT3-D835/1836, verde-
otras mutaciones puntuales (MP) en FLT3, naranja-FLT3-ITD y
D835/836, azul claro-FLT3-ITD y FLT3-MP, gris claro-negativo, gris
oscuro-resultado no disponible, amarillo-variantes bialélicas en
CEBPA. B) Perfil mutacional asociado al diagnéstico (azul), Re-
sistencia (rojo) y recaida (verde).
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Figura 2. Perfil mutacional asociado a la edad.
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Figura 3. Diagrama de circos. Relaciones de asociacion entre
genes.

Co-028

IDENTIFICACION DE MECANISMOS DE REGULACION TRANSCRIPCIONAL ASOCIADOS AL EN-
VEJECIMIENTO MEDIANTE SINGLE-CELL RNASEQ DE PROGENITORES HEMATOPOYETICOS

Ainciburu Marina!, Ezponda Teresa!, Berastegui Nerea!, Vilas Zornoza
Amaia!, San Martin Uriz Patxi!, Alignani Diego!, Jimenez Tamara?,
Lépez Felix?, Hernandez Jests M?, Molero Antonieta®, Montoro Julia?,
Tazén Barbara®, Lasaga Miren?, Gomez Cabrero David*, Diez Campelo
Maria?, Valcarcel David®, Romero Juan Pablo!, Prosper Felipe®

'Centro de Investigacion Médica Aplicada; *Hospital Universitario de Sala-
manca; *Hospital Universitario Vall d’Hebron; *“NavarraBiomed; *Clinica Uni-
versidad de Navarra

Introduccion: El envejecimiento se asocia con cambios en la hemato-
poyesis que dan lugar a un aumento en la incidencia de patologias mie-
loides. En concreto, un incremento en el nimero de células madre
hematopoyéticas con un perfil menos funcional, pérdida en la produc-
cién de células linfoides y un sesgo hacia el compartimiento mieloide
son ejemplo de alteraciones ya descritas. A nivel molecular, el enveje-
cimiento se relaciona con lesiones transcripcionales y un aumento en
la tasa de mutaciones en los progenitores. Diversos estudios en ratén
sugieren que estos cambios son el resultado de un enriquecimiento en
subpoblaciones de células madre y en diversos progenitores, demos-
trando la necesidad de estudiar la heterogeneidad celular en este pro-
ceso. Por estos motivos, creemos que el estudio a resolucién de una sola
célula puede dar paso a describir las lesiones moleculares del envejeci-
miento.

Meétodos: 28764 células CD34+ de la médula 6sea de donantes jéve-
nes y mayores fueron aisladas mediante citometria de flujo. Se cons-
truyeron librerfas de secuenciacién de célula tnica con la plataforma
Chromium de 10X Genomics. Los andlisis computacionales se realiza-
ron con los algoritmos Seurat, Palantir y Scenic implementados en R y
Python.

Resultados: Hemos caracterizado subpoblaciones de células madre
progenitoras mediante técnicas de clustering no supervisado. Las eti-
quetas de los clusters, en los donantes j6venes, fueron asignadas por la
expresién de marcadores celulares previamente descritos. Dentro de
estas poblaciones encontramos tanto progenitores multipotentes, como
células comprometidas a los linajes eritroide, mieloide y linfoide. Utili-
zando dichas subpoblaciones como referencia, creamos un clasificador
basado en modelos lineales generalizados para clasificar las células de
los donantes mayores. Hemos observado un incremento en las propor-
ciones de células madre hematopoyéticas, una desaparicién del linaje
linfoide y de las poblaciones mieloides mds diferenciadas. Mediante un
analisis de expresién diferencial, encontramos una sobre expresién de
genes asociados a rutas de hipoxia, p53 y respuesta a la inflamacién en
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la mayoria de las poblaciones de los donantes mayores. Estos resultados
sugieren una respuesta molecular a un microambiente con mayor infla-
macion en dichos pacientes. En linea con una diferenciacién menos efi-
ciente durante el envejecimiento, los genes asociados a subpoblaciones
mds diferenciadas aparecen sub-expresados en los donantes mayores.
Mediante andlisis de trayectorias encontramos que los cambios mds
importantes debido a la edad aparecen en genes relacionados con la di-
ferenciacién hacia poblaciones linfoides y monocitica. Para estudiar los
factores de transcripcién que regulan dichos procesos, creamos redes
de regulacién génica. Nuestros resultados muestran que los donantes
jovenes presentan la activacién de factores de transcripcién especificos
en cada una de las subpoblaciones, mientras que los donantes mayores
demuestran una pérdida de activacién de dichas redes de regulacién,
efecto que se asocia a una hematopoyesis menos eficiente de estos in-
dividuos.

Conclusiones: Este estudio aporta un nuevo enfoque en el estudio de
la hematopoyesis durante el envejecimiento y da evidencia sobre los
efectos adquiridos a una resolucién de célula Gnica. Nuestros resultados
demuestran patrones de expresién aberrantes en la mayoria de los com-
partimientos celulares y los posibles factores de transcripcién cuya ac-
tivacién aberrante regula la diferenciacién hematopoyética
caracteristica del envejecimiento.

C0-029

APLICACION DE UN PANEL DIAGNOSTICO DE NGS PARA MEJORAR Y REFINAR LA ESTRAT-
IFICACION DE LOS PACIENTES CON LEUCEMIA AGUDA LINFOBLASTICA B

Montafio A!, Matorra-Miguel M!, Forero-Castro M?, Lumbreras E!, San-
tos S!, Miguel C!, Fuster JL?, De las Heras N*, Garcia-de Coca A’ Sierra
M¢, Davila]’, De la Fuente I®, Olivier C°, Olazdbal J'°, Martinez J!!, Vega
N2 Camos M2, Gonzélez T7, Herndndez-Rivas JM’, Benito R!

'IBSAL, IBMCC, Universidad de Salamanca, CSIC, Centro de Investigacion
del Cancer (CIC), Salamanca, Espaiia.;*Escuela de Ciencias Biologicas (Grupo
de investigacion GICBUPTC), Universidad Pedagégica y Tecnologica de Colom-
bia, Tunja, Colombia.; *Departamento de pediattia oncohematoldgica- Hospital
Universitario Virgen de la Arrixaca, Murcia, Espaiia.; *Departamento de Hema-
tologia - Hospital Virgen Blanca, Ledn, Espaiia.;*Departamento de Hematologia
- Hospital Clinico de Valladolid, Valladolid, Espaiia.; *Complejo Sanitario de
Zamora, Zamora, Espaiia.;’Departamento de Hematologia - Hospital Univer-
sitario de Salamanca, Salamanca, Espaia.; *Departamento de Hematologia -
Hospital Rio Hortega, Valladolid, Espaiia.; *Servicio de Hematologia y Hemo-
terapia - Complejo Sanitario de Segovia, Segovia, Espaiia.; '°Departamento de
Hematologia - Hospital Universitario de Burgos, Burgos, Espafia.; ''Departa-
mento de Hematologia - Hospital Universitario 12 de Octubre, Madrid, Espaiia.;
Laboratotio de Hematologia, Instituto de Investigacion, Hospital Sant Joan de
Déu, Barcelona, Espaiia

Introduccion: La presencia de alteraciones genéticas recurrentes (detec-
tadas por cariotipo/FISH) son clave, tanto en la definicién de subtipos
diagnésticos como en el prondstico de la LAL-B. El uso de las técnicas
de alto rendimiento como la NGS y aCGH ha permitido la deteccién
de un amplio espectro de nuevas alteraciones que podrian establecerse
como marcadores prondsticos, ayudando asi en el manejo clinico de los
enfermos. No obstante, la deteccién de estas alteraciones requiere la in-
tegracion de varias metodologias, lo que se traduce en un gran tiempo-
coste analitico. El desarrollo de una estrategia, que permita el analisis
completo de las diferentes alteraciones genéticas asociadas con la en-
fermedad en un solo paso, podria ayudar a mejorar la estratificacién y
el prondstico de los pacientes, asi como en la identificacién de dianas
terapéuticas y predictores de la respuesta a tratamiento, acercdindonos
de esta manera a una medicina personalizada de precisién.

Objetivos: Aplicacién de un panel de NGS personalizado en pacientes
de LAL-B, que incluye el andlisis simultdneo de mutaciones, SNPs far-
macogenéticos, reordenamientos y CNVs, para mejorar su clasificacién,
estratificacién e identificar nuevos biomarcadores.

Meétodos: 200 muestras de médula 6sea/sangre periférica de pacientes
(pediatricos y adultos) con LAL-B fueron analizadas al diagndstico. La
secuenciacion se llevé a cabo mediante un panel de NGS personalizado,
que permite el estudio de 150 genes para la deteccidén de: mutaciones
somaticas; CNVs (ej. IKZF1del e iAMP21); reordenamientos génicos
(ej. CRLF2r) y SNPs farmacogenéticos. A partir de ADN se realizé la se-
cuenciacién masiva con SureSelectQXT-Target-Enrichment (Agilent) en
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un NextSeq (Illumina). El anélisis de los datos se realiz6 con un pipeline
propio, asi como la deteccién de CNVs y aneuploidias. Para la deteccién
de reordenamientos se usé el software MANTA (Illumina).

Resultados: 1. La integracién del panel de NGS-LAL B junto con las
técnicas clasicas de diagnéstico (cariotipo/FISH) permitié mejorar la es-
tratificacion de los pacientes, logrando identificar alteraciones “de novo”
y recurrentes (>80% y 12% de los pacientes respectivamente) que no
fueron detectadas por técnicas convencionales. 2. E1 81% de los pacien-
tes presentd al menos una mutacién en alguno de los genes estudiados,
siendo NRAS el gen mds recurrentemente mutado (30%), seguido
de KRAS, JAK2, PAX5 e IKZF1. Algunos de ellos fueron predictores de
menor RFS como las mutaciones en NRAS, JAK2 y PAX5 en pacientes
adultos (P=0,03/0,05/0,026). 3. El anélisis de CNVs mostr6 la pérdida
recurrente de [KZF1 en el grupo Philadelphia y B-others (P<0.001) y se
asocié con una menor EFS y EMR+33 positiva, acorde a lo descrito
(P=0,034/0,046). Los pacientes con IKZF1del mostraron ademds una
menor EFS cuando eran acompanadas de la pérdida de BTG7 (P=0,05).
Dentro del grupo B-others, la pérdida de PAX’ se asoci6 con una menor
RES (P=0,029). 4. Se identificaron 12 pacientes con CRLF2r (6%), lo que
permitié su adscripcién al grupo Ph-like, asocidndose con una menor
oS, menor EES coocurrencia con mutaciones
de JAK2 (P=0,014/0,030/<0,001). 5. El estudio SNPs detect6 la presencia
de haplotipos en los genes MTHFR, TPMT, SLCO1B1 o SOD2 asocia-
dos con respuestas farmacoldgicas.

Conclusiones: El uso del panel de NGS-LAL B nos permite detectar
eficazmente las principales alteraciones genéticas descritas en los pa-
cientes con diagnéstico de LAL-B en un solo ensayo, mejorando su cla-
sificaciéon y estratificacién prondstica. El panel permite ademads
la identificacién de dianas terapéuticas, predictores de la respuesta al
tratamiento, asi como la de nuevos marcadores prondsticos, lo que me-
joraria el manejo clinico de los pacientes.

Financiacion: SA271P18, GRS 1847/A/18, GRS 2062/A/19, FUCALHH
2017,1BY17/00006 y beca predoctoral de la AECC por parte de la junta
provincial de Salamanca.

Los autores declaran no tener conflictos de intereses.
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EXOMA (WES) 0 PANEL DE NGS PARA CORRECTO DIAGNOSTICO DE NEOPLASIAS
MIELOIDES. VENTAJAS E INCONVENIENTES

Aguilera Diaz Almudena!, Ariceta Befat!, Vazquez Iria!, Aguirre Paulal,
Manu Amagoia!, Larrayoz Maria José!, Rifén-Roca José?, Alfonso Pierola
Ana?, Prosper Felipe?, Fernandez-Mercado Marta!, Calasanz Maria José!

"Universidad de Navarra; *Clinica Universidad de Navarra

Los panels de secuenciacién masiva (NGS) interrogan un conjunto de
genes clinicamente relevantes para una determinada patologia y con
valor diagnéstico, prondstico y terapéutico. Sin embargo, cuando los
resultados de un panel no son concluyentes, en ocasiones se plantea la
secuenciacién de exoma completo (WES). Se secuencié ADN de 24
muestras (16 de medula ésea, MO, y 8 de células T CD3*), correspon-
dientes a 8 pacientes con Sindromes Mielodispla sicos (SMD) que su-
frieron transformacién a Leucemia Mieloide Aguda (LMA), empleando
dos tecnologias de secuenciacién masiva: el panel de NGS Pan-Mieloide
sobre las muestras de MO (PMP, 48 genes relacionados con neoplasia
mieloides (NM)), y exoma completo (WES) sobre las 24 muestras (Agi-
lent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Con este disefio pretendimos
estudiar la eficacia de deteccién de mutaciones de ambas técnicas en
enfermedad mieloide con distintos niveles de infiltracién. El panel PMP
detectd un total de 58 variantes clinicamente relevantes, y los exomas
detectaron un total de 211, 51 de ellas en genes incluidos en el disefio
del panel. La profundidad media de secuenciacién fue de 4500x para
PMP y 250x para WES (Figura 1). Las variantes detectadas por ambas
técnicas presentaban frecuencias alélicas (VAF) similares (Figura 2). Las
7 variantes detectadas por el panel que no fueron llamadas por el exoma
se caracterizaron por tener VAF <5%. El analisis con PMP de las mues-
tras SMD de los casos 4y 7, detect6 clones a una VAF del 1% de las va-
riantes patogénicas [DH1 p.Argl32His y FLT3 p.Asp835Tyr
respectivamente, que no fueron detectados por WES; en las muestras
LMA las VAF aumentaron a 11% y 47 % cada una (9% y 45% en WES
). Ademads, en el caso 6, por PMP fue detectado un clon con la variante
patogénica NRAS p.Gly60Val a una VAF de 3% en SMD y de 1% en
LMA, que tampoco fueron detectados por WES. Por otro lado, WES de-
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tectd la variante patogénica GNAS p.Arg844Cys en SMD y LMA en el
caso 4; GNAS esta relacionado con NM, pero no esté incluido en el di-
sefio de PMP. Por ultimo, 7 variantes detectadas por PMP a VAF~50%
fueron descartadas por el andlisis de WES por estar presentes en las cé-
lulas CD3*, sefalando asi la naturaleza germinal de las mismas.

En conclusién, (i) ambas técnicas demostraron su utilidad y son com-
plementarias: WES para el descubrimiento de nuevas variantes, y los
paneles NGS para la deteccién de clones emergentes, lo que da una ima-
gen mds precisa de la heterogeneidad clonal del tumor. (ii) Ademas,
nuestro estudio resalta la necesidad de mantener los paneles actualiza-
dos con los descubrimientos mas recientes de la enfermedad a estudio.
(iii) Por tltimo, conviene destacar la importancia de la secuenciacién de
muestra germinal para caracterizar la naturaleza de las variantes detec-
tadas por panel, por su posible impacto en el consejo genético; asi como
habria que revisar criticamente los criterios de andlisis de WES que, por
su diseno, obvia las variantes germinales, de importancia creciente en
neoplasias mieloides.

Este trabajo ha sido financiado por el proyecto DIANA, 0011-1411-
2017-000028, PI16/00159, PI117/00701 y AIO2014.
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Figura 1. Profundidad de cobertura. La profundidad media de
cobertura de PMP fue de 4500x, y de WES 250x.
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Figura 2. Frecuencias alélicas de las variantes (VAF) detectadas me-
diante el panel (PMP) y mediante exoma (WES). La correlacion de
VAFs fue alta (R>= 0,925) para las variantes detectadas por ambas
técnicas.

C0-031
ESTRATEGIA DE CITOMETRIA MULTIDIMENSIONAL DE ALTA SENSIBILIDAD BASADA EN EL

ENFOQUE INTEGRADO DFN/LAIP PARA EL DIAGNOSTICO Y MONITORIZACION DE ENFER-
MEDAD MINIMA RESIDUAL EN LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

Pifiero Romero Paula!, Brefia Joaquin?, Pérez Sala Maria!, Lépez Marin
Javier!, Garzo Ana!, Campos Elia!, Gil Cortés Cristina!, Villarrubia
Blanca!, Botella Carmen!, Ferndndez Abellan Pascual!, Blazquez Laura!,
Ruiz Pilar!, Cobo Juana!, Molld Maria Amparo!, Prados Cristina!, Antén
Alicia!l, Mesa Mari Carmen!, Lemes Angelina®, Marco Pascuall,
Tarin Fabian'

'"HGUA; *Hospital Virgen De La Candelaria; *Hospital Doctor Negrin

Auntecedentes: El estudio de enfermedad residual minima/medible por
citometria de flujo (EMR-CMEF) es una herramienta esencial en la toma

de decisiones en leucemia mieloblastica aguda (LMA). Recientes do-
cumentos de consenso recomiendan potenciar el uso de estrategias mul-
tidimensionales automatizadas para la deteccién de inmunofenotipos
asociados a leucemia (LAIPs) e identificacién de aberrancias emergentes
distintas a la normalidad (DfN)

Objetivos: Desarrollar una estrategia integrada y automatizada para
identificar y caracterizar LAIPs y DIN de forma objetiva

Investigar el posible impacto de las DIN en los resultados de EMR-
CME

Meétodos: Pacientes y controles: 105 pacientes con LMA (Mayo de
2016 - Enero de 2020) y 20 muestras de médula ésea de pacientes no
leucémicos. Estrategia de andlisis: Evaluacién de EMR-CMF en primea
remisién completa post-induccién-1. Procesamiento de muestras y pa-
neles de anticuerpos siguiendo el protocolo para LMA de EuroFlow. Se
adquirieron =1 millén de células (3.6 IC 90% 1.0-6.3) en un citémetro
FACSCANTO II (BD, CA). El andlisis de los archivos se realizé en el
software Infinicyt 2.0 (Cytognos, SL). Bases de datos normales: Basan-
donos en la combinacién de los marcadores comunes, desarrollamos 7
bases de datos (tubos 1-7) incluyendo los compartimentos CD117 y
CD34 (Figura 1A). Asi mismo, se incorporaron grupos especificos en
los tubos para linajes granulo-monociticos (tubos 1 a ), eritroide (tubo
3), megacariocitico (tubos 6, 7), dendritico y baséfilo (tubo 6) para ana-
lizar las poblaciones CD34 y CD117 negativas. Enfoque integrado DEN/
LAIP: En el momento del diagnéstico, las poblaciones leucémicas se se-
leccionaron atendiendo a la expresién de CD117, CD34, HLA-DR y
CD45 para luego compararlas con las bases de datos de normalidad. El
anélisis de EMR DEN/ LAIP se realizé evaluando la persistencia del LAIP
original, seguido de un examen de las poblaciones DIN. Los clasteres
DIN se distinguieron claramente de las expansiones regenerativas (Fi-
gura 1B). Métodos estadisticos: El clister minimo considerado fue de
100 eventos. Los intervalos de confianza se establecieron mediante la
distribucién de Poisson. Las curvas de supervivencia se trazaron me-
diante el método de Kaplan-Meier y la prueba de log-rank (SPSS 22).
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Figura 1.

Resultados: Todos los pacientes analizados presentaron al menos 1
LAIP de alta sensibilidad (0.1%>0.01%) (media 3.2 IC95% 1.3-5.2). La
sensibilidad de los LAIPs varié desde 0.0023 a 0.1 (98.3% <0.1% y 78.3
<0.01%). La vista multidimensional de cada grupo leucémico individual
resulta esencial para definir la sensibilidad. Los mejores LAIPs se detec-
taron en el compartimento CD117+ y consistieron en la expresién al-
terada de marcadores tnicos (HLADR, CD38, CD123, CD15, CD64 y
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CD7) y combinaciones como 71 + 105, 123 + 34, 13 + DR, DR + 34. La
estrategia descrita permite detectar poblaciones DIN en el 40% (15/35)
de pacientes previamente clasificados como EMR negativos mediante
el enfoque LAIP cldsico. Los pacientes con EMR-LAIP negativa mostra-
ron una supervivencia libre de enfermedad (SLE) mdés larga (79,3% de
SSE frente a 32,4%). Sin embargo, una proporcién significativa de estos
pacientes recayeron a pesar de varios estudios EMR-LAIP negativos (Fi-
gura 1C). El riesgo de recaida se asocié con la persistencia de una DIN>
0.1% (seguimiento 30 meses, H.Ratio 3.7; p <0.01) (Figura 1D).

Conclusion: La estrategia descrita proporciona un enfoque reproduci-
ble de DIN/ LAIP para estudiar EMR en cualquier paciente con AML
con una sensibilidad significativamente mayor. Estudios adicionales ha-
brén de establecer si las aberrancias emergentes deben considerarse en
el seguimiento de rutina de EMR, especialmente en pacientes sin LAIP
evidentes.

C0-032

ASOCIACION DEL POLIMORFISMO RS2814778 EN LA REGION PROMOTORA DE DARC CON
NEUTROPENIA CONSTITUCIONAL

Gonzélez Alvarez Nuria!, Payan-Pernia Salvador!, Rodriguez-Santiago
Benjamin', Pratcorona Canela Marta'!, Nomdedéu Guinot Josép E?, Bus-
saglia Petrillo E!, Baena Gimeno M!, Remacha Sevilla Angel Francisco!

'Hospital de la Santa Creu y Sant Pau; *Hospital de Sant Juan de Deu

Introduccion: La neutropenia constitucional (NC) es una entidad muy
prevalente en descendentes africanos, caribefios, de Oriente Medio y
judios yemenitas. Su diagnéstico es de exclusion: recuento de neutrdfi-
los (RN) entre 1y 1.5x10%1 sin otras alteraciones en el hemograma, au-
sencia de riesgo aumentado de infecciones y sin otros hallazgos que
sugieran origen alternativo. Gracias al mapeo genético, la NC se ha aso-
ciado al polimorfismo de nucleétido Gnico (rs2814778) en la caja GATA
de la regién promotora del gen ACKR1/DARC. Este gen codifica para
la glicoproteina Duffy antigen receptor for chemokines (DARC), deter-
minante del grupo eritrocitario Duffy. La homocigosis para este poli-
morfismo ocasiona fenotipo Duffy nulo. Igualmente, otros factores
deben contribuir a la NC, porque no todos los sujetos homocigotos pre-
sentan neutropenia. Se desconoce el mecanismo de la NC.

Objetivo: Analizar la posible asociacién entre homocigosidad del po-
limorfismo 15214778 con RN peristentemente bajos.

Meétodos y pacientes: De un total de 410 pacientes de nuestro centro
con secuenciacién del exoma clinico, realizada por sospecha de enfer-
medad hereditaria, seleccionamos aquellos homocigotos mutados para
el polimorfismo rs214778(C/C) (n=11) y aquellos heterocigotos (T/C)
(n=22). Al azar, e intentando homogeneizar ambos grupos, selecciona-
mos una n=32 de homocigotos no mutados (T/T), cuya indicacién del
exoma clinico no hubiese sido sospecha de fallo medular hereditario.
Ademds, se sumaron 3 sujetos C/C con diagnéstico clinico de NC en
quienes el polimorfismo se habia estudiado por método de Sanger, con
lo cual el grupo C/C quedé constituido por 14 individuos. Estudiamos
el RN en los tres grupos de sujetos, en base a la mediana y el rango de
los 5 dltimos RN disponibles en situacién basal (excluyendo las deter-
minaciones durante procesos agudos). Comparamos los grupos me-
diante el ANOVA. También se recogi6 el lugar de origen cuando estaba
disponible en la historia clinica.

Resultados: En 6 sujetos C/C se habia solicitado exoma clinico por sos-
pecha de neutropenia congénita, motivada por una cifra de neutréfilos
<1 x10°/1 en més de una ocasidén; no se encontraron otras alteraciones
genéticas que justificasen la neutropenia. En el grupo C/C, 7 sujetos
procedian de Africa, 6 de América del Sur, y 1 de Espafia. Se encontra-
ron diferencias significativas entre los individuos homocigotos mutados
respecto al resto, pero no entre los heterocigotos y los homocigotos
normales (figura 1). La mediana del RN en los 3 grupos fue, respectiva-
mente: 1.22, 3.21 y 3.70x10%1 (Figura 1).

Conclusion: A pesar de las posibles limitaciones del estudio, nuestro
analisis muestra que el polimorfismo rs2814778 en homocigosis se aso-
cia con RN mads bajos, mientras que no se observan diferencias signifi-
cativas entre heterocigotos y homocigotos no mutados. Por tanto, el
estudio del polimorfismo rs2814778 podria ser utilizado como un dato
adicional para reforzar el diagnéstico de NC en la préctica asistencial
cuando otros datos son compatibles.

Los autores no han declarado ningtin conflicto de intereses.
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Figura 1. Grafica box-and-whisker que representa la mediana de
neutrofilos de los pacientes segin su estado mutacional.

C0-033
ANALISIS DEL PERFIL GENIE'I']CO EN MIELOMA MULTIPLE ASINTOMATICO: SUBESTUDIO
MOLECULAR DEL ENSAYO CLINICO GEM CESAR

Medina A!, Vazquez I?, Cuenca I?, Ariceta B?, Gutiérrez NC!, Martin-
Ramos ML?, Ferndndez-Guijarro L?, Gonzalez-Calle V', Lahuerta JJ?, Ma-
teos MV! San Miguel JF?, Martinez-Lépez J3, Calasanz MJ?,
Garcia-Sanz R!

'Departamento de Hematologia, Hospital Universitatio de Salamanca,
(HUSA/IBSAL), Centro de Investigacion del Cancer-IBMCC (CSIC/USAL),
CIBERONCG,; *Clinica Universidad de Navarra (CUN), Centro de Investigacion
Médica Aplicada, IDISNA, CIBERONGC; *Hospital 12 de Octubre, i+12,
CNIO, Universidad Complutense

Introduccion: La caracterizacién genética del mieloma multiple (MM)
ha permitido determinar el conjunto de alteraciones responsables de su
oncogénesis, sus interacciones y su impacto en la progresion de los pa-
cientes. Sin embargo, hasta la fecha muy pocos estudios han caracteri-
zado pacientes en fase asintomdtica (MMA). El objetivo del presente
estudio es analizar el perfil mutacional de los pacientes con MMA.

Métodos: Se estudiaron pacientes con MMA incluidos para su poste-
rior tratamiento en el ensayo clinico GEM CESAR. Tras el aspirado de
médula dsea, se separaron las células CD138+. Posteriormente se ca-
racterizaron las mutaciones (mutaciones de nucleétido Gnico o SNVs e
indels) presentes en 44 genes driver ya conocidos en el MM mediante
un panel de secuenciacién masiva dirigida, asi como las principales al-
teraciones citogenéticas [del17p, t(4;14), t(14;16), ganancia de 1q y pér-
dida de 1p] mediante FISH.

Resultados: Se evaluaron 68 pacientes. Todos salvo uno presentaron
al menos una alteracién genética (SNV, indel y/o aberracion citogené-
tica). Se encontraron mutaciones en un total de 33/44 genes del panel
(75%), con una profundidad de lectura media >4000x. La mediana de
mutaciones por paciente fue 2 (rango: 0-9), no detectdndose mutacién
alguna en 10 pacientes (14% del total). Por otro lado, hubo 25 pacientes
(37 %) sin ninguna de las alteraciones citogenéticas estudiadas por FISH.
Los genes mas frecuentemente mutados fueron KRAS (27.9%), NRAS
(14.7 %), DIS3 (14.7 %), FGFR3 (18.2%) y FAM46C (11.8%). La mayoria
de las mutaciones detectadas con el panel presentaron una frecuencia
del alelo variante (VAF) inferior al 45%, probablemente subclonales, e
incluso algunas pudieron detectarse con VAFs <5%, y que afectaron
sobre todo a los genes FGFR3, NRAS, KRAS, BRAF y FAM46C. Un
7.4% de los casos present6 mutaciones en el gen TP53, nunca asociadas
a pérdida de 17p. Hay que destacar que hubo 11 pacientes con dos o
mas mutaciones en el mismo gen, mds frecuentes en KRAS, NRAS,
FGFR3, TP53 y DUSP2. En cuanto a la coocurrencia de alteraciones ge-
néticas, la presencia de la traslocacién t(4;14) se asocié frecuentemente
con la delecién de 17p (p<0.001), asi como con la presencia de muta-
ciones en FGFR3 (p<0.0001). Por el contrario, la presencia conjunta de
t(4;14) y NRAS no se detect6 en ningun caso, aunque sin alcanzar la
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significacion estadistica (p=0.1). La presencia de mutaciones en NRAS
se asocié de forma estadisticamente significativa a mutaciones en
FAM46C (p=0.003), mientras que las mutaciones en KRAS fueron poco
frecuentes junto a ganancias de 1q (p=0.008). BRAF mostré coocurren-
cia especifica con KRAS (p=0.007).

Conclusién: Los pacientes con MM asintomatico de alto riesgo pre-
sentan un perfil genético muy similar a los pacientes sintomaticos, con
un evento citogenético iniciador (clonal) y similar nimero de mutacio-
nes por paciente afectando los genes comtnmente considerados driver.
No obstante, el porcentaje de células con estas anomalias es inferior al
del MM sintomatico, lo que sugiere la presencia de subclones que atn
no proliferan y sobre los que atin no se ha ejercido un proceso de selec-
cién.

C0-034

CUANTIFICACION DE MUTACIONES EN NPM1 EN EL DIAGNOSTICO DE PACIENTES CON
LMA: COMPARACION DE Q-PCR VERSUS NGS Y MUESTRAS DE SANGRE VERSUS MEDULA
OSEA

Stuckey Ruth!, Bilbao Sieyro Cristina!, Florido Ortega Yanira?, Santana
Santana Guillermo?, Gonzélez Martin Jests Maria!, Rodriguez Medina
Carlos®, Sanchez Sosa Santiago!, Sdnchez Farfas Nuria!, Gémez Casares
Maria Teresa!

IServicio de Hematologia, Hospital Universitatio de Gran Canaria Dr. Negrin,
Las Palmas; *Departamento de Morfologia, Universidad de Las Palmas de Gran
Canaria, Las Palmas; *Unidad de Investigacion, Hospital Universitatio de Gran
Canaria Dr. Negrin, Las Palmas

Introduccion: Un 30% de los pacientes con leucemia mieloblastica
aguda (LMA) presenta mutaciones en el ex6n 12 del gen NPA11 llegando
hasta un 50% en pacientes con cariotipo normal. La mayoria consiste
en una insercién de 4 bases que altera el extremo C-terminal.

Hoy en dia la PCR cuantitativa (Q-PCR) es el método “gold standard”
para la cuantificacién de mutaciones en NPAI1. Sin embargo, cada vez
mds se utiliza la secuenciacién masiva (NGS) para la deteccién y moni-
torizacién molecular de mutaciones en pacientes con LMA. Estudios
previos han asociado un VAF alto de NPA1 al diagnéstico a peor pro-
néstico. Que nosotros sepamos no hay estudios comparando la cuan-
tificacién de NPM1 mutado al diagndstico en SP versus MO, ni las
técnicas de Q-PCR versus NGS.

Métodos: Se analizé de forma retrospectiva el ADN y ARN extraido
al diagnédstico de muestras de SP/MO de 244 pacientes con LMA diag-
nosticados entre 2017 y agosto 2019, de los cuales 91 eran NPA1 mu-
tado. Se realiz6 multiplex Q-PCR partiendo de ARN total convertido a
cADN, utilizando ABL1 como gen control (normalizado a 10.000 co-
pias) en un Light Cycler 480 (Roche). Se realizé NGS partiendo de 200
ng de ADN gendmico con el sistema de secuenciacién MiSeq (Illumina)
y el panel mieloide SOPHIA Myeloid Solution™. Todas las variables
siguieron una distribucién normal (Kolmogorov—Smirnov) y se consi-
deraron significativos aquellos valores <0.05. Se utilizé el programa es-
tadistico R Core Team 2019 (versién 3.6.1).

Resultados: De los 47 pacientes con datos de Q-PCR disponible, el nd-
mero medio de copias de NPAI1 por Q-PCR fue de 13.559 en MO y
4.746 en SP y se observé una buena concordancia entre ambos tipos de
muestra (Figura 1). Se podria predecir el nimero de copias en MO a
partir del resultado de Q-PCR en SP aplicando la siguiente férmula:
1.1638 + 0.9437 * LN (N° copias en SP), siendo LN el logaritmo nepe-
riano. De los 39 pacientes con datos de NGS disponible, 69.2% tenian
mutacién tipo A, 7.7 % tipo Nm, 5.1% tipos By Z, 2.6% tipo ], y 10.3%
tenfan otro tipo. La frecuencia alélica media (VAF) de mutaciones en
NPM1 por NGS fue de 31.15%. Tras convertir la VAF a nimero de co-
pias, la media en MO y SP fue de 1595.13 y 1688.8 copias, respectiva-
mente no existiendo una diferencia significativa entre ambas (p=0.775,
U-Mann-Whitney). Evaluando la concordancia entre la cuantificacién
con las dos técnicas, no observamos correlacion entre los nimeros de
copias determinados por Q-PCR versus NGS ni en MO ni SP (r=0.19,
p=0.367; r=-0.1 p=0.95, Spearman, respectivamente).

Conclusiones: Actualmente se recomienda, si es posible, la cuantifica-
cién por Q-PCR en MO y SP. No encontramos evidencia de una dife-
rencia entre el nimero de copias de NPAI1 mutado cuantificado por
Q-PCR en muestras de MO y SP. Respecto a las técnicas de cuantifica-
cién, no hubo correlacién entre el nimero de copias determinado por

Q-PCR y por NGS. Estos resultados indican que no son comparables
los resultados obtenidos por Q-PCR sobre ARN (niveles de expresién
de la mutacién) con la cuantificacién de la mutacién en ADN genémico.
Sin embargo, el anélisis de mutaciones por NGS tiene la ventaja de
poder analizar numerosos genes de manera simultdnea y de detectar
variantes raras sin previo conocimiento.
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Figura 1. A. Concordancia entre el nimero de copias de NPM1 mu-
tado determinado en MO y SP, Spearman coeficiente r=0.58,
p<0.001.B. Concordancia aplicando el logaritmo neperiano, Spear-
man coeficiente r=0.91, p<0.001.
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IMPACTO DE LAS QUIMIOTERAPIAS EN LA HEMOPOYESIS MEDIDO POR WHOLE-GENOME
SEQUENCING

Pich Oriol', Cortés Albert?, Pratcorona Marta, Muifos Ferran!,
Gonzalez-Pérez Abel!, Lopez-Bigas Nria!

'Institute for Research in Biomedicine Barcelona, The Barcelona Institute of Sci-
ence and Technology, Barcelona, Spain.; *Departament d’Hematologia Clinica,
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, Universitat Autonoma de Barcelona.;
3Laboratori d’Hematologia, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau

Introduccion: Los tejidos somadticos se diferencian como consecuencia
de la variacién genética y los procesos de seleccién natural a los que
estan expuestos. Concretamente en los tumores sélidos, los agentes qui-
mioterapicos eliminan las células neoplésicas, imponiendo una fuerte
seleccion a estos tejido. Algunas células que sobreviven al efecto de la
quimioterapia, luego pueden expandirse clonalmente para fundar una
metdstasis. Estas pueden presentar mutaciones especificas o signatures
introducidas por el propio fdrmaco debido a su mecanismo de accién
(Pich et al., 2019). Este efecto se aprecia, en especial, en las células tu-
morales expuestas a farmacos basados en platino y fluorouracilo. En
este articulo estudiamos dos fenémenos de expansién clonal, las leuce-
mias agudas relacionadas con el tratamiento (+-AAL) y la hematopoye-
sis clonal (CH) y su relacién con el tratamiento quimioterdpico previo
mediante la deteccidn de estas signatures anteriormente descritas. Nues-
tra hipdtesis plantea que estas signatures podrian estar presentes en la
nueva expansion clonal.

Meétodos: Se han estudiado 32 pacientes con t-AML (de la Washington
University y del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona) tra-
tados previamente con cisplatino o fluorouracilo mediante la secuencia
del genoma completo (WGS) comparando una muestra de sangre me-
dular al diagndstico y una muestra correspondiente a la remision. Para
el estudio del fenémeno de la CH, se ha realizado la WGS de muestras
de sangre de 4000 pacientes de la Hartwig Medical Foundation de Ams-
terdam con tumores sélidos, algunos tratados (3000) y otros no (1000),
comparandolos con la WGS de su propia neoplasia metastasica.

Resultados: Comparando las muestras de pacientes con -AML al diag-
néstico y a la remisién podemos ver que aquellos tratados con esque-
mas basados en platinos presentan la huella mutacional caracteristica
de esta quimioterapia (8/8) Figura 1. En cambio, no se observa en nin-
guna leucemia el patrén mutacional causado por el fluorouracilo. Estas
mutaciones se encuentran en todas las células de la leucemia sugiriendo
que la expansién clonal de la --ANL ocurre durante el tratamiento o con
posterioridad al mismo Figura 2. Estos pacientes presentan un incre-
mento de mutaciones en TP53 e IDH1 en comparacién con AMLs pri-
marias. Otro fenémeno de expansién clonal en pacientes sanos es la
CH. Hemos identificado nuevos genes cuyas mutaciones estn relacio-
nadas con la CH. Observamos que pacientes que han recibido trata-

Hematologia y Hemoterapia | 2020 | 29



Oral Presentation

miento citotdxico con anterioridad a la obtencién de la muestra de san-
gre presentan mads frecuentemente CH. Ciertos genes, como PPM1D,
se encuentran més frecuentemente mutados en casos de CH posterior
a tratamiento que entre donantes con CH no tratados. La huella muta-
cional del platino no se detecta en las muestras de CH, sugiriendo que
el tratamiento selecciona la composicién de la CH pero que durante el
tratamiento ya existia una cierta heterogeneidad con una minima es-
tructura clonal.

Conclusiones: El efecto de las quimioterapias en la hematopoyesis clo-
nal parece estar mediado fundamentalmente por la seleccién de clonas
preexistentes, aunque algunos farmacos contribuyen con mutaciones
que no parecen ser causantes del +-AVL ni de CH. Ademads, se ha des-
crito por primera vez en -AAL la repercusién a nivel genético del tra-
tamiento quimioterapico previo.

Los autores declaran no tener ningiin conflicto de interés.
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DETECCION DE MUTACIONES RARAS DE LA LINEA GERMINAL EN GENES ASOCIADOS A
CANCER EN PACIENTES CON NEOPLASIAS LINFOIDES DE CELULAS B

Mosquera Orgueira A!, Ferreiro Ferro R? Diaz Arias JA?, Antelo Ro-
driguez B!, Bao Pérez 1?, Alonso Vence N2, Bendana Lépez A?, Abuin
Blanco A?, Melero Valentin P?, Peleteiro Raindo A? Cid Lépez M?, Aliste
Santos C?, Fraga Martinez MF?, Pérez Encinas M?, Bello Lépez JL!

"Universidad de Santiago de Compostela; *Complejo Hospitalario de Santiago
de Compostela

Introduccién: La variacién gendmica en la linea germinal constituye
una fuente de heterogeneidad en el cancer. Durante las Gltimas décadas,
una evidencia cada vez mayor ha revelado la implicacién de mdltiples
loci en la predisposicién a cancer y en su prondstico. Recientemente, se
ha incrementado el estudio de mutaciones raras en la linea germinal en
genes relacionados con el cancer, pero no se ha puesto una elevada aten-
cién en las neoplasias linfoides de serie B, las cuales son los tumores
hematolégicos mds frecuentes.

Meétodos: Procesamos datos de secuenciacién de Gltima generacién
de linea germinal obtenidos de 726 pacientes con neoplasias linfoides
de linea B incluidos en el International Cancer Genome Consortium; 504 de
los cuales tenfan diagnéstico de leucemia linfatica crénica (LLC) o lin-
foma linfocitico (incluidos 54 casos de linfocitosis B monoclonal), 97
casos de linfoma folicular, 85 de linfoma B difuso de célula grande
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(LBDCG), 36 con linfoma de Burkitt y 4 casos de linfoma de célula B
inclasificable.

Resultados: Detectamos 1.675 variantes afectando al 95.45% de los
pacientes, de las cuales el 44.75% eran mutaciones no descritas y 132
(7.88%) eran variantes truncantes de proteina presentes en el 15.98%
de los pacientes. Se detectaron 459 mutaciones en genes drivers de lin-
fomagénesis y 225 mutaciones en genes implicados con cancer heredi-
tario. Los genes mds frecuentemente mutados fueron ATM, BIRC6,
CLTCL1A 'y TSC1. Curiosamente, se encontraron varios genes recurren-
temente afectados por mutaciones truncantes de proteina, como AT,
GLI1, POLQ, TET2 y WRN. Variantes raras homocigotas o heterocigo-
tas compuestas fueron encontradas en 28 casos, observandose recurren-
temente en FAT1, GLI1, TET2, ZCCHCS y ZFHX3. La coexistencia de
eventos somaticos junto a mutaciones de la linea germinal se observé
en 17 pacientes. Ademds, mutaciones en la helicasa de RNA WRN y
mutaciones modificadoras de proteina en ATM se asociaron significati-
vamente con menor supervivencia global y con menor tiempo hasta
primera linea de tratamiento en leucemia linfatica crénica.

Conclusiones: En conclusién, describimos el panorama de variantes
de linea germinal raras y probablemente funcionales en varios tipos de
neoplasias linfoides de célula B. La asociacién de algunas de estas va-
riantes con supervivencia mds corta, junto con la naturaleza disruptiva
de otras nos lleva a nuevas implicaciones funcionales, prondsticas y te-
rapéuticas. Por todo ello, cada vez se hace mds necesario incrementar
el enfoque en la validacién funcional de variantes hereditarias raras y
su asociacion con eventos somaticos.

Los autores no declaran ningiin conflicto de interés.
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Figura 1. Distribucion de los tipos de variantes seleccionadas pre-
sentes en la cohorte.

Figura 2. Curva Kaplan-Meyer representando la asociacion de vari-
antes raras en WRN con el tiempo hasta el primer tratamiento (A)
y la supervivencia global (B) en LLC.
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LA PRESENCIA DE CALR MUTANTE TIPO | MODIFICA EL PERFIL TRANSCRIPCIONAL DE LA
LINEA ERITROIDE EN TROMBOCITEMIA ESENCIAL

Guerrero-Carrefio X!, Smits S?, Van de Werken H?, Devos T4, Van [Jcken
W8, Benavente-Cuesta C!, Iborra EJ°, Vandenbergh P Papadopoulos P!

'Hospital Clinico San Carlos; *KU Leuven; *ErasmusMC; *UZ Leuven; >CIPF

Introduccion: La Trombocitemia Esencial (TE) es un tipo de Neoplasias
Mieloproliferativas (NMP) caracterizada por hiperplasia megacariocitica
en la médula 6sea y un elevado nimero de plaquetas en la circulacién.
Las mutaciones causantes JAK2V617F, MPLW515K/L, CALR Tipo Iy
II) producen una hiperactivacién en la via JAK/STAT. Sin embargo, no
se han estudiado en profundidad sus efectos en la diferenciacién eri-
troide. Queremos caracterizar el papel que juega CALR en la diferen-
ciacién eritroide en pacientes con TE con el objetivo final de tener un
mejor entendimiento del papel que juega CALR a nivel molecular y
transcripcional en la patogénesis de la enfermedad.

Meétodos: Las células progenitoras obtenidas de sangre periférica de
pacientes con TE de diferentes genotipos JAK2V617F, CALR Tipo Iy
'y triple negativos) junto con células WT han sido cultivadas mediante
un protocolo de diferenciacién establecido (Leberbauer, C. et al.,
BLOOD 20095) en el que se utiliza SCE, DEX, EPO, con el que se pro-
ducen pro-eritroblastos o eritrocitos maduros. Hemos realizado RNA-
seq y hemos validado por qPCR varias dianas de interés. Ademas,
hemos realizado un andlisis de expresién de marcadores de superficie
de estas células mediante citometria de flujo para caracterizar su dife-
renciacién junto con los marcadores habituales de células eritroides
como como CD71, GPA y KIT, y hemos incluido marcadores cémo
MPL y CALR, marcadores que a priori no deberian observarse en células
eritroides. Tambien, hemos determinardo la distribucién subcelular de
CALR mediante microscopia confocal en estas células.

Resultados: El perfil de expresién analizado mediante RNA-seq del
cultivo eritroide (ERYSs) de pacientes con TE fue agrupado por los ge-
notipos (JAK2 V617F, CALR Tipo I y TN) y comparado con WT (do-
nantes sanos). El perfil de expresion de ERYs CALRmut fue
caracterizado por una desregulacién significativa de 60 genes, 56 de los
cuales fueron up-regulados e inclufan dianas no-eritroides (ej: MPL,
VWE, PF4, GP5, GP6). No hubo diferencias significativas entre el perfil
transcripcional de ERYs WT con ERYs JAK2 V617F o ERYs de TN. Por
citometria de flujo hemos comprobado la expresién de MPL en la mem-
brana de ERYs que fue mds alta en pacientes con genotipo CALRmut
comparados con JAK2 V617F y WT. También, hemos observado me-
diante microscopia confocal que CALR se distribuye no solo en el reti-
culo endoplasmatico donde es su ubicacién habitual sino también en el
nucleo de estas células, igual que en los megacariocitos (Iborra FJ and
Papadopoulos P, Front. Oncol 2017).

Conclusiones: Estos resultados de citometria y microscopia confocal
junto con los obtenidos en el RNA-seq y validados por qPCR indican
que la presencia de CALR mutante podria estar jugando un papel trans-
cripcional que desvia la diferenciacién de los progenitores comprome-
tidos de la linea eritroide hacia un fenotipo “megacariocitico”.

No hay conflictos de interés comercial de ningiin autor.

Financiacién: Atraccién de Talento, Modalidad I, Comunidad de
Madrid (2016-T1/BMD-1051), PP Fonds Wetenschappelijk Onderzoek-
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LA CUA!ITIFICACI()N DE BLASTOS CD34+ POR CMF MUESTRA UNA EXCELENTE COR-
RELACION CON LA MORFOLOGIA, LO QUE APOYA SU UTILIZACION EN LA ESTRATIFICACION
DIAGNOSTICAY PRONOSTICA DE LOS SMD

Diez-Feij6o Varela Ramén!, Ferrer Ana', Montesdeoca Sara!, Florensa
Lourdes!, Costan Beatriz!, Navarro Rosa!, Garcia Avila Sara!, Merchan
Brayan!, Andrade Campos Marcio!, Rodriguez Juan José!, Flores Marie
Solange!, Roman David!, Arenillas Leonor!, Calvo Xavier!

'Hospital del Mar

Introduccion: Actualmente el estudio morfolégico de la médula ésea
(MO) es el Gold Standard en el diagnéstico y clasificacién de los sin-
dromes mielodispldsicos (SMD) y leucemias agudas mieloides (LAM).
En concreto, la cuantificacién morfoldgica de blastos en MO resulta

fundamental ya que define las categorias exceso de blastos 1 (EB1; =5%
de blastos), exceso de blastos 2 (EB2; =10% de blastos) y LAM (=20%
de blastos). Dado el impacto diagnéstico y prondstico de dicha cuanti-
ficacién, resulta necesario encontrar herramientas que complementen
y refuercen a la morfologia a la hora de determinar el porcentaje de blas-
tos en MO. Hasta ahora el estudio inmunofenotipico por citometria de
flujo (CMF) en pacientes con SMD se ha empleado como herramienta
diagnéstica complementaria a la morfologia. Una de las alteraciones
mas descritas en estos pacientes es el aumento de células CD34+ cuya
medicién se ha empleado principalmente, junto a otros marcadores,
para establecer la probabilidad de un diagnéstico de SMD (e.g.: Ogata
score). Diferentes trabajos han descrito una buena correlacién entre la
cuantificacién morfolégica de blastos y la cuantificacién de células
CD34+ por CME Sin embargo, la cuantificacién de blastos por CMF
no se ha estandarizado en el paciente con SMD/LAM ni se ha estable-
cido su poder para discriminar las categorias EB1, EB2 y LAM.

Material y Meétodos: Se han analizado 129 muestras de aspirados de
MO de pacientes con el diagnéstico de SMD y LAM, comparando la
cuantificacién de blastos obtenida por morfologia y CME Se ha calcu-
lado el coeficiente de correlacién de Spearman entre ambas determina-
ciones. De acuerdo con la cuantificacién morfolégica de blastos en
médula 6sea: 51 muestras presentaban <5% de blastos; 28, 5-9% de
blastos; 28, 10-19% de blastos y 22 = 20% de blastos. Para la cuantifi-
cacién de blastos por CMF se determind la expresion de los antigenos:
CD10, CD33, CD45, CD34 y CD117. De este modo cuantificamos las
células precursoras B CD34+ (CD34+, CD10+, CD33-, FSC/SSC bajo),
los precursores monociticos CD34+ (CD34+, CD33+++, CD10-,
ESC/SSC elevado) y finalmente, los blastos mieloides (CD34++,
CD33+, CD10-, CD117+, FSC/SSC intermedio) (Figura 1).

Figura 1. Estrategia de gateo utilizada por CMF. Se muestra la sep-
aracion de las diferentes poblaciones CD34+ (precursores linfoides
B, precursores monociticos y blastos mieloides) en base a su difer-
ente FSC/SSC y diferente expresion de antigenos CD10, CD45,
CD33 y CD34. La cuantificacion de blastos mieloides se corre-
sponde con la cuantificacion de células con FSC/SSC intermedio,
CD34++, CD33+, CD10-, CD117+.

Figura 2. Correlacion entre la cuantificacion de blastos por mor-
fologia y CMF. Coeficiente de correlacion de Spearman de 0,89 (p
<0,01).

Se realizaron representaciones graficas de la sensibilidad (S) versus
especificidad (E) de la cuantificacién de blastos mieloides por CMF a la
hora de discriminar las categorias EB1, EB2 y LAM (curvas de ROC).

En base a las curvas de ROC se calcularon los puntos de corte de por-
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centaje de blastos mieloides por CMF con la mejor S y E para diferenciar
dichas categorias.

Resultados: La correlacién de la morfologia y la CMF a la hora de cuan-
tificar blastos fue excelente (rho Spearman de 0,89; p=0,01) (Figura 2).
Los puntos de corte de porcentaje de blastos por CMF con mayor Sy E
para definir las categorias EB1, EB2 y LAM fueron respectivamente
1,5% (AUC de 0,956; S 95%; E 91%), 3,7 % (AUC de 0,975; S 98%; E
94%)y 12,5% (AUC 0,992; S 91%; E 100%) (Figura 3).

Conclusion: La cuantificacién de los blastos mieloides de MO por CMF
en pacientes con SMD y LAM se correlaciona de manera excelente con
su cuantificacién morfoldgica. Su determinacién es capaz de discriminar
con muy buena Sy E las categorias EB1, EB2 y LAM.

g D Sy Corva inla] §50 ey o Comrva ] o did et v
l == === I -z
mxeam s aan mxam
[ S g [ ——
| L i Wi e P e LIS e Wit e AT LIS b B I i
s UL EE L lrrmae 0 WD e AR D
. BN S + hedim
| ieban - I+ Eeinm

Figura 3. Curvas ROC comparando la cuantificacion de blastos por
morfologia y CMF. Se han determinado los puntos de corte de por-
centaje de blastos por CMF con mayor S y E para diferenciar las
categorias EB1, EB2 y LAM. Abreviaciones: CMF, citometria de flujo;
EB1, exceso de blastos tipo 1; EB2, exceso de blastos tipo 2; LAM,
leucemia aguda mieloide; AUC, area bajo la curva; S, sensibilidad;
E, especificidad.
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PROGRAMA DE CRIBADO NEONATAL DE CATALUNA. INCIDENCIA DE LA ENFERMEDAD DE CELU-
LAS FALCIFORMES Y SINDROMES TALASEMICOS MAYORES EN EL PERIODO 2015-2019
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Introduccion: La enfermedad de células falciformes (ECF) tiene como
base la formacién de HbS, debido a una mutacién puntual en el gen
HBB que modifica la estructura de la cadena globina B. Se puede en-
contrar en homocigosis o en doble heterocigosis compuesta en unién a
HbC, HbD, HbE o -Talasemia. La ECF fue incluida en la cartera comin
bésica para los Programas Cribado Neonatal (PCN) del Sistema Nacio-
nal de Salud en el ano 2013. Ademas de la ECEF, las guias de consenso
europeas recomiendan informar la beta-talasemia (B-tal) en los PCN.
Catalufa, donde el cribado de ECF se inici6 en 2015, se ha convertido
en los Gltimos afios en la Comunidad Auténoma (CA) espafola con
mayor poblacién africana. El objetivo de este trabajo es el conocer la
incidencia, genotipos y fenotipos de la ECF y de los sindromes talasé-
micos mayores de los recién nacidos (RN) en Catalufia entre 2015 y
2019, asi como la procedencia de las madres de los RN afectos de ECE.
Ademds, estimar la incidencia de portadores de HbS, HbC, HbD y HbE
entre los RN nuestra poblacién.

Métodos: Entre los afios 2015 y 2019 se analizaron las muestras de
sangre en papel de todos los RN en Catalufia mediante electroforesis
capilar (Capillarys 2 Neofast, Sebia) en el Hospital Clinic de Barcelona.
Los andlisis de confirmacién diagnéstica mediante HPLCy los estudios
moleculares de los RN afectos se llevaron a cabo en el Hospital Vall
d’Hebron.

Resultados: El nimero total de RN estudiados fue de 333.422. La Pre-
valencia de ECF global fue de 1/3.237. E173.1% de los casos presentaron
el fenotipo FS, siendo el 71.2% del genotipo B5/B5y el 1.9% genotipo
B/B%-E1 26.9% restante correspondieron al fenotipo FSC (33/€) en el
25% de los casos y en 2.9% al fenotipo FSa (%/5*). Respecto al origen
de las madres de afectos de ECE, el 71.9% procedian del Africa subsa-
hariana, el 8.7% del norte de Africa, el 9.7% de Centroamérica, el 6.8%
de Espafa y el 2.9% de Sudamérica. La prevalencia de B-tal fue de
1/66.684 RN y alfa talasemia de 1/111.141. La incidencia global de por-
tadores en estos cinco anos es de 1/109 RN, siendo la Hb S la més fre-
cuente (1/146), seguida de la Hb C (1/576), la Hb E (1/3.087) y la Hb D
(1/3.585) (Tabla 1).

Tabla 1. Incidencia de Enfermedad de Células Falciformes, sin-
dromes talasémicos y portadores de Hb S, C, D y E en Cataluina
entre 2015-201

mu__mm s!rn'r:wo TOTAL INCIDENCLA
F5 [ 74 14,508
] i i 1/186.711
F5a g 3 1111, 141
[ prpe 0 112824
TOTAL ECF 104 1/3.237
F g 5 1156, 684
FA 4 Baris BB 4 --f-8 3 1/111.141
TUTAL TALASEMIAS a8 1/4L.6TH
Fas [T 2280 1148
FAZ LS 580 1/578
FAD [ ] 12,585
FAL B 108 12,087
TOTAL PORTADORES 3060 109



LXII Congreso Nacional de la SEHH - XXXVI Congreso Nacional de la SETH, Virtual, 26-30 de octubre, 2020

Conclusion: Los movimientos migratorios de las Gltimas décadas han
propiciado que la ECF se convierta en la segunda enfermedad maés de-
tectada en nuestro PCN (por detrds del hipotiroidismo congénito) y
tenga la incidencia més alta de Espafia. Su introduccién en los PCN ha
permitido la deteccién precoz, la aplicacién de medidas profilacticas y
la disminucién de la morbi-mortalidad en cientos de RN en nuestro pais.

El autor primer firmante de la comunicacién, en su nombre y en el
de todos los autores firmantes, declara que no existe ninglin potencial
conflicto de interés relacionado con la comunicacién.
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UTILIDAD DE LAS TECNICAS_DE SECU‘ENCIACI()N DE NUEVA GENERACION EN EL DIAG-
NOSTICO Y CARACTERIZACION DEL DEFICIT DE PIRUVATO QUINASA (DPK) EN ESPANA

Morado Arias Marta!, Martinez Nieto Jorge?, Del Orbe Barreto Rafael?,
Gonzélez Ferndndez Fernando Ataulfo?, Arrizabalaga Amuchastegui
Beatriz®, Villegas Martinez Ana®

'"H.U La Paz, Madrid:*H.U.Clinico San Carlos, Madrid;3H.U. Cruces, Bara-
caldo

Introduccion: EIDPK es la segunda enzimopatia mas frecuente y la pri-
mera en producir anemia hemolitica crénica. Su incidencia esta subes-
timada debido a la escasa sospecha diagnédstica especialmente de los
casos leves, la poca expresividad del frotis y las limitaciones de las téc-
nicas enzimaticas. Las nuevas técnicas de secuenciacién masiva (NGS)
permiten el estudio simultdneo de mdltiples genes en miltiples pacien-
tes, facilitando el diagnostico de las anemias hemoliticas congénitas.

Materiales: Durante un afo, se han estudiado por NGS todos aquellos
casos de anemia hemolitica crénica no filiada o sospechosos de DPK a
nivel nacional. El ADN se analizé utilizando un panel de 40 genes rela-
cionados con anemias congénitas, utilizando la plataforma Ilumina
(Truseq Custom Amplicon) en los Servicios de Hematologia del Hospi-
tal Clinico San Carlos y el Hospital de Cruces. Se informaron las va-
riantes patogenias y de significado incierto, utilizando como referencia
el genoma GRCh37/Hg19.

Resultados: Se estudiaron 81 pacientes con anemias congénitas pro-
cedentes de 23 centros nacionales. En 18 de 20 casos sospechosos de
DPK se confirmé el diagndstico (85%) o se detectd una variante, 3 casos
confirmados estaban asociados ademads a una membranopatia, mientras
que otros 2 casos sospechosos (10%) se diagnosticaron de finalmente
de xerocitosis hereditaria (XH). La sospecha inicial fue distinta a DPK
en 61 pacientes. El DPK fue la causa de un 3% de los casos de anemias
no filiadas (1/37) y de un 6% de los casos (1/17) en el grupo sospechoso
de membranopatia, asociando ambas enfermedades. Destaca el hecho
de que el 66% (2/3) de los casos sospechosos de anemia diseritropoyé-
tica congénita (ADC) fueron DPK. No se identificé ningtn caso de DPK
en los pacientes con sospecha de déficit de G6PD o estomatocitosis. Se
detectaron 24 variantes génicas distintas en los 21 casos totales diag-
nosticados de DPK. Las mds frecuentes son la R486W (52% de los pa-
cientes), R337Q (14%), E241X (14%), R510Q (9.5%), 1378%(9,5%),
R559X (9,5%). Se detectan otras 18 variantes patogénicas o probable-
mente patogénicas tnicas, en su mayoria (72 %) de sentido equivocado.

Conclusion: Las técnicas de NGS permiten la confirmacién diagnéstica
de los pacientes con sospecha clinica de DPK (85%), la deteccién de
casos con alteraciones genéticas combinadas (DPK y membranopatias:
5%), el diagnéstico de DPK en la mayoria de casos sugestivos de ADC
(66%) y en un escaso porcentaje de anemias no filiadas (3%), asi como
la correcta identificacién de casos sospechosos de DPK que son debidos
a XH (10%). Las variantes patogénicas detectadas en Espafia concuer-
dan con lo previamente comunicado, a excepcién de la menor frecuen-
cia de la R510Q, pudiendo reflejar la persistencia de casos leves no
diagnosticados en la poblacién general.

C0-041
APLIQACI(]N DEL EXOMA CLINICO “SANT PAU” PARA EL DIAGNOSTICO DE ANEMIAS HE-
MOLITICAS Y TRASTORNOS DEL METABOLISMO DEL HIERRO HEREDITARIOS
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de Geneética, Instituto de Investigaciones Biomédicas del Hospital de la Santa
Creu i Sant Pau, CSUR Etitropatologia Hereditaria (Hospital Sant Joan de Déu
- Hospital de la Santa Creu i Sant Pau), Barcelona

Objetivos: Evaluar la capacidad diagnéstica del mendelioma “Sant Pau”
en pacientes con diagnéstico clinico de anemia hemolitica hereditaria
(AHH) y trastornos hereditarios del metabolismo del hierro (THMH).

Material y Métodos: El exoma clinico o mendelioma utilizado en el
Hospital de Sant Pau ha sido disefiado por los facultativos del Servicio
de Genética para el estudio de cualquier enfermedad con base genética.
La versién empleada (V2.0) incluye 4.069 genes relacionados con enfer-
medades mendelianas, variantes intrénicas profundas clasificadas como
patogénicas en ClinVar, y mas de 6.000 SNPs repartidos por todo el ge-
noma para ayudar en la deteccién de grandes deleciones y duplicacio-
nes. Las muestras de ADN se preparan segin protocolos estandar de
fragmentacidn, reparacién de extremos y ligacién de adaptadores e in-
dices; se hibridan con sondas dirigidas a las regiones de interés, y final-
mente se secuencia para obtener secuencias tipo ‘paired-end reads’ de
2x150 nucledtidos. La profundidad de cobertura vertical promedio de
los datos de secuenciacién obtenidos fue de 93X. Mediante analisis
bioinformatico con la versién v2.0 del software NGS_pipeline_Sant_Pau,
se analizaron en cada paciente 62 genes relacionados con AHH u 11 re-
lacionados con THMH, segtn el fenotipo.

Resultados: Los 2 casos con sospecha de THMH resultaron positivos
(10%); el diagndstico en el caso nimero 2 permitié el diagndstico en
otros familiares afectos. El estudio resultd positivo en 9 de 12 pacientes
con AHH (75%); los 3 restantes correspondian a esferocitosis heredita-
ria (EH), en 2 de ellos se detecté una mutacién en tnico alelo, insufi-
ciente para explicar el fenotipo. En todos los casos, el diagnéstico
permitié discernir el patrén de herencia y realizar un consejo genético
adecuado. El tiempo de entrega del resultado fue inferior a los 3 meses.

Conclusiones: El mendelioma “Sant Pau” presenta una alta rentabilidad
en el diagnéstico de AHH y THMH.

*Los autores declaran ausencia de conflictos de interés.
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CARACTERIZACI()N MOLECULAR DE LA ALFA-TALASEMIA NO DELECION Y HEMOGLO-
BINOPATIAS ESTRUCTURALES DE CADENA ALFA EN UNA GRAN COHORTE EN ESPANA
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Introduccion: Las hemoglobinopatias son un grupo de alteraciones he-
reditarias en las que existe una produccién o estructura anémala de la
molécula de hemoglobina. Se encuentran entre las enfermedades here-
ditarias mas comunes en todo el mundo. Aquellas que producen hemo-
globina anémala se denominan hemoglobinopatias estructurales,
mientras que la talasemia es causada por un defecto en la produccién
de genes de las cadenas de globina.

Objetivo: Resultados de un estudio ambispectivo que comprende 1623
pacientes con hemoglobinopatias anémalas (tanto talasemia como es-
tructurales).

Métodos: Nuestro laboratorio es un centro de referencia en Espana
para el estudio y diagndstico molecular de hemoglobinopatias estruc-
turales y talasemias, que recibe aproximadamente 850 muestras al ano.
Entre enero de 2009 a diciembre de 2014, se recibieron 8.250 muestras
de las cuales 1,623 mostraron alguna alteracién en los genes de la alfa
globina. El screnning de a-talasemia se realizé por la presencia de mi-
crocitosis e hipocromia en el estudio hematimétrico; los niveles de Hb
A, y Hb F por HPLC; los estudios de hemoglobina mediante electrofo-
resis capilar de zona; el cribado de la mutacién a globina mds frecuente
se realiz6 mediante PCR multiplex (Alpha-Globin StripAssay); las gran-
des deleciones por Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification
(MLPA) y el diagnéstico molecular mediante secuenciacién segin el mé-
todo de Sanger.

Resultados: 153 sujetos mostraron alguna hemoglobina anémala y
1470 microcitosis e hipocromia. De estos 1470, 23 pacientes fueron es-
tudiados por presentar simultdneamente a-talasemia y hemoglobino-
patia estructural. Entre los casos de a-talasemia, 1282 casos (87,2%)
presentaron una a-talasemia delecién, 172 casos (11.7 %) correspondie-
ron a una a-talasemia no delecién, y 16 casos (1.1%) fueron simulté-
neamente a-talasemia delecién y no delecién. Por lo tanto, la
a-talasemia no delecién constituye, aproximadamente el 12% de los
casos. En cuanto al diagnéstico de la a-talasemia, se registraron 19 casos
graves (1 hydrops fetalis y 18 casos de enfermedad de Hb H), 1200 rasgo
talasémico y 160 portadores silenciosos. Con respecto a las hemoglo-
binopatias estructurales, solo hubo 2 casos de hemoglobinopatias con
baja afinidad por el oxigeno y 1 caso de Hb M; los 150 restantes fueron
hemoglobinopatias silentes.

Conclusién: La a-talasemia no delecién representé el 12% de todas
las a-talasemias en nuestra regién; la delecién mds comin en nuestra
drea fue la 3.7 Kb, seguida de — (SEA) y — (FIL). Las alteraciones res-
ponsables de la a-talasemia no delecién estdn mds representadas por
Hph y Hb Groene Hart y, en el caso de las hemoglobinopatias estruc-
turales, Hb Le Lamentin y Hb J-Paris.

C0-043

ASPECTOS TECNI00§, EFICACIA Y SEGURIDAD DE LA ERITROAFERESIS TERAPEUTICA EN
ANEMIA DREPANOCITICA: EXPERIENCIA EN NUESTRO CENTRO
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Introduccion: La eritroaféresis terapéutica (ET) se ha convertido en una
terapia estandar en pacientes con anemia drepanocitica tanto en com-
plicaciones agudas como crénicas. Los objetivos de este estudio son re-
visar las indicaciones de la ET en nuestro centro y analizar aspectos
técnicos, eficacia y seguridad.

Material Y Meétodos: Se analizan retrospectivamente los procesos de
ET realizados entre Enero-2016 y Junio-2020 mediante el dispositivo
Spectra Optia® en pacientes con anemia drepanocitica en un hospital
de tercer nivel. De forma general el objetivo en recambio agudo (RA)
es lograr una hemoglobina S (HbS) postprocedimiento <30% (<20% en
accidente cerebrovascular agudo) y en recambio crénico/electivo (RC)
mantener una HbS <30-50% hasta la siguiente ET; estos objetivos se
individualizan segin las caracteristicas del paciente. Se comparan va-
riables cualitativas mediante test X?/test exacto de Fisher.

Resultados: Se realizaron 209 procesos de ET en 25 pacientes, 60%
mujeres, mediana de edad de 11 afios (6-21) al primer recambio. El
95.2% de los procesos (n=199) se realizaron en programa de RC en 22
pacientes y el 4.8% (n=10) en régimen de RA en 8 pacientes. Las indi-
caciones clinicas se describen en la Tabla 1; las caracteristicas del re-
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cambio en la Tabla 2. De forma global se recambiaron una mediana de
6 concentrados de hematies (CH)/proceso (4-6), lograndose una me-
diana de deplecién de HbS del 69% (58-76). El acceso vascular més uti-
lizado fue el port-a-cath (PAC) bicameral en RC (65.3%), n=130) y el
catéter venoso central temporal en RA (60%, n=6). El uso de via venosa
periférica para la ET se incrementa significativamente a partir de los 16
afos (p<0.001). En la Tabla 3 se detallan aspectos clinicos/técnicos de
los procesos de ET. La incidencia total de complicaciones fue del 19.1%
(40/209), ninguna grave, 18.9% (29/209) a expensas de problemas de
funcionamiento del acceso vascular. Estos fueron mds frecuentes en pro-
cesos agudos frente a electivos (p= 0.035). La utilizacién de PAC bica-
meral en RC disminuye esta complicacién (p=0.023) (Tabla 3). Durante
el periodo en RC (mediana 3 meses, 1-24) no se ha documentado nin-
guna aloinmunizacién. No se ha visto variacién significativa entre el
valor de ferritina pre-RC y a fecha de tltimo proceso, ni asociacién es-
tadistica entre CH acumulados y variacién de ferritina por paciente. 7
de 22 pacientes presentaban sobrecarga férrica pre-recambio por régi-
men hipertransfusional previo; 3 de estos 7 han podido discontinuar
quelacién durante el RC; ningtin otro paciente ha desarrollado sobre-
carga férrica. En el 93.3% de los procesos (195/209) se alcanzé una HbS
postprocedimiento <30%. En RC se mantuvo una HbS <380% hasta el
siguiente proceso en el 19.5% de los casos (39/199) y una HbS <50%
en el 83.9% (167/199). En el periodo analizado ningtn paciente ha pre-
sentado recurrencia de la indicacién primaria de RC, durante el mismo
solo ha ocurrido un evento agudo relacionado con anemia drepanocitica
que requirié hospitalizacién.

Conclusiones: En nuestra experiencia la ET es un procedimiento eficaz
y seguro con baja tasa de complicaciones, mayoritariamente relaciona-
das con el acceso vascular, destacando el buen funcionamiento del PAC
bicameral en RC en nuestra cohorte. La carga transfusional acumulada
en pacientes en RC no aumenta el riesgo de aloinmunizacién ni de so-
brecarga férrica, pudiendo incluso mejorar esta Gltima. Mantener cré-
nicamente HbS<50% asocia una baja incidencia de eventos agudos.
Estudios con mayor nimero de pacientes y periodo de seguimiento per-
mitirdn definir mejor estos resultados.

Los autores declaran ausencia de conflicto de intereses.

Tabla 1. Indicaciones de los procesos de eritroaféresis.
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Tabla 2. Caracteristicas del recambio agudo y crénico/electivo.
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Tabla 3. Aspectos técnicos y clinicos de los procesos de eritroafére-
sis.

lisis multivariante (regresién logistica) y se estudié el valor diagnéstico
con la curva ROC. Luego se realizé un estudio de concordancia entre
las variables significativas en el estudio diagnéstico. Como variable de
referencia se usé sTfR/logFt (>2 enla AF y <1 enla ATC). Los resultados
de la comparacién entre AF y ATC se utilizaron para clasificar a los pa-
cientes de un grupo (n=76) con caracteristicas mixtas de AFy ATC (ane-
mia, Ft entre 31 y 400 pg/l, e IST<15%).

Resultados: En los pacientes con AF y ATC no se observaron diferen-
cias en relacion a la presencia o no de IRC, por lo que se consideraron
juntos (AF, n=33; ATC, n=69). Ademads de las diferencias esperadas en
sTR y sTfR/logFT, la HEP fue significativamente mayor en las ATC res-
pecto al resto de grupos (AE, EF y NA), pero no se observaron diferencias
entre AE, EF y NA. Al comparar en un andlisis multivariante las ATC y
las AF, resultaron significativos sTfR, sTfR/logFt, HEP y HEP/logFt; los
puntos de corte fueron, respectivamente, 5,2 mg/l, 2,9, 10,6 mmol/l y
5,4; y el rea bajo la curva ROC (valor diagnéstico) fue 87,5%, 99,1%,
97,4% y 95,3%, respectivamente (Figura 1). Los valores de HEP 12,7
mmol/I (sensibilidad: 94,2%; especificidad: 97 %) y 19,5 mmol/I (sensi-
bilidad: 92,8%; especificidad: 100%) constituyeron los mejores puntos
de corte. El estudio de concordancia entre sTfR/logFt y HEP (HEP>12,7
mmol/l) demostré un acuerdo global del 93% (76 de 82 casos; indice
Kappa = 0,849, p<0,0001). De 18 casos con ATC y sTfR/logFT entre 1
y 2 (valor indeterminado), en 16 la HEP era >12,7 mmol/l. sTfR/logFt y
HEP se utilizaron para clasificar a los pacientes con caracteristicas mix-
tas: sSTFR/logFT fue >2 (AF) en 35 casos y en 31 de ellos la HEP fue com-
patible (<12,7 mmol/l); en 7, sTfR/logFt fue <1 (ATC) y en 5 la HEP fue
compatible; en los 36 restantes, sTfR/logFt se situé entre 1y 2, y usando
la HEP se clasificaron 17 como AF y 19 como ATC.

Conclusiones: Se demuestra el valor diagnéstico y la buena concordan-
cia entre la HEP y sTfR/logFt para diferenciar entre AF y ATC, aunque
sTfR/logFt tiene un valor algo superior. La HEP es util sobre todo
cuando sTfR/logFt ofrece un valor indeterminado (entre 1 y 2). Por ul-
timo, la falta de diferencia entre EF y NA (Hb normal en ambos casos)
en cuanto a la HEP evidencia la controversia respecto a cudl deberia ser
el punto inferior de la normalidad de ferritina.

C0-044

UTILIDAD DE LA HEPCIDINA EN EL DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE LAS ANEMIAS FER-
ROPENICAS Y DE TIPO CRONICO. COMPARACION CON EL RECEPTOR SOLUBLE DE LA
TRANSFERRINA

Remacha Sevilla Angel E!, Payan-Pernia Salvador!, Serra Ferrer Marta!,
Cerda Gordillo Natalia?, Ranera Novellén Laura?, Guerrero Lopez Laura?,

Bufi Roig Paula®

'Servicio de Hematologia. Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, CSUR Er-
itropatologia Hereditaria (Hospital Sant Joan de Déu — Hospital de la Santa
Creu i Sant Pau), Barcelona; *Servicio de Hematologia. Hospital de la Santa
Creu i Sant Pau, Barcelona

Introduccion: Distinguir entre anemia ferropénica (AF) y anemia de tipo
crénico (ATC) no siempre es sencillo, como tampoco el diagnéstico de
AF si coexiste inflamacién. La inflamacién y, por tanto, la ATC, se aso-
cian con un aumento de la ferritina (Ft). Como el receptor soluble de la
tranferrina (sTfR) no aumenta con la inflamacién, pero si en la ferrope-
nia, la ratio sTfR/logFt es Gtil para el diagndstico diferencial entre AF y
ATC, y AF si existe inflamacién, y se han desarrollado puntos de cortel.
La hepcidina (HEP), que estd elevada en la inflamacién/ATC, permanece
normal o baja en la AF'2.

Objetivo: Evaluar la utilidad de la HEP en el diagnéstico diferencial
entre AF y ATC.

Metodologia: Se evaluaron Ft, sideremia, capacidad total de transporte
de hierro, indice de saturacién de la transferrina (IST), sTIR, ratio
sTtR/logFt, HEP y HEP/logFt. Se estudiaron 24 pacientes con AF (ane-
mia y Ft<30 pg/l), 9 con AF e insuficiencia renal crénica (IRC; filtrado
glomerular <60 ml/min/1.73 m?), 53 con ATC (anemia, FT>400 pg/l e
IST<15%), 16 con ATC mas IRC, 24 con estado ferrodeficitario (EF; no
anemia y FT<15 pg/l) y 45 como grupo control (NA, sin anemia y Ft
>15 pg/l). Se compararon los grupos con un ANOVA, se realizé un ana-

1. Thomas C, Thomas L. Anemia of chronic disease: pathophysiology and laboratory
diagnosis. Lab Hematol. 2005;11(1):14-23.

2. Ginzburg YZ. New diagnostic tools for delineating iron status. Hematology Am
Soc Hematol Educ Program 2019 (1):327-336.
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Figura 1. Curva ROC de hepcidina y ratio hepcidina logaritmo fer-
ritina en el diagnostico entre anemia ferropénica y anemia de tipo
cronico.
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“IRIDAADQUIRIDO”: ANEMIA FERRO[’ENICA REFRACTARIA AL HIERRO ORALASOCIADAA
TUMORES. PAPEL DE LA DOSIFICACION DE HEPCIDINA

Payan-Pernfa Salvador!, Serra Ferrer Marta!, Sanchez Garcia Jana!,
Criado Casas Vanesa!, Pérez Cases Anna!, Remacha Sevilla Angel F!

'Servicio de Hematologia, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, CSUR Er-
itropatologia Hereditaria (Hospital Sant Joan de Déu - Hospital de la Santa
Creu i Sant Pau), Barcelona

Introduccion: Mutaciones bialélicas en el gen de la matriptasa 2 pro-
ducen una enfermedad hereditaria caracterizada por anemia ferropénica
(AF) refractaria al tratamiento con hierro oral (IRIDA, iron Refractory iron
deficiency anemia), resultado de una produccién aumentada de hepcidina
(HEP) que inhibe la absorcién intestinal de hierro. Un aumento de HEP
secundario a su produccién por tumores benignos o malignos se ha re-
lacionado con anemia adquirida de caracteristicas similares a la IRIDA.
Estos pacientes presentan un patrén mixto entre anemia de tipo crénico
(ATC)y AE

Objetivo: Evaluar las caracteristicas clinicas y analiticas de pacientes
con esta forma de anemia adquirida.

Metodologia: A partir de los estudios de anemia solicitados entre mayo
de 2019 y mayo de 2020 en un hospital terciario se seleccionaron los
casos de anemia que presentaban microcitosis de reciente aparicién y
caracteristicas de ATC (ferritina —Ft—y velocidad de sedimentacién glo-
bular elevadas, indice de saturacién de la transferrina -IST-y sideremia
disminuidas), y se estudiaron el receptor soluble de la transferrina —
sTIR-, el cociente sTfR/logFt y la HEF, esta dltima mediante un inmu-
noensayo comercial, asi como datos clinicos.

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes.
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Resultados: Se recogieron un total de 14 casos (Tabla 1). En 10 de ellos,
la HEP estaba elevada (media: 71,09 ng/ml; rango: 52,97 - 93,25; rango
de normalidad: 0,25 - 47,66). De estos 10 casos, el sTfR estaba elevado
(tal como ocurre en la AF) en 7 (media: 5,61 mg/l; rango de normalidad:
1,50-3,70), aunque en los 3 restantes se situaba préximo al limite supe-
rior: 3,12, 3,03 y 2,73 mg/l. De estos 10 pacientes, 8 presentaban una
neoplasia activa: carcinoma renal de células claras (n=3); neoplasia de
vejiga en estudio actualmente (n=1); tumor urotelial en uréter (n=1);
sarcoma pleomérfico de alto grado (n=2); y en 1 paciente se observaron
lesiones hipermetabdlicas en mama y colon y no se complet6 el estudio.
En 3 de estos pacientes, el diagndstico de la neoplasia estuvo motivado
por el resultado del estudio de anemia y la recomendacién de investigar
un origen neopldsico. Los otros 2 pacientes presentaban tlceras necré-
ticas por decubito de larga evolucién; en uno de ellos se realizé una
PET-TAC que no objetivé otras lesiones hipermetabdlicas; el otro, fa-
llecié sin ser estudiado. Sélo 1 de los pacientes con neoplasia ha recibido
tratamiento, con correccién de la microcitosis posteriormente. De los 4
pacientes con HEP normal, en 2 de ellos el sTfR era también normal y
se valoré que se trataba de ATC (en uno de los casos la HEP era de 37,1
ng/mlL; en el otro, de 12,8 ng/ml, y probablemente presenta una alfa ta-
lasemia [el VCM previo era de 81 fl, respecto al del estudio, de 77,9 fl;
el hemoglobinograma resulté normal; estd pendiente el estudio mole-
cular]). Los otros 2 pacientes con HEP normal presentaban un sTIR ele-
vado; uno se valor6 como probable ATC (el de mayor Ft y HEP, y menor
elevacién del sTIR) y el otro como probable AF con rasgos inflamato-
rios.

Conclusiones: Nuestro estudio muestra que un tipo de anemia adqui-
rida de caracteristicas similares a la IRIDA se relaciona frecuentemente
con neoplasias, hecho compatible con la produccién paraneoplasica de
hepcidina. Este tipo de anemia, con caracteristicas mixtas entre la ane-
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mia de tipo crénico y la anemia ferropénica, debe por ello ser conocido
y reconocido, y se propone el término de IRIDA adquirido. Cabe des-
tacar como la dosificacién de la HEP permitié orientar el diagndstico
de estos pacientes.

Los autores declaran ausencia de conflictos de interés.
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EL IMPACTO DEL CRIBADO NEONATAL EN LA ANEMIA DE CELULAS FALCIFORMES
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José Manuel®, Altimiras Lidia?, Del Pino Sara?, Prieto Montse?, Gimbert
Maria Dolors!

'Servicio de Oncologia y Hematologia Pedidtricas. Vall d’Hebron Hospital Uni-
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Introduccién: El beneficio del cribado neonatal (CN) en la reduccién de
la mortalidad temprana ha sido ampliamente evidenciado en diversas
series. La profilaxis antibidtica , la educacién de los padres y probable-
mente la introduccién a los 12 meses de vida de la hidroxiurea sean de-
terminantes en el impacto del CN.

Meétodos: Analisis retrospectivo de la evolucién de los pacientes con
drepanocitosis durante sus primeros 5 anos de vida, incluyendo los ge-
notipos de anemia (ACF) y enfermedad de células falciformes (ECEF),
entre un grupo de pacientes diagnosticados por CN y otros diagnosti-
cados fuera del programa de CN ( NoCN), entre enero de 2015 y julio
de 2019.

Resultados: Durante este periodo se diagnosticaron 102 pacientes de
drepanocitosis por CN, de los que el 67 % eran ACF y 33% ECE Para la
comparativa seleccionamos los 46 pacientes de CN que tenian segui-
miento en nuestro centro y 20 pacientes de NoCN, de los que teniamos
datos sobre su evolucién en los primeros 5 anos de vida. En el grupo de
CN el 95% comenzé la profilaxis antibidtica antes de los 2 meses de
vida, y el 74% de los pacientes con ACF comenzé la hidroxiurea a los
14 meses de vida. En el grupo de NoCN el 80% recibié profilaxis anti-
bidtica a los 17 meses y el 65% comenzaron hidroxiurea a los 3 afos.
Ningtn grupo presenté mortalidad. El grupo de NoCN presenté mas
eventos promedio de transfusién, infeccién, crisis vasoclusiva (CVO),
sindrome toracico agudo (STA) , secuestro esplénico e ingreso relacio-
nado con la drepanocitosis, siendo las diferencias mayores si seleccio-
namos a las ACF en ambos grupos (Figura 1).

EVENTOS PROMEDID ANTES DE LOS 5 AROS DE VIDA EN TODOS LOS
GENOTIFOS
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Figura 1.

Si analizamos la evolucién tras la introduccién de hidroxiurea, el 10%
de CNy el 15% de NoCN presentaron neutropenia leve no relacionada
con infecciones. Todos ellos presentaron menos CVO, STA, infecciones
e ingresos tras la introduccién de hidroxiurea. Sin embargo, presentaron
mds eventos de secuestro esplénico tras la misma (Figura 2) .

Conclusiones: E1 CN podria disminuir las complicaciones agudas de
la ACF gracias a la educacién familiar, al control y tratamiento precoz
con antibiético e hidroxiurea. La introduccién precoz de la hidroxiurea
disminuye el nimero de CVO e ingresos, sin apenas efectos secunda-
rios. Se ha visto un aumento de la incidencia de secuestros esplénicos
tras el tratamiento con hidroxiurea que puede estar en relacién con una
mayor preservacion de la funcién esplénica, tal y como concluyd el es-
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tudio BABY HUG. El impacto sobre la mortalidad puede estar atenuado
por la buena cobertura de los pacientes en nuestro medio.

Para confirmar el impacto del cribado neonatal es necesario establecer
un programa de seguimiento de estos pacientes.

Conflicto de intereses: no
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APLICACION DE LA TECNICA NGS AL DIAGNOSTICO GENETICO EN PATOLOGIA ERITROCI-
TARIA. PRIMEROS RESULTADOS EN ANDALUCIA OCCIDENTAL
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Introduccion: La secuenciacién de genes candidatos supone una alter-
nativa accesible y coste efectiva para realizar el abordaje diagndstico de
las enfermedades de origen genético. El analisis genético en la patologia
eritrocitaria mediante paneles de Next-Generation Secuencing (NGS)
es una nueva herramienta que estd permitiendo el diagndstico confir-
matorio de estas patologias. La puesta a punto de esta técnica en pa-
cientes procedentes de Andalucia supone un avance diagnostico,
estableciéndose el primer centro de diagndstico genético de eritropato-
logia mediante NGS de nuestra Comunidad.

Objetivo: Disefar y validar un panel de genes para la implementacién
de una técnica diagndstica genética basada en secuenciacién masiva
para la deteccién de mutaciones de genes involucrados en la etiopato-
genia de las eritropatologias.

Pacientes y Métodos: Posterior a realizar una revisiéon exhaustiva de la
literatura publicada hasta la fecha, se disefié un panel de 54 genes im-
plicados en la patologia eritroide incluyendo: enzimopatias eritrocita-
rias, anemias diseritropoyéticas congénitas, anemias microciticas
asociadas a defectos hereditarios del metabolismo del Fe, eritrocitosis
congénitas y membranopatias. El panel utilizado para la preparacién
de la libreria fue disefiado mediante la tecnologia “Ion Ampliseq Desig-
ner” (ThermokFisher Scientific) para identificar variantes incluidas en re-
giones exodnicas o regiones de splicing (al menos 10 pb). La
secuenciacién de la libreria fue realizada en un secuenciador masivo de
Gltima generacién “Ion GeneStudio S5 System” (ThermoFisher Scienti-
fic). Las secuencias obtenidas fueron alineadas frente al genoma de re-
ferencia (GRCh37/hgl19) con el software “Ion Reporter” (versién
5.10.8.0). Las variantes identificadas fueron evaluadas con la informa-
cién de bases de datos especificas para identificar variantes ya descritas
en asociacién a un fenotipo conocido (HGMD, ClinVar) y bases de
datos de frecuencias poblacionales (dbSNP, gnomAD (Genome Aggre-
gation Database), 1000 Genome Project, o NHLBI-ESP 6500 exomes)
para anotar variantes que suelen existir en la poblacién general (al
menos en un 1%). La patogenicidad de las variantes se determind uti-
lizando los sistemas de prediccién de SIFT, PolyPhen2, MutationTaster.
Se incluyeron en el andlisis un total de 50 muestras. Se estudiaron 40
pacientes, 22 con sospecha clinica de anemia hemolitica congénita, 15
de poliglobulia y 3 con IRIDA. Siete pacientes con diagndstico genético
previo y 3 controles sanos. El anélisis de las variantes encontradas se
realizé mediante la utilizacién del software lon Reporter — Life tecnholo-
gies.

Resultados: En los pacientes con diagndstico genético previo (n=7) se
identificé la presencia de mutaciones en el 100%. En los 40 pacientes

con sospecha clinica se logré detectar la mutacién causal de la enfer-
medad en 26 (81%). Se identificaron 22 mutaciones no descritas en la
literatura, que al ser valoradas por diferentes herramientas informaticas
(Polyphen, SIFT, Mutation Taster) predicen ser patogénicas.

Conclusiones: El empleo de esta tecnologia supone una notable mejoria
en el diagndstico de las eritropatias ya que hemos podido identificar la
alteracién molecular en la mayoria de los casos analizados. Hemos de
destacar que es el primer panel NGS de eritropatologia disefiado en An-
dalucia, siendo actualmente uno de los mas completos para el estudio
de estas patologfas.
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caldo; ’H.U. Clinico San Carlos, Madrid; "°H.U. Puerta del Mar, Cadiz;""H. U.
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Introduccion: EIDPK es la segunda enzimopatia mas frecuente y la pri-
mera en producir anemia hemolitica crénica. Su prevalencia esta subes-
timada debido a la escasa sospecha diagnéstica, las limitaciones
diagnésticas y la necesidad de confirmacién genética. Al ser una enfer-
medad minoritaria de dificil diagnéstico, son pocos los datos sobre su
prevalencia e historia natural. Presentamos los datos clinicos, diagnds-
ticos y de tratamiento de pacientes diagnosticados de DPK recogidos
por el Grupo espafiol de Eritropatologia de forma retrospectiva a nivel
nacional.

Resultados: Se han recogido datos de 54 pacientes con DPK (estudios
familiares no incluidos), procedentes de 18 centros, 33% menores de
14 anos. Para el diagnédstico se utilizaron técnicas de cuantificacién en-
zimatica (63%) o genéticas (68,5%), combinando ambas técnicas en el
44% de los casos. Los valores de actividad enzimética variaban de 0,85-
25,98U/gHb con una mediana de 2,2U/gHb, destacando 4 casos por en-
cima de 7U/gHb (normal). Se han detectado 36 mutaciones distintas en
37 pacientes estudiados, siendo las mas frecuentes: R486W (41 % de los
pacientes), E241X (24%), R337Q (18%), R510Q (11%). La mediana de
valor de Hb era de 100g/L (rango 52-133), pero solo un 19% de los pa-
cientes dependian de trasfusién. E1 45% de los pacientes con datos com-
pletos, presentaban sobrecarga férrica: el 100% de los dependientes de
trasfusién y el 32% de los no dependientes. El tratamiento quelante se
realizé en el 81% los casos con Deferasirox, solo o en combinacién con
Deferiprona (n=1). La Deferoxamina (n=1) y las flebotomias (n=2) tam-
bién se han utilizado. Casi la mitad de los enfermos (44%) fueron es-
plenectomizados y 2 pacientes fueron sometidos a trasplante alogénico.
Se ha registrado un fallecido.

Discusién: La historia clinica de los pacientes con déficit de PK en Es-
pafa es comparable a la descrita a nivel internacional, con valores de
Hb muy variables, incluso normales, lo que dificulta el diagnéstico. La
sobrecarga férrica aparece en todos los pacientes trasfundidos, como es
esperable, pero también en un tercio de los no trasfundidos de forma
regular, debido a eritropoyesis ineficaz, confirmando lo descrito a por
otros grupos. Deferasirox es el tratamiento quelante de eleccién, aunque
las flebotomias se utilizan en casos con Hb normal. Aunque el diagnds-
tico por método enzimadtico estd ampliamente extendido, destaca el
amplio rango de valores obtenidos, con un 8% de pacientes homoci-
gotos con valores de actividad de PK normales, lo que confirma las li-
mitaciones de esta técnica. El diagndstico genético se realiza en mayor
porcentaje que el enzimatico y lo completa en casi la mitad de los pa-
cientes. Las mutaciones mas frecuentes en nuestro medio coinciden con
las descritas previamente en Espafia y para el sur de Europa, con escaso
porcentaje de pacientes con la mutacién R510Q, la mds frecuente en el
mundo. El tratamiento de los casos sintomdticos sigue basandose en
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trasfusion. Las tasas de esplenectomia son similares a las descritas a
nivel internacional. En nuestra serie destaca la presencia de dos pacien-
tes sometidos a TPH, a valorar dados los pocos casos publicados.

C0-049
HEMOGLOBINOPATIA S ASOCIADA A PERSISTENCIA HEREDITARIA DE HEMOGLOBINA FETAL

Menéndez Cuevas Marina!, Gonzélez Ferndndez Fernando Atadlfo!,
Lépez Rubio Montserrat?, Martinez Nieto Jorge!, Gonzélez Fernandez
Beatriz!, Ropero Gradilla Paloma', Cubillas Garcia de la Torre Damian!,
Alfayate Lobo Ana!, Benavente Cuesta Celina!

'Hospital Clinico San Carlos; *Hospital Universitario Principe de Asturias

Introduccién: La Anemia Falciforme (AF) se define por la presencia He-
moglobina S (HbS), a raiz de una mutacién puntual en el gen de glo-
bina que le confiere una tendencia a polimerizar, distorsionando la
forma del hematfe. Se manifiesta como anemia hemolitica y fenémenos
de vasooclusién que determinan isquemia y dafio orgédnico. Presenta
una gran heterogenidad clinica, existiendo pacientes asintomaticos y
otros, en cambio, con complicaciones severas; esto depende del grado
de polimerizacién de la HbS, condicionado por el grado de desoxige-
nacién celular y la concentracién intraeritocitaria de HbS y Hb Fetal
(HbE).

Objetivos: Presentar la caracterizacién molecular de un paciente con
AF de curso asintomatico.

Material y Métodos: Paciente diabético de 46 afios, natural de Brasil,
remitido por hallazgo de aumento de HbF a raiz de determinacién de
HbAlc. Negaba sintomatologia relacionada con fenémenos vasooclu-
sivos y nunca habia sido estudiado ni habia requerido seguimiento por
un servicio de Hematologia. La separacién y cuantificacién de hemo-
globinas (Hb) se realizé por High performance liquid chromatography
(HPLC) Variant™ Biorad y Electroforesis capilar Minicap Sebia. El an4-
lisis molecular del clster se realizé mediante secuenciacién automd-
tica del gen (ABI Prism™ dRhodamine Terminator Cycle Sequencing
Ready) y por Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification
(MLPA) (P102-B2 HBB, MRC-Holland). El analisis del gen se realizé
mediante PCR multiplex (Alpha-Globin StripAssay kit).

Resultados: Los porcentajes de Hb, cuantificados mediante HPLC y
electroforesis capilar, se resumen en la Figura 1.
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Figura 1.

En la secuenciacién del gen se observa, en el nucleétido 20, la senal
de una timina formando el GTG en la posicién 6 de cadena de globina,
que codifica una valina. Por MLPA existe una disminucién a la mitad
de la senal de las sondas 4-20, correspondiente a una delecién de unas
105 kb 3’ al 3« ex6n del gen , con la pérdida del gen y en un alelo.
Con la sonda 21234-129610 (especifica para HBB:c.20A) no se halla nin-
guna sefnal y con la 21234-L29609 (especifica para HBB:c.20T), una dis-
minucién a la mitad (Figura 2). No se detectaron alteraciones en el
clister. Asi, el genotipo corresponde a una doble heterocigocia de HbS
asociada a Persistencia hereditaria de HbF (HPFH) tipo 2. En el estudio
familiar, su padre y un hijo presentan HPFH tipo 2 sin HbS y otro hijo
la HbS en estado heterocigoto (Figura 3).

Discusién: En condiciones de baja oxigenacién, se produce la polime-
rizacién de la HbS por un cambio conformacional en el que los residuos
hidrofébicos de valina interaccionan con zonas hidrofébicas comple-
mentarias en cadenas de globina adyacentes. La HbF inhibe la polime-
rizacién gracias a que los residuos de glutamina en posicién 87 de la
cadena impiden los contactos laterales hidrofébicos de la estructura
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primaria entre cadenas. Se estima que una HbF > 10-20 % disminuye
lo suficiente la polimerizacién para mejorar la expresién fenotipica, aun-
que no la elimina. En caso de asociacién de HPFH y HbS, existe una
persistencia de HbF entorno al 30%, que justifica el fenotipo asintoma-
tico de pacientes como el nuestro. El estudio molecular en estos casos
permite confirmar el diagnéstico de HbS asociada a HPFH y establecer
un prondstico y seguimiento adecuados.
No existen conflictos de interés.
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RECAMBIO ERITROCITARIO COMO TRATAMIENTO DE LAS COMPLICACIONES EN ANEMIA
DE CELULAS FALCIFORMES

Prior Carmona Ana Victoria!, Escamilla Gémez Virginia?, Herrera Diaz
Aguado Ascensién?, Calama Ruiz-Mateos Virgilio®, Mingot Castellano
Eva?, Calderén Cabrera Cristina?, Pérez-Simon José Antonio?

'UGC Hematologia y Hemoterapia, Hospital Universitario Virgen del Rocio
(HUVR), Sevilla, Espafia;*UGC Hematologia y Hemoterapia, HUVR, Sevilla,
Espaiia; *\UGC Hematologia y Hemoterapia, Hospital Universitario Virgen de
Valme, Sevilla, Espaiia

Introduccion: Las complicaciones agudas y crénicas de los pacientes
diagnosticados de anemia de células falciformes suponen una merma
en la calidad de vida y un aumento en el gasto para el sistema de salud
que podrian minimizarse mediante la bisqueda de alternativas de tra-
tamiento mds efectivas, como las sesiones de recambio eritrocitario.

Objetivos: Evaluar la efectividad clinica y analitica de las sesiones de
recambio eritrocitario (RE) en la anemia falciforme (AF) y su impacto
en las complicaciones a corto y medio plazo.

Material y Métodos: Estudio descriptivo, retrospectivo y unicéntrico
de pacientes con AF sometidos a RE entre los afios 2017 y 2019. Se re-
alizé una revisién detallada de las caracteristicas demograficas, para-
metros analiticos pre y post-recambio, tratamientos recibidos y estudio
de complicaciones a un afio posterior al primer recambio; y se compard
con la incidencia de las mismas el afio previo al inicio.
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Resultados: Se analizaron un total de 20 RE realizados en 4 pacientes
diagnosticados de AF, de los cuales 3 eran hombres y 1 mujer, con una
mediana de edad de 29 anos (rango: 19-39). Todos se encontraban pre-
viamente bajo tratamiento con hidroxiurea y sistema reglado de trans-
fusiones simples. La principal indicacién fueron las crisis vasooclusivas
dolorosas recurrentes, y sélo en un caso se realizé como tratamiento
urgente por cuadro colestdsico agudo. Se calcularon los valores medios
de hemoglobina (Hb), hematocrito (Hto), hemoglobina S (HbS) y ferri-
tina pre y post RE para cada uno de los cuatro pacientes de la serie. Pos-
teriormente, se calcularon las medias de medias para cada una de las
caracteristicas analiticas anteriormente referidas (datos resumidos en la
Tabla 1). La media de las HbS medias pre y post RE fue de 63.9 y 21.7
%, respectivamente, para una HbS objetivo <30%. El volumen de re-
cambio eritrocitario medio fue de 2475 ml, en funcién del peso. No
hubo cambios en los niveles medios de Hb ni Hcto posterior al proce-
dimiento como estrategia para evitar fenémenos de hiperviscosidad.
Las caracteristicas clinicas pre y post-aféresis se resumen en la tabla 2.
El impacto mds llamativo en la realizacién de los RE fue la reduccién
en el nimero de transfusiones y el nimero de hospitalizaciones. En
cuanto a las complicaciones agudas, se redujo el nimero total de crisis
vasooclusivas en el primer afio (13 vs 1) y de crisis hemoliticas (7 vs 1).
En cuanto a la incidencia de complicaciones crénicas, se redujo el nd-
mero de complicaciones ulcerosas (1 vs 0). En un caso se produjo una
aloinmunizacién posterior a los RE. No hubo ningtn éxitus en la serie
analizada. El periodo de seguimiento fue de 2 afios.

Conclusiones: El RE se muestra como una alternativa segura y eficaz
en la prevencién de las crisis vasooclusivas y hemoliticas mediante la
reduccién objetiva de los niveles de HbS. Una complicacién es la aloin-
munizacién por el contacto con eritrocitos alogénicos.

Tabla 1. Caracteristicas analiticas previo y posterior a los RE.

Pardmetros analiticos Previo al RE | Posterior al RE
(media de medias) | (media de medias)

Hb {g/dl) 8.5 a7

Heto (%) 28,4 3

Hbs{(3%) 63,9 21,7

Ferritina [ng/ml) 570 B55

Tabla 2. Se describe la incidencia total de complicaciones agudas
y cronicas en el ano previo y el ano posterior al inicio de los RE.

Complicaciones Previo al RE Posterior al RE
Mecesidad de quelacion 1 1
NF transfusiones; total (mediana) 13(3) 0 (0]
N® hospitalizaciones (mediana) 13(3) 1100
cmpncumnes agudas
Crisis vasooclusivas 13 1
Crisis hemolitica 7 0
Infecciones 5 0
ANVC 1 o
Prisplsmao 1 0
5d tordcico agudo 0 0
Trombosis 0 D
{‘.nmnhcamnes crinicas
Aloinmunizacidn 0 1
Hemdlisis 0 o
Sobrecarga férrica 1 1
Necrosis avascular 0 0
Uleeras 1 i}
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NUEVA MUTACION TRNT1 CAUSANTE DE ANEMIA SIDEROBLASTICA CONGENITA, INMUN-
ODEFICIENCIA CELULAR B, FIEBRE PERIODICA Y RETRASO EN EL DESARROLLO (SIFD)

Acosta Fleitas Cynthia!, De la Iglesia Ifigo Silvia!, Ferndndez-Fuertes
Fernando?, Pérez Penate Maria del Carmen?, Herndndez-Brito Elisa®,
Rodriguez-Gallego Carlos®, Lemes Castellano Angelina?, Aréstegui Juan
Ignacio*, Molero Labarta Teresa!

1Servicio de Hematologia y Hemoterapia, Hospital Universitario de Gran Ca-
naria Dr. Negrin, Las Palmas de Gran Canaria; *Servicio de Hematologia y He-
moterapia, Complejo Hospitalario Universitatio Insular-Materno infantil, Las
Palmas de Gran Canaria; 3Servicio de Inmunologia, Hospital Universitario de
Gran Canatia Dr. Negrin; “Department of Immunology, Hospital Clinic,
Barcelona, Spain

Introduccién: Existe una forma sindrémica de anemia sideroblastica
congénita (ASC) que se asocia a episodios febriles de repeticién, inmu-
nodeficiencia B (+/- hipogammaglobulinemia 2?) y retraso en el desa-
rrollo. Es el sindrome SIFD, resultado de mutaciones bialélicas a nivel
del gen TRNT1, desembocando en defectos metabdlicos a nivel mito-
condrial y citosélico. Las mutaciones de TRNT1 causan un amplio y
heterogéneo espectro de enfermedades de alta complejidad, que van
desde episodios autoinflamatorios, alteraciones neuroldgicas, retinitis
pigmentaria, hipoacusia neurosensorial, cardiomiopatia, sintomatologia
digestiva, visceromegalias, tubulopatia renal, pelo ralo y quebradizo.

Pacientes, material y método: se realizé la recogida de datos clinicos y
analiticos, junto con la secuenciacién (Sanger) de 4 pacientes de 2 fami-
lias relacionadas (4°grado) que debutaron en la infancia temprana con
formas muy severas de ASC, episodios autoinflamatorios recurrentes,
infecciones de repeticién y pelo ralo-quebradizo.

Resultados: Una paciente (P2) muri6 a los 4 afios de fallo multiorganico
durante un episodio febril con hemocultivos negativos. En el resto de
los pacientes los episodios febriles y las infecciones disminuyeron dras-
ticamente en severidad y frecuencia a partir de la adolescencia. En la
tabla 1 se resumen de las caracteristicas clinicas. Los pacientes P1 y P3,
fueron homocigotos para una nueva mutacién p.P292L. Los niveles de
ADNCc de TRNT1 fueron normales, pero solo se observaron trazas de
TRNTI.

Discusién: Se han descrito 36 pacientes afectos de SIFD (29 nifios y 6
adultos) con una gran heterogeneidad clinica e inmunolégica. La ma-
yoria de los casos (31) son graves, con cuadros sistémicos de naturaleza
inflamatoria desde la infancia temprana que simulan procesos infeccio-
sos y afectacién multi-orgénica frecuentemente fatal (16 exitus). Uni-
camente 4 pacientes han sido diagnosticados en edad adulta, siendo en
estos casos la retinitis pigmentaria y la microcitosis sin anemia las ma-
nifestaciones maés frecuentes. Reportamos 4 pacientes con el extremo
severo del espectro clinico de deficiencia de TRNT1. Se encontré una
nueva mutacién que causaba una expresién de TRNT1 severamente
disminuida, pero que conlleva una mejora clinica después de la adoles-
cencia

Este trabajo fue parcialmente subencionado por las becas FIS PI13/1456 y
PI16/759; DISA 2018
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Introduccion: La forma mas frecuente (95%) de hemocromatosis here-
ditaria (HH) se relaciona con el gen HFE (HH tipo 1 o clasica). Mutaciones
bialélicas en el gen HJV, que codifica para la hemojuvelina, son respon-
sables de HH juvenil, concretamente la tipo 2A. A diferencia de la forma
clésica, la HH juvenil produce sobrecarga férrica masiva y temprana, antes
de los 30 afos, que se manifiesta mds frecuentemente como hipogona-
dismo y cardiopatia. La hemojuvelina participa en la activacién de la
transcripcion de la hepcidina, cuyos niveles reducidos en la enfermedad
conducen a un aumento de la absorcién intestinal de hierro.

Caso clinico: Se trata de un varén natural de Rumania, que en 2012, a
la edad de 30 afos, consulté por dolor precordial, fue diagnosticado de
miocardiopatia dilatada con disfuncién severa de la funcién sistélica
(FEVI 31%) y sufrié un shock cardiogénico que requirié trasplante car-
diaco urgente. Como Unico antecedente, estaba afecto de hipogona-
dismo hipogonadotropo por el que recibia tratamiento sustitutivo. En
el estudio anatomopatoldgico, el corazén presentaba abundante depé-
sito de hierro dentro de las fibras miocardicas (Figura 1). Existian signos
analiticos de atesoramiento férrico: ferritina (Ft) 1351 pg/L, IST 94%,
sideremia 37,7 pmol/L; capacidad total de transporte del hierro (CTTH):
39,9 pmol/L. Se estudiaron las mutaciones H63 y C282Y en HFE, sin
detectarse. No se profundizé en el estudio de la sobrecarga férrica hasta
que en 2019 fue derivado a Hematologfa por anemia (Hb 97 g/l) y alte-
racién del metabolismo férrico: Ft 3,096 pg/L, IST 90%, CTTH 43.2
pmol/L, sideremia 38,7 pmol/L, receptor de la transferrina 1,20 mg/L
(1,5-3,7), hepcidina 0,66 ng/ml (0,25-47,66). Por resonancia magnética
(RMN) se objetivé sobrecarga férrica elevada a nivel hepatico (279 pmol
de hierro/g), ligera-moderada a nivel cardiaco (15-20 ms), y hallazgos
sugestivos de depdsito férrico en los nicleos dentados y en la adenohi-
pofisis. La radiografia de ambos hombros, realizada por dolor, objetivé
signos de artropatia incipiente. Mediante secuenciacién del exoma cli-
nico segin una versién disefiada en nuestro centro, se estudiaron 13
genes relacionados con HH mediante secuenciacién del exoma clinico
disefiado en nuestro centro, detectdndose la variante de tipo missense
¢.281G>T (p.Gly320Val) en el gen HJV en homocigosis que se clasifica
como patogénica segun los criterios del ‘American College of Medical
Genetics and Genomics’. El cambio tiene como consecuencia probable
el plegamiento incorrecto de la proteina, causando su retencién en el
reticulo endoplasmaético e impidiendo su incorporacién a la membrana
de las células en que se expresa. A causa de insuficiencia renal crénica
(filtrado glomerular de 32 ml/min/1.73m?), no se inicié tratamiento que-
lante con deferasirox, sino con deferiprona, ademas de flebotomias tras
inicio de andlogos de la eritropoyetina. La Ft ha disminuido progresi-
vamente, y es de 814 pg/L (IST: 88%) en la actualidad.

Conclusion: Aunque infrecuente, la HH no asociada a HFE debe con-
siderarse cuando existen signos de sobrecarga férrica y el estudio de
HFE es negativo; particularmente, la HH juvenil debe sospecharse en
pacientes j6venes con cardiopatia o alteraciones endocrinoldgicas como
hipogonadismo. La secuenciacién del exoma clinico es una herramienta
de NGS de reciente implementacion que permite estudiar en estos casos
otros genes candidatos y llegar al diagnéstico cuando se sospecha HH
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Figura 1. Tincion de Mallory. Depésito de hierro (azul) en el interior
de las fibras miocardicas del paciente.
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HB MARUCHI [ 165(E14)ALA>PRO; HBA1: C.196G>C] UNA NUEVA HEMOGLOBINOPATIA
TALASEMICA EN EL GEN LFA1 DE GLOBINA
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Nieto Jorge M, Gonzalez-Ferndndez Beatriz, Villegas Ana, Benavente
Cuesta Celina

"Hospital Clinico San Carlos. Setvicio de Hematologia y Hemoterapia.; *Hospital
Clinico San Carlos. Servicio de

Auntecedentes: En las talasemias existen variantes estructurales que, sin
embargo, presentan un fenotipo de a-talasemia denominadas hemoglo-
binopatias talasémicas, se incluyen en la denominada a-talasemia no
delecién. La talasemia no delecién representa el 12% de toda la a-tala-
semia en nuestro pais y el 36 % de debe a hemoglobinopatias talasémi-
cas.

Objetivos: Presentamos una nueva mutacién en CD65 del gen HBAT,
donde el cambio AAG> TAG (Ala>Pro) genera una hemoglobinopatia
talasémica.

Métodos: El propositus un varén de 37 afios de edad y natural de Ma-
drid, fue estudiado porque presentaba microcitosis mantenida sin fe-
rropenia. Los niveles de Hb A2 y Hb F se midieron mediante HPLC de
intercambio iénico (VARIANT II). La hemoglobina se estudié mediante
electroforesis de zona capilar y HPLC de intercambio i6nico. Las mu-
taciones mds frecuentes de a-talasemia se descartaron por PCR multi-
plex (Alpha-Globin StripAssay kit) y la caracterizacién molecular se
realizé mediante secuenciacién automatica de los genes a globina.

Resultados: El propositus presenté microcitosis (VCM 78,3 fL) con hi-
pocromia (HCM 26,3 pg), sin anemia (Hb 14,1 g/dL) y reticulocitos nor-
males (1,01 %). No se detectaron hemoglobinas anormales y los niveles
de Hb A, y Hb F estuvieron dentro de la normalidad (2,6 % y 0,8 %
respectivamente). La caracterizacién molecular del gen al de globina,
por secuenciacién automadtica, identificé una nueva mutacién de trans-
versiéon HBA1:c.196G>C, que dio como resultado un cambio de ami-
nodcido de Ala>Pro en el codén 65 del exén 2 en el estado
heterocigético [a;65(E14)Ala>Pro; HBAT: ¢.196G>C] a la cual hemos
denominado Hb Maruchi.

Resumen/Conclusion: La unién del hemo a la globina implica un ajuste
estereoquimico muy especifico que ayuda a estabilizar la conformacién
terciaria de la subunidad. El grupo hemo se inserta en una hendidura
entre las hélices E y E Mientras que los grupos vinilo se sitdan asimé-
tricamente en el interior hidrofébico de la hendidura, los dcidos pro-
pidnicos de la profirina se orientan hacia la superficie hidrofilica,
interactuando con ciertos aminodcidos no polares en las regiones CD,
E, Fy FG de las cadenas a y b globina. La mayoria de estos aminodcidos
no polares son residuos invariables. Por lo tanto, no es sorprendente
que las sustituciones de cualquiera de residuos ubicados en estas regio-
nes puedan dar como resultado una disminucién en la estabilidad del
enlace hemo-globina y, posteriormente, de la cadena de globina. El
CD65 del gen HBA1 codifica a una Ala correspondiente a la posicién
E14 de la cadena al globina, ubicada en el interior del bolsillo del grupo
hemo. En la Hb Maruchi esta Ala es sustituida por una Pro, lo que pro-
voca inestabilidad de la cadena al globina, potenciada dicha inestabili-
dad por el hecho de que la Pro es un aminodcido que no puede
participar en la configuracién de la hélice alfa de la estructura secundaria
deformando dicha estructura. Esta nueva variante causa talasemia en
lugar de hemolisis porque sus cadenas a son inestables, catabolizandose
muy rdpidamente antes de la formacién de los dimeros ab. El gen a,M*
ruchino produce cadenas a funcionales, de ahi el fenotipo de talasemia.
Esta variante es tan inestable y se cataboliza tan rapido que es imposible
su deteccidén por métodos electroforéticos y cromatograficos. El diag-
néstico de este tipo de mutaciones es importante porque la asociacién
con una a’-talasemia pueden dar lugar a formas mads severas como la
enfermedad de la Hb H o hydrops fetalis.
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C0-054

SINDROME DEALFATALASEMIA CON | DEFICIT INTELECTUAL LIGADO AL CROMOSOMA 16.
DIAGNOSTICO MOLECULAR. A PROPOSITO DE UN CASO.

Gonzélez Alvarez Nuria!, Remacha Sevilla Angel Francisco!, Payan-
Pernia Salvador!, Serra Ferrer Marta!, Espadaler Pare Montserrat!,
Rojas Rodriguez Esther!, Bernal Noguera Sara!, Hernando C?, Alcala A?,
Blanco Maria Laura!

'Hospital de la Santa Creu y Sant Pau; *Hospital de Sant Joan de Deu

Introduccion: El sindrome de alfa-talasemia/déficit intelectual ligado al
cromosoma 16 (sindrome ATR-16, OMIM #141750) es una enfermedad
congénita de herencia autosémica dominante provocada por una gran
delecién en 16p13.3 que incluye los genes de la globina alfa, HBA1 y
HBA2, y otros genes adyacentes. El fenotipo es variable: alfa talasemia,
discapacidad intelectual, anomalias esqueléticas, rasgos dismérficos, al-
teraciones genitales, microcefalia o talla baja.!
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Figura 1. Detalle de la delecion terminal identificada en el brazo
corto del cromosoma 16

Caso clinico: Presentamos el caso de una paciente de 23 afios, derivada
para estudio de anemia microcitica hipocrémica (Hb 117 g/L, VCM
71fL, CCMH 314 g/L, HCM 22 pg y RDW 15,7 %) detectada por pri-
mera vez a los 4 afios. Como antecedentes destacaba retraso en la ad-
quisicién del lenguaje, dificultades de aprendizaje y reflujo
vésicoureteral. El metabolismo férrico, los factores de maduracién, los
reticulocitos y la haptoglobina resultaron normales. El hemoglobino-
grama mostraba HbA, 2,4% y HbF 1,4%. Al examen fisico destacaba
talla baja -interpretada como familiar-, ligero hipertelorismo, orejas de
implantacién baja y cuello corto. Se estudiaron los genes de las globinas
alfa y beta mediante MLPA P140 HBA (Multiplex Ligation Probe Am-
plification). Se detect6 una gran delecién en heterocigosis que afectaba
a todo el cluster de las globinas alfa y genes colindantes, sin poder de-
terminar los limites de la misma. No se encontraron alteraciones en el
gen de la globina beta. El cariotipo constitucional fue normal. Se com-
pletd el analisis mediante microarray de oligonucleétidos de hibridacién

gendmica comparada (¢Chip CM, qGenomics) y los datos se analizaron
con los softwares Agilent CytoGenomics 4.0.3 y qGenViewer v1.2.4 (qGe-
nomics). Esto permitié delimitar la delecién patogénica, probablemente
terminal, de 1.3 Mb en el brazo corto del cromosoma 16, que incluia
HBA1 y HBA2 y otros genes adyacentes (NPRL3, AXIN1, STUB1,
CCDC78, LMF1, SSTR5 y CACNA1H). Asimismo, se observd el sola-
pamiento parcial de la regién monosémica del cromosoma 16 de la pa-
ciente con la descrita en el sindrome ATR-16.

El estudio de padres y hermana fue normal.

Discusién y Conclusiones: En la alfa-talasemia es mas frecuente la dele-
cién del gen/es de la globina que su mutacién. En ocasiones, dichas de-
leciones no afectan sélo a HBA1 o HBAZ2, sino que abarcan otros genes.
Aunque de baja frecuencia, nuestro caso pone de manifiesto la impor-
tancia de una valoracién clinica completa para poder dirigir los estudios
diagnésticos y cémo las patologias (talasemia en esta ocasién) que de-
rivan de deleciones de una porcién del genoma pueden ser parte de un
cuadro mds amplio que requiera de un abordaje multidisciplinar.

Los autores no declararon ningtin conflicto de interés.

C0-055
MISSENSE 0 NO MISSENSE: ES ESA LA CUESTION?

Gonzalez Ferndndez Beatriz!, Cubillas Garcia Damién!, Estival Pablo!,
Escribano Silvia!, Gulino Horacio!, Alfayate Lobo Ana!, Menéndez
Cuevas Marina!, Calo Pérez Aida!, Colds Lahuerta Blanca!, Gémez Al-
varez Miguel!, Gonzdlez Ferndndez Fernando Atatlfo!, Villegas Anal,
Benavente Cuesta Celina!, Ropero Gradilla Paloma', Martinez Nieto
Jorge!

'Hospital Clinico San Carlos

Introduccion: AG-348 es un fdrmaco en investigacién para la anemia
por déficit de piruvato kinasa (PK), con herencia autosémica recesiva.
Las mutaciones en PK se suelen agrupar como missense (M), si se altera
la secuencia de aminodacidos (aa), o no missense (NM), donde se inclu-
yen el resto. Estudios in vitro demostraron que AG-348 puede unirse a
varios mutantes missense, restableciendo su actividad enzimatica. Esto
indicaba que el farmaco podria reducir la hemolisis en pacientes con al
menos una mutacién missense (genotipos M/M o M/NM). No obstante,
en el ensayo clinico publicado la mitad de pacientes M/M o M/NM no
respondian al farmaco.

Objetivos: Evaluar las mutaciones de los pacientes para identificar las
que puedan responder mds facilmente a AG-348.

Métodos: Las 32 mutaciones distintas estudiadas (52 pacientes) y la
respuesta a AG-348 provienen de la publicacién del ensayo fase Il con
AG-348 (respuesta definida como aumento >1g/dL Hb en =50% de vi-
sitas). Hemos evaluado a nivel estadistico la asociacién de cada muta-
cién con la respuesta ( %/test de Fisher). Las mutaciones con significacién
estadistica se han clasificado como respondedoras (R) o no responde-
doras (NR). La estadistica no valora el efecto en la respuesta de la mu-
tacién en TRANS y algunas mutaciones solo estdn presentes con una #
muy baja. Por este motivo, hemos ampliado el anélisis valorando el ge-
notipo (ambos alelos) de los pacientes (Tabla 1).

Para confirmar/descartar la hipétesis planteada para cada mutacién
hemos evaluado la presencia de mecanismos que puedan interferir con
la accién del farmaco (efecto del cambio de aa y analisis de splicing (Fi-
guras 1&2)). Hemos clasificado las mutaciones sin significacién esta-
distica como probablemente respondedoras (PR; si la hipdtesis es de
respuesta y no hay mecanismo de interferencia con el farmaco) o como
probablemente no respondedoras (si la hipdtesis es de no respuesta y
se ha detectado mecanismo molecular que lo justifique). Se han consi-
derado como no evaluables el resto de mutaciones.

Resultados: Las mutaciones missense respondedoras son R486W,
T384M, A495V, S130Y, T408I y R498H mientras que G222R, A31V,
G165V, G358R, V496G, R532W, V134D, R510Q y R479H se asocian
con ausencia de respuesta por distintos mecanismos (Figura 2). Las mu-
taciones mds comunes a nivel mundial se pueden clasificar con eviden-
cia estadistica a respuesta (R486W, T384M) o no respuesta (R479H y
721G>T [Truncation]).

Discusion: Previamente, se habia asumido que toda mutacién mis-
sense se asociaria con respuesta al farmaco. Aqui describimos como al-
gunas de éstas se asocian con ausencia de respuesta. De hecho, solo un
48% de los pacientes con al menos 1 missense respondieron en el en-
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sayo. Esto contrasta con nuestro anélisis, donde un 94% de los pacien-
tes con al menos 1 mutacién clasificada como R o PR alcanzé respuesta
en el ensayo. Nuestros resultados sugieren que la clasificacién de las
mutaciones como missense o no missense no es la mds éptima para
predecir la respuesta en términos de aumento de Hb. Seria interesante
valorar en el futuro si las mutaciones no respondedoras en niveles de
Hb se asocian con la mejora de otros marcadores (hemolisis y diseri-
tropoyesis) que puedan ser relevantes para los pacientes.
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Tabla 1. Evaluacion del genotipo (ambos alelos) de los pacientes.
Se ha establecido una hipétesis para cada una de las 32 muta-
ciones distintas.
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Figura 1. Sitios de union relevantes en la estructura cristalina del
tetramero PK. Se muestran los aminoacidos implicados en la in-
teraccion de la PK con: Farmaco AG-348 (azul), fosfoenolpiruvato
(PEP; rojo), fructosa-1.6-bisfosfato (FBP; rosa), K* (verde), Mn2*
(negro) y ATP (marrén). Los sitios de unién del K*, Mn?* y ATP solo
estan representados en algunos monémeros.

Figura 2.
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C0-056

ENFERMEDAD DE LA FERROPORTINA. DIAGNOSTICO MOLECULAR MEDIANTE EXOMA
CLINICO.A PROPOSITO DE UN CASO

Gonzélez Alvarez Nuria!, Remacha Sevilla Angel!, Rodriguez-Santiago
Benjamin!, Baena Gimeno Manel!, Torrenta Espafiol M?, Serra Ferrer
Marta', Payan-Parnia Salvador!

"Hospital de la Santa Creu y Sant Pau; *Hospital de Sant Juan de Deu

Introduccion: La ferroportina (FP) es el transportador transmembrana
que en los macréfagos y en la superficie basolateral de los enterocitos
exporta el hierro. La hepcidina (HEP) se une a la FP, provocando su in-
ternalizacién y degradacién, con lo que el hierro queda retenido en los
macréfagos y se inhibe su absorcién intestinal. Mutaciones en el gen
de la FP (SLC40A1) dan lugar a dos enfermedades con herencia autosé-
mica dominante: la hemocromatosis hereditaria (HH) tipo 4B, debida a
mutaciones de ganancia de funcién que hacen que la FP sea insensible al
efecto inhibidor de la hepcidina, produciéndose un aumento de la ab-
sorcién de hierro y un acimulo sistémico en las células parenquimato-
sas; y la HH tipo 4A o enfermedad de la ferroportina, debida a
mutaciones de pérdida de funcién que producen acumulacién de hierro
en los macréfagos (por ello el indice de saturacién —IST- es normal o
bajo).

Caso clinico: En tres hermanos, un varén y dos mujeres, se determind
el metabolismo férrico en la infancia a raiz del antecedente de HH en
su abuelo y su tio maternos, fueron derivados a nuestro centro por de-
tectarse hiperferritinemia con IST normal. A los 14 afos, una de las
nifas (II-1) presentaba ferritina (Ft) de 236 pg/L; el varén (II-2), de 11
afios, presentaba Ft de 374 pg/L; y la otra nifia (II-3), de 7 afos, Ft de
322 pg/L (tabla 1). La madre (I-1) presentaba a la edad de 46 afos Ft de
144 pg/L; el padre (I-2), de 275 pg/L. El varén y la hermana menor eran
homocigotos para la mutacién H63D en el gen HFE, mientras que la
otra hermana y ambos progenitores eran heterocigotos. Ninguno pre-
sentaba la mutacién C282Y. En ambas hermanas, la Ft se ha mantenido
entre 200 y 300 pg/L. En una de ellas (II-3), a diferencia de los otros dos
hermanos, el IST y la sideremia se han mantenido elevados de forma
constante desde los 15 afios; una RMN hepatica realizada a los 18 afios
objetivé 52 (+30) pmol hierro/g (N < 36 pmol/g). En el varén (II-2) la
Ft ha ido aumentando hasta una cifra méxima de 1213 pg/L a los 25
afios; en este momento, el hierro hepético era de 76 pmol/g. En la her-
mana se ha recomendado hemodonacién y en el varén la Ft ha dismi-
nuido con flebotomias.

Recientemente, mediante secuenciacién del exoma clinico disenado
en nuestro centro, se estudiaron en el varén (II-2) 13 genes relacionados
con HH, detectindose la variante de tipo missense c.238G>A
(p.Gly80Ser) en el gen de la FP, en heterocigosis. Esta mutacién se cla-
sifica como patogénica y ha sido descrita en la literatura en varias fa-
milias. Mediante secuenciacién por el método de Sanger se ha
detectado la mutacién en ambas hermanas y no se ha encontrado en
el padre; el estudio estd pendiente en la madre y el abuelo y tio mater-
nos.

Tabla 1. Caracteristicas de los miembros de la familia.

Madre (I-1) Padre (1-2) Hija (11-1) Hijo (11-2) Hija (11-3)
Edad (afios) 46 46 14 26 11 25 7 20
135 163
Hb (g/L) 143 136 131 160 128 | 128
Ferritina 144 275 1213
236 284 372 322 | 223
(ng/l)
29 43
IST (%; 15-45) 39 34 39 a5 34 | 62
Capacidad 23,0 58,0
total de
fransporte del 53,0 47,4 41,0 a3 41,0 | 50,2
hierro
(pmolft; 44,0-
74,0)
" . 12,5 25,2
Sideremia "
20,8 16,3 15,7 16,7 141 | 310
{umol/L)
Hepcidina - N
(ng/mL; 0,25 - - - 13,57 - |3
47,66
S‘ﬂa.d ° 1 f::[;’;;s iﬁ? [():/fg €282y C/C €282 ¢/C c282vc/c
m :;E""a H63D D/D H63D D/D H63D D/C
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C0-057
ENFERMEDAD DE LA HEMOGLOBINA H ASOCIADA A HB Q-THAILAND

Cubillas Garcia de la Torre Damidn!, Gonzalez Ferndndez Fernando
Ataulfo!, Alfayate Lobo Ana!, Menéndez Cuevas Marina!, Ropero
Gradilla Paloma', Martinez Nieto Jorge!, Gonzalez Ferndndez Beatriz!,
Cela de Julian M. Elena?, Bardén Cancho Eduardo Jests?, Garcia Morin
Marina?, Benavente Cuesta Celina!

'Hospital Clinico San Carlos; *Hospital General Universitario Gregorio
Maraiion

Introduccion: La Hb Q-Thailand (a,74(EF3)Asp>His) es una variante
de cadena a originada por una mutacién puntual G>C en el codon 74
del segundo exdn de a; que causa una hemoglobinopatia frecuente en
el sudeste asidtico. Las talasemias y hemoglobinopatias son muy co-
munes en esta zona, por lo que suelen encontrarse diferentes combina-
ciones que originan fenotipos talasémicos complejos.

Objetivo: Presentamos la caracterizacién molecular de una familia con
doshijos con enfermedad de la Hb H asociada a una Hb Q-Thailand.

Material y Métodos: El 1° hijo 111, fue estudiado por presentar una va-
riante de Hb en el cribado neonatal y el III2 por anemia microcitrica.
La separacién y cuantificacién de Hbs se realizé por HPLC VariantTM
Biorad y EEF capilar Minicab Sebia. Las deleciones y mutaciones pun-
tuales mas frecuentes del cluster o fueron estudiadas mediante a-globin
StripAssay y la caracterizacién molecular de los genes a se hizo por se-
cuenciacién automatica de ADN con BigDye v1.1, especifico para
ambos genes .

Resultados: Los datos hematimétricos y los % de Hbs se resumen en
la Tabla 1. En el III1 por HPLC se separan Hb H, Hb Bart, Hb A residual
de arrastre del ensayo previo, HbF@ T (en el tiempo de retencién de la
Hb A2) y Hb Q-Thai (en el tiempo de retencién de la Hb S) y por EEFc
Hb H, Hb Bart, Hb Q-Thai. En el III, por HPLC se separan Hb H y Hb
Q-Thai (en el tiempo de retencién de la Hb S) y por EEFc Hb H, Hb Q-
Thai y Hb A29T . En el Iy en IIl; por HPLC se separan Hb A, Hb A2 y
Hb Q-Thai (en el tiempo de retencién de la Hb S) y por EEFc Hb A, Hb
Q-Thai, Hb A2 y Hb A29T. En el estudio molecular III; y III, presentaban
en un alelo la delecién -SEA, que comprende 20 KB desde el segmento
3" al YT hasta el segmento 3’ al gen 0 heredado de la madre (II), y en el
otro alelo la delecién de 4.2 Kb, con lo que solo presentaban un gen 1
funcional que presentaba la mutacién GAC — CAC en el nucleétido
223 que corresponde al codon 74 y que determina el cambio de ami-
nodcido aspartico por histidina heredado del padre (I).

Discusion: La Hb Q-Thailand es una variante de la cadena & que re-
sulta de una mutacién puntual del gen &1 en el cromosoma 16p que in-
variablemente presenta una delecién de 4.2 Kb (hacia la izquierda) con
la pérdida del gen o. Su herencia en doble heterocigocia con una &° da
lugar a una enfermedad de la Hb H (Hb Q-H) superponible fenotipica-
mente a la enfermedad de la Hb H delecional causada por el genotipo
(--/-&*?), aunque con la particularidad de que no existe Hb A y practi-
camente la mayoria de la Hb corresponde a la Hb Q-Thai, la cual es es-
table y funcionalmente normal. Nuestro estudio de los casos de la
enfermedad Q-H, al realizarse en diferentes edades (2 meses y 3 afios),
nos ha permitido, tanto por HPLC como por EEFc, caracterizar la dife-
rencia de los tetrdmeros (@972, y2) y (@2, p42) correspondientes a la
Hb FQ-™y a la Hb Q-Thailand respectivamente. En los casos de Q-
Thailand heterocigotos también hemos podido caracterizar, por HPLC
y EEFc, las diferencias de los tetrdmeros ("2, 82) y (912, 82) corres-
pondientes a la Hb A2 y al Hb A29T respectivamente.

No existe conflicto de intereses.

Tabla 1.
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C0-058

ESTUDIO DEL CD45RA COMO MARCADOR DE LA CELULA MADRE LEUCEMICA Y CARAC-
TERIZACION DE SU QUIESCENCIA EN LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

Lainez Gonzélez Daniel!, Serrano Lépez Juana!, Blas Lépez Carlos!, Cas-
tafio Bonilla Tamara', Salgado Sdnchez Rocio Nieves!, Llamas Sillero
Pilar!, Alonso Dominguez Juan Manuel!

'Fundacion Jiménez Diaz

Introduccion: La célula madre leucémica (CML) parece ser el origen del
resto de la clona de leucemia mieloide aguda y, por lo tanto, de la re-
caida de estos pacientes. La mayor parte de las CML se caracterizan ci-
tométricamente por ser CD45¢m/CD34+/CD38". Fisiolégicamente, la
célula madre hematopoyética (CMH) se va diferenciando en células
progenitoras a medida que va adquiriendo otros marcadores, como el
CD43RA. Se ha descrito que la CML expresa CD45RA en la mayoria
de los pacientes lo que indicaria un mayor nivel de diferenciacién del
progenitor afecto. Por otro lado la quiescencia parece ocasionar la qui-
miorresistencia de la CML pero no hay datos sélidos sobre su impor-
tancia pronodstica.

Métodos: Se analizaron 15 pacientes diagnosticados con LMA CD34+
(células CD34+ > 10%). Las muestras provenian de un aspirado de mé-
dula ésea al diagndstico. Se realizé un anélisis por citometria de flujo
sobre la poblacién con el fenotipo CD454m/CD34+/CD38". Todos los
pacientes se analizaron para ver la expresién de CD45RA. Aquellos pa-
cientes con un tratamiento de induccién intensivo (n = 8) fueron selec-
cionados para estudiar su poblacién en ciclo celular mediante la proteina
K167, estableciéndose un umbral del 10% de células KI67- respecto al
total. La mediana de edad de estos pacientes era de 63,5 afos (rango,
38-81). Se utilizé GraphPad Prism 8.0.1 para calcular el test Log-Rank y
trazar la curva de Kaplan-Meier.
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Figura 1. Expresion de CD45RA+ en células madre leucémicas
(CML). Estudio de la expresion de CD45RA sobre la poblacion
CD45¢m/CD34+/CD38""/-.
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Figura 2. Supervivencia de pacientes en base a la expresion de
KI67-. Estudio de la expresion de KI67- sobre el total de las células
en la poblacion CD459m/CD34*/CD38"°%/-/CD45RA".

Resultados: Se ha comprobado que el 60% de los pacientes (n = 15)
tienen una LMA con CML mas diferenciadas al expresar el marcador
CD45RA* en mas del 90% de las células con fenotipo CD34+/CD38w/.
El andlisis de supervivencia realizado sobre los 8 pacientes que tenfan
un tratamiento de induccién intensivo muestra una tendencia sobre
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cémo aquellos pacientes con una poblacién menor quiescente de CML
(KI67- < 10%, n = 5) tienen una mayor esperanza de vida (probabilidad
de supervivencia al afo del 37,5% vs 0% en el otro grupo).

Conclusiones: Nuestro estudio describe que el 60% de los pacientes
tienen una expresién de CD45RA mayor del 90%, mientras que el 13%
tiene baja expresién de este marcador, menos del 10%. Estudios previos
han demostrado que el 61% de los pacientes tiene un alto porcentaje
de CD45RA, el 19% de los pacientes tiene una baja expresién del mar-
cador y el resto estd entre ambos valores. Por lo tanto nuestros resulta-
dos validan los hallazgos previos. Quizds CD45RA pueda indicar el
nivel de maduracién de la CML y tener importancia en un futuro. Los
pacientes que tienen mas CML en quiescencia muestran una tendencia
hacia una mayor mortalidad. Aunque este hallazgo necesita ser corro-
borado en una muestra mayor, parece demostrar la validez de la reduc-
cién de la quiescencia como una innovadora posibilidad terapettica en
la LMA.

Este estudio ha sido financiado por Pfizer, Inc.

C0-059

LA MAYOR CARGA MUTACIONAL (VAF) DE LAS VARIANTES DETECTADAS EN LOS GENES
TP53, EZH2, U2AF1, WT1, FLT3,Y SF3B1 SE IDENTIFICA COMO MARCADOR PRONOSTICO
INDEPENDIENTE PARA SG 0 SLR EN UNA COHORTE DE 497 CASOS CON LMA

Alvarez N, Morales ML!, Gutiérrez X2, Pozas M?, Colmenares R?,
Moreno L', Rufidn L!, Giménez A!, Martinez P?, Rapado I, Linares M},
Barrio S!, Martinez-Lépez J°, Ayala R!

'Departamento de Hematologia Traslacional, Instituto de Investigacion Hospital
12 de Octubre (i+12) Unidad de Investigacion Clinica de Tumores Hematologi-
cos H120-CNIO, CIBERONC, Madrid, Espaiia; *Departamento de Hema-
tologia Traslacional, Servicio de Hematologia, Hospital 12 de Octubre, Madrid,
Espaiia; *Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Far-
macia, Universidad Complutense de Madrid, Espaiia

Introduccion: La Leucemia Mieloide Aguda (LMA) de pacientes viejos
es una enfermedad diferente de la que presentan los j6venes, con dis-
tintos mecanismos patogénicos como lo muestra el diferente perfil mu-
tacional. La clasificacién prondstica de la LMA propuesta por la
European Leukemia Net (2017) se basa en la presencia de mutaciones
en FLT3 (ITD), NPM1, CEBPA, RUNX1, ASXL1 y TP53. Ademads de la
presencia o ausencia de estas mutaciones, tanto para el andlisis de SG
como para la SLR, se ha observado que tiene un gran impacto la carga
mutacional (VAF).

Objetivo: Identificacién de marcadores prondsticos en una cohorte de
pacientes con LMA a los que se les ha realizado el estudio por NGS de
un panel custom de genes en el Hospital 12 de Octubre de Madrid en
funcién del tipo de tratamiento recibido (esquemas intensivos, hipo-
metilantes o esquemas con citarabina a baja dosis).

Métodos: El estudio se llevd a cabo en una serie de 535 pacientes diag-
nosticados de LMA, cuya media de edad es 67 afos. Pacientes evalua-
dos para SG y SLE fueron 497 casos: 238 casos han recibido un
tratamiento intensivo (3+7 o similar), 113 han recibido hipometilantes
(azacitidina o decitabina) y 146 con esquemas de citarabina a bajas
dosis. 38 pacientes recibieron tratamiento de soporte y fueron excluidos
de los analisis. Se identificé el perfil mutacional al diagnéstico mediante
la técnica NGS (Jon Torrent System), usando un panel de 41 genes im-
plicados en patologias mieloides: ASXL1, BCOR, BCORL1, CALR, CBL,
CEBPA, DNMT3A, EPAS1, EPOR, ETV6, EZH2, FLT3, IDH1, IDH2,
JAK2, KDMG6A, KIT, KMT2A, KRAS, MPL, NF1, NPM1, NRAS, PHF6,
PRPF40B, RAD21, RUNX1, SETBP1, SE3A1, SF3B1, SH2B3, SMC1A,
SRSE2, STAG2, TET2, THPO, TP53, U2AF1, VHL, WT1 y ZRSR2. La
asociacién entre variables categéricas se realizé utilizando el test Chi2
y para la diferencia de medias de leucocitos, Hb, Plaquetas, blastos en
MO, media de SG y SLE en los 3 grupos de tratamiento se utilizé el test
de Kruskal-Wallis. Se ha incluido la edad, el score pronéstico de alto o
bajo riesgo (alto riesgo definido por la presencia de mutaciones en TP53
o NRAS), asi como la carga mutacional (VAF) por genes, y la presencia
o ausencia de genes mutados, en los modelos multivariantes de COX
(método LR hacia delante) para SG y SLR.

Resultados: La mediana de SG y SLR de la serie es 10.8 meses y 6.9
meses respectivamente. En el andlisis multivariante de Cox, se ha ob-
servado que en los pacientes con tratamiento intensivo, las variables
asociadas con peor SG son la edad o mayor U2AF1_VAE y con una peor
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SLR encontramos una mayor TP53_VAF o la presencia de EZH2-mu-
tado. Considerando los pacientes que recibieron hipometilantes, las va-
riables asociadas con una menor SG son una mayor TPS3_VAF y
WT1_VAE y con una peor SLR encontramos la presencia mutaciones
en los genes BCOR, KIT o ETV6. Por dltimo, en los pacientes tratados
con Citarabina a bajas dosis, TP53 estd asociado con una peor SG y una
mayor carga mutacional de TP53 o mutaciones en el gen BCOR se re-
lacionan con una peor SLR.

Conclusiones: Se han identificado como marcadores prondsticos inde-
pendientes las altas cargas mutacionales (VAF) de variantes en los genes
TP53, EZH2, U2AF1, WT1, FLT3, y SE3B1 para SG o SLR en esta co-
horte de pacientes.
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DIFERENCIAS MOLECULARES ENTRE LAS NEOPLASIAS DE ESTIRPE MIELOIDE (LEUCEMIA
MIELOIDE AGUDA, SINDROMES MIELODISPLASICOS Y NEOPLASIAS MIELOPROLIFERATI-
VAS) Y SU IMPLICACION CLINICA

Gonzélez Al, Alvarez N!, Morales ML!, Carrefio G2, Onecha E!, Sdnchez
RY, Espino MJ?, Tejero F?, Linares M? Martinez P!, Cedena T3,
Rapado I?, Martinez-Lépez J?, Ayala R!

'Departamento de Hematologia Traslacional, Instituto de Investigacion Hospital
12 de Octubre (i+12), Unidad de Investigacion Clinica de Tumores Hematologi-
cos H120-CNIO, CIBERONC, Madrid, Espaiia; * Departamento de Hema-
tologia Traslacional, Servicio de Hematologia, Hospital 12 de Octubre, Madrid,
Espaiia; 3 Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Far-
macia, Universidad Complutense de Madrid, Espaiia

Introduccion: Las neoplasias de estirpe mieloide incluyen a las neopla-
sias mieloproliferativas (NMP), los sindromes mielodisplasicos (SMD)
y las leucemias mieloides agudas (LMA), todas ellas desérdenes clonales
de las células stem hematopoyéticas. En sus patogenias se han descrito
mecanismos comunes, como mutaciones en genes implicados en sp/i-
cing, modificadores epigenéticos, factores de transcripcién, vias de se-
fnalizacién y/o en genes supresores de tumor. Y dichos mecanismos
también se han asociado al riesgo de progresién de NMP y SMD a
LMA. El objetivo de este estudio es identificar las diferencias en el perfil
mutacional (categorizado por genes, vias funcionales y por impacto pro-
néstico de presencia/ausencia de cada mutacién) entre estas neoplasias
mieloides mediante NGS.

Meétodos: Se han incluido 430 pacientes diagnosticados en el Hospital
12 de Octubre con LMA (n=209), SMD (n=106) o NMP Philadelphia
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negativo (n=86) cuyo perfil mutacional al diagndstico se estudié por se-
cuenciacién masiva usando un panel mieloide custom que incluye 32
genes. También se incluyeron 29 casos remitidos por sospecha de NMP
o poliglobulias congénitas con diagndstico final de patologia benigna.

Resultados: Se detecta un mayor nimero de mutaciones en las pato-
logias mas agresivas, SMD y LMA (Figura 1A). Las mutaciones afectan
principalmente a genes de las vias epigenética (31%) y sefializacién
(24%) en la serie global (Figura 1B). Estas ultimas, estan especialmente
mutadas en NMP (70.9%) y en LMA (52%).

A NUMERO TOTAL DE MUTACIONES

i
1
—
e

Figura 1. (A) Namero total de mutaciones de cada paciente en fun-
cion de su patologia. Genes estudiados: CALR, ASXL1, EZH2, PHFG6,
DNMT3A 2, TET2, IDH1, IDH2, KDMG6A, KMT2A, SF1, SF3A1, SF3B1,
SRSF2, U2AF1, ZRSR2, PRPF40B, EPOR, FLT3, JAK2, KIT, SH2B3,
MPL, CBL, HRAS, NRAS, KRAS, ETV6, RUNX1, VHL, TP53, PTEN. (B)
Grafico de sectores del porcentaje de pacientes que presentan una
mutacion en los genes pertenecientes a las diferentes vias que
pueden verse afectadas.

Los factores de transcripcidn, genes supresores de tumor, modifica-
dores epigenéticos y los factores de splicing estdn mas afectados en LMA
(40%, 32%, 78% y 44%) y en SMD (22%, 18%, 60% y 32%). Especi-
ficamente, se detectan las siguientes diferencias: - Por vias de senaliza-
cién: en LMA; FLT3, KIT, NRAS, KRAS Y SH2B3 estdn més afectados
(25%,5%,11%,5% y 4%), mientras que en NMP, JAK2, MPL y CALR
(38%, 6% y 15%). - Factores de transcripcién: RUNX1, ETV6, PHEG,
CEBPA y WT1 se muestran més afectados en LMA (21%, 6%, 6%, 6%
Y 5%); mientras que GATA1 en SMD (3.8%). - Genes supresores de
tumor: TP53 se muestra mds afectado en LMA (21%) y SMD (11%). -
Modificadores epigenéticos: TET2 se presenta mds afectado en SMD
(32%), mientras que ASXL1, EZH2, DNMT3A, IDH1 e IDH2 en LMA
(21.5%, 8.6%,21.2%, 16.3%, 17.2%). - Factores de splicing: SE3B1 esta
mds afectado en SMD (18%) respecto a LMA (7.2%); SRSE2 en LMA
(23%); U2AF1 en NMP (9.3%). Respecto a la influencia en la supervi-
vencia, se ha observado que la ausencia de mutaciones en vias de sefa-
lizacién y la presencia de mutaciones en genes de splicing, sobre todo
en U2AF1 confiere prondstico adverso para SG en NMP. La presencia
de mutaciones en factores de transcripcién, genes supresores de tumor,
sobre todo TP53, o la presencia de mutaciones en U2AF1 confiere pro-
néstico adverso en SMD. En esta serie de pacientes con LMA sélo se
identifica la presencia de mutaciones en NPM1 como un factor favora-
ble para la SG.

Conclusiones: La presencia de un nimero mayor de mutaciones en

LMA muestra que la adquisicién de nuevas mutaciones desde NMP o
SMD esta implicado en la transformacién leucémica. Se objetivan dife-
rencias entre las distintas patologias en las vias més afectadas por mu-
taciones, lo que nos puede ayudar para el diagnéstico de las mismas y
también en la seleccién de tratamientos idéneos. Ademads la presencia
de estas mutaciones tiene diferente impacto prondstico en ellas.

ML.M. disfruta de una ayuda de investigacion de la Sociedad Espariola de
Hematologia y Hemoterapia. Este estudio ha sido financiado por el proyecto
PI19/01518.
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LEUCEMIA AGUDA DE FENOTIPO MIXTO (LAFM): DESCRIPCION DE CARACTERISITCAS
CLINICO-BIOLOGICAS Y ANALISIS DE SUPERVIVENCIA EN COHORTE DE PACIENTES DIAG-
NOSTICADOS EN CASTILLAY LEON (CYL)

Avendano Pita Alejandro!, Yeguas Bermejo Ana!, Cortés Rodriguez
Maria!, Pérez Lépez Estefania!, Martin Lépez Ana A.!, Cabrero Calvo
Ménica!, Padilla Conejo Irene?, Davila Valls Julio®, Pérez Martinez Car-
men*, Garcia Martin Luis®, Labrador Gémez Jorge, Torres Tienza Ana’,
Higuero Saavedra Victor®, Redondo Guijo Alba’®, Lépez Torrija Ivan',
Guerrero Fernandez Lucia!!, Diez Campelo Maria!, Gonzélez Martlenz
Teresa!, Chillén Santos Carmen!, Vidriales Vicente Belén!

'H. Universitario de Salamanca / IBSAL; *Complejo asistencial de Leon; *Hos-
pital Nuestra Seiiora de Sonsoloes Avila; *Hospital Clinico Valladolid; *Complejo
asistencial de Zamora; *Complejo asistencial de Burgos; "Hospital General de
Segovia; *Hospital San Pedro de Alcantara Cceres; Hospital Virgen del Puerto
Plasencia; "°Complejo Asistencial de Palencia; ' Hospital Universitario Nifio Jestis

Introduccion: La LAFM se define por la expresion fenotipica multilineal
en los blastos. Los requisitos para asignar mas de un linaje a una pobla-
cién leucémica se basa en la vigente clasificacién OMS que ha reducido
la incidencia reportada en comparacién con el EGIL scoring system. La
rareza de esta entidad asi como la heterogeneidad de las clasificaciones
diagnésticas han impedido el desarrollo de ensayos aleatorizados que
permitan definir la mejor aproximacién terapéutica. Nuestro objetivo
es evaluar retrospectivamente el impacto de las caracteristicas clinico-
biolégicas a nivel de la supervivencia global (SG) y libre de evento (SLE)
de nuestra serie.

Métodos: Analisis retrospectivo multicéntrico de 27 pacientes diag-
nosticados de LAFM por inmunofenotipo (EGIL/OMS 2016) entre los
afios 2000-2020, excluyéndose 8 por cumplir criterios de otras entidades
OMS. Las caracteristicas clinico-bioldgicas y de la expresién inmuno-
fenotipica de los casos evaluables al diagnéstico se resumen en la Tabla
1 y 2. El andlisis estadistico fue realizado mediante IBAM SPSS version
26y Graphad Prism 7 para estimacién de SG y SLE mediante curvas de
Kaplan-Meier y analisis univariante segin método Log-rank (Mantel-
Cox) test.

Resultados: Del total de la cohorte (n=19), 9 pacientes (47,4%) reci-
bieron esquemas de quimioterapia (QT) tipo Leucemia linfobldastica
aguda (LLA), 8 (42,1%) QT tipo Leucemia mielobldstica aguda (LMA)
y 2 (10,5%) tratamiento de soporte. De los pacientes tratados con in-
tencién curativa, 8 (42,1 %) fueron refractarios primarios y 9 (47,4%) se
sometieron a trasplante alogénico (mediana de edad 38, 12-52) de los
cuales 6 (54,5%) en situacién de Respuesta Completa (RC) con Enfer-
medad Minima Residual negativa (EMR-). La respuesta a las estrategias
de tratamiento en los pacientes evaluables fue: 10 pacientes (71,4%) al-
canzaron RC, 2 (14,3%) no y otros 2 recayeron o progresaron (10,5%).
En el momento del andlisis 13 pacientes habian fallecido (68,4 %) siendo
la mortalidad relacionada con el tratamiento del 23,5%, la relacionada
con el trasplante del 22% vy el resto de otras causas. La mediana de se-
guimiento para la SG y SLE fue de 14 y 12 meses. La SG al afio y a los
8 anos fue de 52,63% y 39,47 % y la SLE de 55,11% y 25,78 % respec-
tivamente. El andlisis univariante mostré ventaja de forma significativa
en términos de SG recibir esquemas de QT tipo LLA, el trasplante alo-
génico como estrategia de consolidacién y alcanzar RC con EMR - pre
trasplante. En cambio, presenté SLE desfavorable la refractariedad pri-
maria al tratamiento (Figura 1).

Conclusiones: Los resultados de nuestro analisis confirman el mal pro-
néstico de esta entidad en la que la mejor estrategia terapéutica la ofrece
el trasplante alogénico. El estudio inmunofenotipico sigue siendo esen-
cial para identificar este tipo de leucemia. No obstante, los criterios
diagnésticos aplicados segin la clasificacién OMS no identifican la to-
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talidad de los casos del EGIL scoring system. Nos planteamos el andlisis
de secuenciacién de nueva generacién (NGS) en la misma direccién de
publicaciones recientes donde se promueve una mejor caracterizacién
genético-molecular con el objetivo de identificar nuevos factores pro-
nésticos y potenciales dianas terapéuticas.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y biolégicas. NA: no aplica

Mediana [rango)

Senn raulns FERR T ET]
Eedaat 45 (17 - &E)
Hiperieud oo & [7L1%)
Leucociten [ = 107 TO0.T =K
Hemegiokina (2/8L) B9 154 - 14.5)
Pasrtal (7L & 107) e 30— M1
LIDH UL T24 (158 - ¥TE)
Blwpios sengre perifdnics (%) B 0 =03
Flanlis mbdule cies [0 B (k8 = FH
Enlerrmedad extramesalar 30,0
Tl Foa Fi

RIFZ) BCRTATL ] e | )

KNG 1 Tpemy | 1 poeg

m:: 2 Ty Sy

T hpboicke ] bpoomy Iwamm

het] ] ty L]
Simgendricy

Harmal T 0

Allerady E[4.1M)

i metalae 4 [201K)

Tabla 2. Distribucion de la expresion inmunofenotipica segin EGIL
scoring system y clasificacion OMS. NA: No aplica X: No realizado.

LAl M LAKRY

T M

B WO

L WHO  EGL wWHO | [GE WHO DG WD
LinEA MIELOWE

MPOey A e Er ar: 2 £l 111 171
Lefdima E A | on A x HA x| ma ]

oL L] L4 Er ] =Tr ] 77 ] 172 o/ a1
= ] B ] L 'z LT FoE raa =T} | A
(=it LT ] T 13 N& b Tp ] NA ar MA
LOfS a1 i u L2 N M L] T
oilc WA X LY X HA X KA X

coid 178 e oz [ 7] o TF] (T} o/
(=il /8 NA FIr] N& 1/ A u1 MA
=2 L E T L' [ ] o3 871 a1
HES A X HA x A it MA X

LiEA R

COTRmeY LN ) £/ ] oz oz 2 2 11 11
COdew X M L1 X X X X ]

iy o/ LY K Ha X MA = MA
cois L] (1] a2 T 3 3 i i
o0 1ja T x & X MNA X MNA
19451} v F e ETr ] Tr] FIH =Tt =T
TaTey 8 TR 172 1732 273 22 71 11
cO24 o2 A ] WA 77 ] A 1 1

LineEaT

COdem o/ 1] e T [ i o/ 071
[==17,% (-1} =1 Y 3y O -1 | (=T} a/1
=] i [5FY (T Y x hi& ] [°FY
= ] X LL) 1 N& X L] ¥ L]
oo wa TE w2 vz 272 242 or Qs
Taley il T e I T Pk 1 i
coT LT ] ik 373 [ 172 MA B/ MA
(=431 o/2 A 1 NA ] MA ¥ A

46 | Hematologia y Hemoterapia| 2020

T waapCCede

Figura 1. Curvas supervivencia Kaplan-Meier.
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IMPACTO DE LA CLASIFIC}\CION DE LA EUROPEAN LEUKEMIA NET 2017 EN PACIENTES
CON LEUCEMIA MIELOBLASTICA AGUDA (LMA) MENORES DE 70 ANOS TRATADOS SEGUN
EL PROTOCOLO CETLAM 2012: EXPERIENCIA DE NUESTRO CENTRO

Ortiz Algarra Alfonso!, Fernandez Pérez Beatriz!, Carretero Carlos!,
Rafael Hernani!, Paula Amat!, Remigia M.José!, Villamén Eva'!, Martin
Ivan!, Blanca Ferrer!, Calabuig Marisa', Tormo Mar!

'Hospital Clinico Valencia

La European Leukemia Net (ELN) de 2017 clasifica las LMA segtn las
caracteristicas genéticas al diagndstico en tres grupos de riesgo: favora-
ble, intermedio y adverso. El protocolo de tratamiento de las LMA del
Grupo para el Estudio y Tratamiento de Leucemias Agudas y Sindromes
Mielodisplasicos (CETLAM) de 2012 establece tres grupos de riesgo en
funcién de la genética segtn la clasificacién Medical Research Council
(MRC) 2010, la ELN 2010 y de la persistencia de enfermedad residual
tras la quimioterapia de consolidacién.

Objetivo: El objetivo del estudio fue analizar el impacto prondstico de
la clasificacién genética ELN 2017 en los pacientes incluidos en el pro-
tocolo CETLAM-12 y compararlo con las otras clasificaciones pronos-
ticas.

Pacientes Y Métodos: Se analizaron los pacientes diagnosticados de
LMA e incluidos en el protocolo CETLAM-12 entre Febrero/2013 y
Marzo/2020. Los pacientes de riesgo favorable recibian quimioterapia
de consolidacién con altas dosis de citarabina, mientras que la mayoria
de los de riesgo intermedio y alto, recibian un trasplante alogénico de
progenitores hematopoyéticos (TPH). Se evalud la supervivencia de los
pacientes segln los grupos de riesgo por protocolo y segin la clasifica-
cién ELN 2017. El analisis estadistico se realizé con el programa R ver-
sién 4.0.0.

Resultados: Se analizaron 88 pacientes (45 varones y 43 mujeres) con
edad mediana de 57 afios [23-69]. Segin MRC, 24% tenfan una citoge-
nética favorable, 10% intermedia y 52% desfavorable. El 28,4% pre-
sentaban FLT3-ITD (60% con ratio >0,5), 41% NPM1, 1,1% CEBPA,
3,4% MLL-PTD, 8% ASLX1 y 2,3% TP53. El estudio por NGS se re-
alizé en 26 de los 28 pacientes incluidos a partir de 2018. Setenta y cua-
tro pacientes (84 %) alcanzaron remisién completa, 80,7 % (71) tras un
ciclo de induccidn, 9,1% (8) fueron refractarios y 6,8% (6) fallecieron
durante la aplasia post-quimioterapia. Segtn la asignacién de trata-
miento por protocolo, 64 pacientes recibieron un TPH: 10 del grupo de
riesgo intermedio (2 autdlogos y 8 alogénicos) y 37 del grupo desfavo-
rable (1 autélogo y 36 alogénicos). Con una mediana de seguimiento
de 28 meses, la mediana de supervivencia no se ha alcanzado. La su-
pervivencia global y supervivencia libre de enfermedad a los 2 afios fue
del 59% (48-70) y 53% (41-66) y a los 4 afios de un 53% (41-65) y 43%
(29-58), respectivamente. Segun los grupos de riesgo, la clasificacién
ELN2017 fue la que mostré una mejor estratificacién pronostica (tabla
1y Figura 1). Treinta y tres pacientes recayeron con una incidencia acu-
mulada de recaida a 2 afos de un 33% (21-44), 17% para el grupo fa-
vorable, 22% para el grupo intermedio y 71% para el grupo
desfavorable segtn la ELN2017. Con una mediana de seguimiento de
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26,3 meses desde la respuesta [61-206], 40 pacientes estan vivos sin re-
caida y 38 pacientes (43,2 %) han fallecido: 15 por progresion (39,5%),
17 por infeccién (44,7 %), 3 por mortalidad relacionada con el trasplante
(7,9%; todos por enfermedad injerto contra receptor) y 3 por otras cau-
sas.

Conclusiones: En nuestra serie de pacientes con LMA tratados con el
protocolo CETLAM-12, la clasificacién pronostica ELN 2017 estratificé
mejor a los pacientes que la utilizada en el protocolo CETLAM y la
ELN2010. Los resultados de los pacientes del grupo adverso, indepen-
dientemente de la clasificacién utilizada y a pesar de que la mayoria re-
cibié un TPH alogénico, nos indican que se deberian utilizar estrategias
de tratamiento post-TPH para disminuir las recaidas.

CLASIFICACION ELN2017

Favorable
0.75 4

intermedio

Desfavorable

0.25 +

Supervivencia global (%)
=
2
|
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T T I
0 12 24 36 48

Meses después del diagnostico

Figura 1. Supervivencia global segln los grupos pronédsticos de la
ELN2017.

Tabla 1. Supervivencia global a los 2 ainos y a los 4 anos.
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Inbermedio-11 () 500 (13-100) S0 (13-100)
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I dia (13) 672 [45-100) 5% (26-80)
Desfavorable (3 43% (29-62) 3E% (24-59)
| Inchasificables (3) 3% (7-100) 33% (7-100)
“Sim contar inclasificables
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EXPERIENCIA PRELIMINAR DE TRATAMIENTO DE LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA CON VENE-
TOCLAX ASOCIADO A HIPOMETILANTES EN PRIMERA LINEA 0 EN ENFERMEDAD RE-
CAIDA/REFRACTARIA

Jiménez Vicente C!, Bataller A!, Castano Diez S!, Guijarro F!, Esteban
D!, Gémez Hernando M!, Castillo Girén CM!, Charry P!, Palomino A!,
Garrote M1, Rivero A!, Moreno DF!, Martinez Roca AP!, Alvarez Larran
Al Socor6 Yuste N, Riu G!, Monge I', Carcelero E!, Diaz Beya M},
Esteve J!

'Hospital Clinic de Barcelona

Introduccion: La combinacién de hipometilantes (HMT) con veneto-
clax, inhibidor especifico de BCL-2, ha mostrado una actividad antileu-
cémica remarcable en pacientes con leucemia mieloide aguda (LMA)
no candidatos a quimioterapia intensiva (uufif) sin tratamiento previo
(1L), con una tasa de respuesta superior al 60% y baja mortalidad precoz
(DiNardo CD, et al. Blood, 2019). Un estudio aleatorizado fase III

(VIALE-A), ha demostrado superioridad frente a azacitidina en mono-
terapia  (DiNardo  CD, et al,  https://library.ehaweb.
org/eha/2020/eha25th/). El papel y potencial valor de esta combinacién
en LMA refractaria o recaida (LMA R/R) o en el tratamiento de primera
linea de pacientes con LMA de riesgo genético alto y probable quimio-
resistencia es menos conocido. Ante la mala evolucién de pacientes de
similares caracteristicas con hipometilantes en monoterapia o con tra-
tamiento paliativo, introdujimos el régimen VenH para el tratamiento
de pacientes con LMA en nuestro centro en 2019. En este trabajo, ana-
lizamos la respuesta y el pronéstico de pacientes tratados con VenH.

Pacientes y métodos: Se ha analizado la respuesta y el seguimiento de
39 pacientes con diagnéstico de LMA que han recibido tratamiento con
venetoclax (400mg/dia, con ramp-up 3 dias, 100-200-400mg; reduccién
al 50% en pacientes tratados con azoles) asociado a azacitidina o deci-
tabina a dosis estandar de marzo de 2019 a julio de 2020, con uso fuera
de indicacién. La respuesta al tratamiento se ha evaluado segin los cri-
terios de la European LeukemiaNet 2017 (Dohner H, ez al, Blood 2017).
El efecto de la respuesta en la supervivencia se analizé como variable
tiempo-dependiente (test de Mantel-Byar, representacién grafica de
Simon-Makuch).

Resultados: Las caracteristicas y el seguimiento se detallan en las figu-
ras 1y 2. La edad mediana fue 65 (extremos 22-80): la mayoria recibie-
ron el tratamiento por enfermedad R/R (n=29). La mediana de ciclos
recibidos fue 2 (extremos 1-9). La tasa de muerte precoz a los 30 dias
fue del 2.7% (1 paciente). La tasa de remisién completa/remisién com-
pleta sin recuperacién hemoperiférica fue del 30,8% (1L: 50%, LMA
R/R: 22%), con una mediana de 2 ciclos de tratamiento para alcanzar
la respuesta (extremos 1-6). Dos pacientes tratados en primera linea
consolidaron su respuesta con un trasplante alogénico de progenitores
hematopoyéticos. La mediana de supervivencia fue 5,7 meses (IC
95%:3,36-8,98/ 1L=10, LMA R/R=5). A los 6 meses, la tasa de supervi-
vencia era del 47 % (£9,3) y la supervivencia libre de evento, definién-
dolo como muerte, progresion de la enfermedad o ausencia de respuesta
tras dos ciclos, fue del 39% (+£9,1). Ademas, la respuesta al tratamiento
en los primeros dos ciclos segregé dos grupos de pacientes, con una me-
diana de supervivencia de 10.1 meses en aquellos que alcanzan RC/RCi,
frente a 2 meses (p = <0.0001) (Figura 3). No se encontraron otras va-
riables clinicas o bioldgicas predictivas de la respuesta o supervivencia
en esta serie.

Conclusiones: El tratamiento con VenH es una opcidn terapéutica adi-
cional en los pacientes con LMA R/R, con un perfil de toxicidad venta-
joso frente a quimioterapia intensiva, sin estar establecido el subgrupo
de pacientes con mas probabilidad de respuesta. La rdpida respuesta,
tras 1-2 ciclos, permite identificar ripidamente aquellos que puedan be-
neficiarse del mismo.

Conflictos de interés: No existen conflictos de interés en este trabajo
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Tabla 1. Tabla de caracteristicas de los pacientes analizados.
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Figura 2. Swimmer plot representativo del seguimiento de los pa-
cientes desde el inicio de tratamiento.
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Figura 3. Representacion mediante curvas Kaplan-Meier de la su-
pervivencia global (A) y de la supervivencia libre de evento (B) de
los pacientes del estudio. Representacion grafica mediante curvas
de Simon-Makuch de la supervivencia global en funcion de la re-
spuesta al tratamiento (C).
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PONATINIBY QUIMIOTERAPIA EN ADULTOS JOVENES CON LEUCEMIA AGUDA LINFOBLAS-
TICA CON CROMOSOMA FILADELFIA. RESULTADOS ENSAYO CLINICO PONALFIL CON RE-
CLUTAMIENTO COMPLETO

Ribera JM!, Garcia-Calduch O!, Martinez P?, Montesinos P?, Esteve J*,
Torrent A!', Moreno MJ°, Alonso NS, Gonzélez-Campos ]/, Bermuidez
A8, Mercadal $%, Garcia-Sanz R1°
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Fundamento y objetivo: La combinacién de quimioterapia e inhibidores
de tirosincinasa (ITK) ha mejorado el pronéstico de los pacientes con
leucemia aguda linfoblastica con cromosoma Filadelfia (LAL Ph+). La
combinacién de HiperCVAD y ponatinib ha proporcionado resultados
esperanzadores en términos de respuesta y supervivencia (Jabbour E,
et al, Lancet Haematol. 2018;5:¢618-e627). El grupo PETHEMA ha com-
pletado el ensayo clinico PONALFIL, que combina ponatinib con la
misma quimioterapia administrada en el protocolo LALPhO8, seguida
de trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos (aloTPH). Se
presentan los resultadosuna vez completado el reclutamiento de pa-
cientes.

Método. El protocolo PONALFIL (NCT02776605) incluye la combi-
nacién de ponatinib (30 mg/d) y quimioterapia estandar de induccién
(vincristina, daunorubicina y prednisona) y consolidacién (metotrexato,
ARA-C, mercaptopurina, etopésido) seguidos aloTPH. Se analiz6 la res-
puesta (remisién completa [RC], respuesta molecular completa [RMC]
o mayor [RMM)]) tras la induccién y antes del aloTPH, duracién de la
RC, supervivencia global [SG]) y la toxicidad.

Resultados: La edad mediana fue 50 (20-59) afios y 14 pacientes eran
mujeres. Un paciente presentaba infiltracién del SNC. El estado general
al diagnéstico era bueno (ECOG<2) en el 86% de pacientes. Medianas
de leucocitos 6,4 (0,6-359,3) x10%/L, Hb 90 (63-145) g/L, plaquetas 38
(11-206) x10°/L, fenotipo LAL comtn en 26 casos, isoforma p190 en 22
pacientes (56%), p210 en 6 (38%) (pendiente en 2 pacientes). Se obtuvo
RC en todos los pacientes (25/25, en tratamiento los 5 restantes), RMC
en 8/24 pacientes (33%) y RMM en 7/24 (29%). No se observé res-
puesta molecular en 9 pacientes (37 %). Siete se hallan en consolidacién,
uno esta pendiente de aloTPH y 18 se han trasplantado (10 en RMC, 4
en RMM, 2 en falta de respuesta molecular y 2 pendiente de resultado
molecular). No hubo mortalidad relacionada con el trasplante hasta el
momento. El estudio molecular post-TPH demostré RMC (n=7), RMM
(n=1) y pérdida de respuesta molecular(n=1) . Con una mediana de se-
guimiento de 4,5 meses (0,5-26,2) todos los pacientes se hallan vivos
en primera RC. Se registraron 102 acontecimientos adversos (AA) en
20 pacientes, de los que 25 fueron graves y motivaron el abandono del
ensayo en 3 enfermos (trombosis de la arteria central de la retina, in-
feccién abdominal grave y EICH grave, respectivamente) y se dieron
en 14 pacientes. Los AA mds frecuentes fueron hematolégicos (26%),
infecciosos (10%), gastrointestinales (15%), hepaticos (8%) y cutdneos
(5%). Solo se registraron eventos cardiovasculares en 2 pacientes (an-
gina de pecho y trombosis retiniana, respectivamente).

Conclusiones:. Los resultados preliminares del ensayo PONALFIL, una
vez completado el reclutamiento de pacientes, indican una alta eficacia
antileucémica a corto plazo, con toxicidad aceptable.

Financiado en parte con 2017 SGR288 (GRC) Generalitat de Cata-
lunya y Fundacién “la Caixa”.

Los autores no declaran tener conflicto de intereses.
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HNRNPK ESTA IMPLICADO EN LA ONCOGENESIS Y RESPUESTA AL TRATAMIENTO DE LA
LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

Aguilar-Garrido P!, Ortiz-Ruiz A?, Navarro-Aguadero MA!, Velasco-Es-
tévez M!, Herndndez-Sanchez M!, Garrido V?, Giménez A?, Mata G3,
Pérez-Martinez M?, Gémez J°, Megias D3, Aitken M* Malaney P4, Zhang
X4 Post SM*, Martinez-Lépez J?, Gallardo M!

"Unidad de Investigacion Clinica de Tumores Hematolégicos H120-CNIO,
Madrid, Espaia.;*Departamento de Hematologia, Hospital Universitario 12 de
Octubre, Madrid, Espaiia; *Unidad de Microscopia Confocal CNIO, Madrid,
Espaiia.; *Leukemia, NID Anderson, Houston, Estados Unidos

Introduccién: hnRNP K es una heteroribonucleoproteina con capacidad
de unién a RNA, DNA y proteinas, permitiéndole intervenir en la re-
gulacién de mdltiples vias de senalizacién. Una de sus principales fun-
ciones es el transporte de pre-mRNAs desde el nicleo al citoplasma para
su maduracién, gracias a que hnRNP K puede moverse entre ambos
compartimentos subcelulares. En estudios previos, observamos que la
sobreexpresién de HNRNPK es un marcador de mal prondstico en leu-
cemia mieloide aguda (LMA) (Gallardo e al, ASH 2012). Por ello, el ob-
jetivo de este trabajo es estudiar los mecanismos moleculares por los
que hnRNP K influye en el mal pronéstico de esta enfermedad.

Hipotesis: La sobreexpresién de HNRNPK tiene un impacto en el po-
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tencial proliferativo de células malignas y/o en la resistencia a las tera-
pias empleadas en LMA.

Métodos: Se analizé la expresion de la proteina hnRNP Kmediante
RPPA en muestras CD34+ de médula 6sea de LMA con alta y baja ex-
presién de hnRNP K (N=415). Para validar los resultados obtenidos en
pacientes, se utilizé un modelo murino de sobreexpresién constitutivo
de hnRNP K (hnRNPK¢*t/Ella-Cre). Fibroblastos embrionarios de ratén
(MEFs) derivados de este modelo fueron analizados por WB y micros-
copia confocal para las moléculas hnRNP K, c-Myc, nucleolina (C23) y
ensayo de sintesis proteica (OPP). Se realizaron ensayos de viabilidad,
farmacoldgicos e irradiacién mediante el uso de trypan blue y WST-1.

Resultados: La sobreexpresion de HNRNPK se correlaciona con un mal
pronéstico en la LMA (Figura 1A). En MEFs derivados de modelos trans-
génicos murinos observamos cémo la sobreexpresién de hnRNP K in-
duce un aumento en la proliferacién (Figura 1B), pudiendo estar
motivada por un aumento global del proceso de traduccién (Figura 1C).
A nivel molecular, la sobreexpresiéon de hnRNP K se correlaciona con
una sobreexpresién de c-Myc y nucleolina (C23) (Figura 1D). Ademas,
las células que sobreexpresan hnRNP K muestran resistencia frente a
diferentes tipos de estrés: 1. Dafio de doble cadena en el ADN produ-
cido por irradiacién (Figura 1E) y agentes genotdxicos, como la citara-
bina (Figura 1F). 2. Estrés nucleolar (Actinomicina D) (Figuras 1G y 1H).
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Figura 1.

Conclusiones: hnRNP K es una molécula que se expresa aberrante-
mente y actia como oncogén en linfomas, (Gallardo et al, INCI 2020).
Los resultados sugieren que hnRNP K también esta implicado en la on-
cogénesis de la LMA y/o su respuesta al tratamiento. El aumento en los
niveles de esta proteina conlleva un aumento en la expresion de protei-
nas como c-Myc, oncogén prototipico, lo que conduce a una mayor
proliferacién celular y por tanto a una ventaja oncogénica. La induccién
de la expresién de nucleolina (C23) por hnRNP K, marcador de nucléolo,
conlleva un aumento de funcionalidad de este compartimento celular,
que se traduce en un aumento de la sintesis proteica global. Esta sobre-
activacién del nucléolo favorece mecanismos de resistencia frente a
dafios de doble cadena producidos en el DNA debidos tanto a irradia-
cién como a agentes genotdxicos como la citarabina. Por ello, es posible
que pacientes de LMA que presenten altos niveles de hnRNP K no res-
pondan bien a tratamientos de primera linea, siendo necesario el desa-
rrollo de nuevos compuestos que permitan una inhibicién especifica de
hnRNP K o compuestos que exploten el exceso de sintesis proteica,
como son los inhibidores de proteasoma. Este trabajo ha tenido el
apoyo econdémico de los siguientes proyectos: CRIS Contra el Cancer-
CNIO Agreement, Miguel Servet CP19/00140 y PI118/00295.
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ESTUDIO DEL IMPACTO DE LAS VARIANTES SUBCLONALES EN EL PRONOSTICO DE LA LMA
Arenas Alicia!, Alvarez Noemi!, Onecha Esther!, Morales Mari Luz!,
Iniguez Rodrigo!, Garcia Paloma!, Gonzélez Inés!, Garrido Vanesa!,
Serrano Sandra!, Rapado Inmaculada!, Ayala Rosa!, Martinez-Lépez
Joaquin!

'Hospital Universitatio 12 de Octubre

Introduccion: La mayoria de los estudios de perfil mutacional en Leu-

cemia Mieloide Aguda (LMA) contemplan la presencia/ausencia de mu-
taciones sin tener en cuenta su frecuencia alélica. Las variantes con baja
frecuencia alélica podrian tener el mismo valor pronéstico que las que
se encuentran en frecuencias mayores. El objetivo de este estudio fue
comparar el valor prondstico de las variantes a baja frecuencia con aque-
llas que tienen una mayor frecuencia.

Tabla 1. Genes secuenciados y genes tenidos en cuenta en las vari-
ables Regulacion de la transcripcion epigenética, splicing, senal-
izacion por citoquinas, hematopoyesis y proliferacion celular.

ASKLY, BOOR, BOORLY, CALR, CBL CERRA, DNMTIA, ERPASL, EPOR,
ETVE, EZWZ, FLTH, I0H1, IDM2, MoC2, KDNSEA, KIT, KMT2A, KRAS,
MFL NFL, NFM1, NRAS, PHFS, PRIPEI0E, RADZY, RUNXL, SETEPL,
SFIAL, SFIBL, SHIB3, SMC1A, SRSFL. STAGZ. TETZ, THRO, TRE3,
LLZAFL, WHL WL ZASAZ

Genes seosencados

Regulacidnde la  ASKLY, BOOR, BOORLY, CALR, CEBRA, DNMTIA, EPASL ETWE EXH2,

wanseripelin  KMTZA, NPML, PHFE, RUNXE, SETEPL, TP53, WT1
Epigendtics  BOOR, BOOALL DNMTIA, ETHI, KDMGA, KMTZA, TETZ, W1
splicing PRFFA0S, SFIAL SFIBL. SASFL UZAFL WL, ZRSRI
Sefalizaciénpor ooy eoon FT3, AAKZ, KIT, KRAS, MPL, THPO
citoquinas
Moo IA!AHLI. EPasa, CEBPA ETVE, FLTA JAK2, KIT, KMIT2A, MPL

WFL, RUNXI, 54283, TET2, THPO, TP33

CALR, CEBPA, ETVG, EIHI, FLT3, IDHI. JAKD, KIT, KRAS,

Proliferacidn cehilar | o, " NFL NPMIL NRAS, RUNKL, SHZB3, THPO, TPS3, WTZ

5F3A1
ETVE
CEBPA
VHL
EPAS1
SHIES
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m Var. subclonales Var. clonales

Figura 1. Frecuencia poblacional de las variantes clonales y sub-
clonales por gen.
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Métodos: Se analizaron muestras de médula ésea o sangre periférica
al diagnéstico de 467 pacientes de LMA. La frecuencia de las variantes
se estudié mediante NGS (Ion Torrent: Proton y S5) con un panel de 41
genes relacionados con la patologia mieloide (Tablal). El analisis de
NGS se realizé con Ion Reporter. Se consideré variante subclonal si su
frecuencia era menor del 5%. En el caso de haber mds de una variante
por gen, se priorizé la variante clonal. Se agruparon genes relacionados
con la sefalizacién por citoquinas, regulacién de la transcripcién, spli-
cing, hematopoyesis y proliferacién celular (Tablal). El analisis de su-
pervivencia se llevé a cabo con el método de Kaplan Meier, test log rank
y regresion de Cox. En la comparacién de medias se utilizé el test de
Wilcoxon.

Resultados: La frecuencia de las variantes subclonales (mediana=0
(rango: 0-3) en la poblacién estudiada fue menor que las clonales (me-
diana=3 (rango: 0-18) (P=0,000). Los genes con mayor nimero de va-
riantes en subclonalidad fueron KIT (n=17), FLT3 (n=13) y NRAS (n=11)
(Figura 1). 39 genes tuvieron menos de 5 casos con variantes subclona-
les, de los cuales, 3 genes tuvieron 4 casos con variantes subclonales, 6
tuvieron 3, 1 tuvo 2, 15 tuvieron 1y 14 no tuvieron ninguna. De los tres
genes estudiados con mds de 5 variantes subcldnicas, la presencia de
variantes subclonales en FLT3 y KIT no presentd impacto en la super-
vivencia global (SG) ni en la supervivencia libre de progresién (SLP)
(Tabla2). En cambio, la subclonalidad en NRAS mostré una tendencia
protectora para SLP, tener variantes subclonales en NRAS disminuye el
riesgo de progresién de la enfermedad frente a no presentar mutacién
(HR=0,29; P=0,0822) (Tabla 2), y no mostré impacto para SG.

Conclusiones: Con los datos actuales no podemos concluir que las va-
riantes subclonales tengan impacto en el curso de la enfermedad. De-
bido a su baja frecuencia poblacional, para demostrar su impacto, habria
que aumentar considerablemente el tamafio muestral.

Tabla 2. Analisis de riesgo de supervivencia libre de progresion y
supervivencia global. Nmut: no mutado; SC: variante subclonal; HR:
Hazard ratio. La variable subclon tiene en cuenta la subclonalidad
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UTILIDAD DE ALTERACIONES EN EL NUMERO DE COPIAS DETECTADAS MEDIANTE
SECUENCIACION MASIVA DIRIGIDA EN EL DIAGNOSTICO DE PACIENTES CON LEUCEMIA
AGUDA MIELOIDE

Janusz K!, Yébenes Ramirez M!, Serrano ], Dorado J', Guler I', Lépez-
Lépez JA3, Barrios M*, Herndndez-Sanchez A*, Martinez-Losada MC?,
Garcia-Pérez MJ?, Jiménez Arranz A!, Benito RS, Casano FJ?, Paumard
E’, Gonzélez T¢ Herndndez Rivas J¢, Sdnchez Garcia J?
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Introduccion: El analisis de las alteraciones cromosémicas mediante ca-
riotipo convencional es una de las herramientas de diagnéstico mas im-
portantes para determinar el prondstico de los pacientes con leucemia
aguda mieloide (LAM), donde mdas de 50% de los casos se ven afecta-
dos. Sin embargo, la sensibilidad de la técnica podria no detectar alte-
raciones en el nimero de copias (Copy Number Variation , CNV) que
podrian influir en la fisiopatologia de la enfermedad significativamente.

Objetivo: Analizar las alteraciones en el nimero de copias (Copy
Number Variation, CNV) de genes relacionados con LAM mediante el
uso de la secuenciacién masiva (Next Generation Sequencing, NGS) y
evaluar su relacién con el perfil mutacional y su posible influencia en el
fenotipo clinico-bioldgico y prondstico de la enfermedad.

Materiales y Métodos: Se analizé el CNV y perfil mutacional en un
total de 68 muestras obtenidas de pacientes afectos de LAM al diagnés-
tico, mediante secuenciacién de dltima generacién con un panel de 30
genes (154 regiones) relacionados con neoplasias mieloides Sophia
Myeloid Solution en plataforma Ilumina Myseq.

Resultados: La secuenciacién masiva detecté 67 CNV afectando los 22
genes en 21 pacientes con LAM (30,88%). Al comparar con la informa-
cién del cariotipo, CNV aporté informacién adicional de alteraciones
cromosémicas en 75% de los casos. El cromosoma mas afectado fue el
11y el7,en9y 7 pacientes respectivamente (42,8%; 33,3%). CNV ha
registrado pérdidas en los genes EZH2 y BRAF ocurridas mutuamente.
Las ganancias del material genético en el gen CBL han presentado 5
casos, mientras solo uno, la perdida. Ademas, NGS detect6 pérdidas en
3 y ganancias en otros 3 pacientes en los genes HRAS y WT+4. Ganancias
de los 3 genes secuenciados localizados en el cromosoma 7 aparecieron
juntas en 3 casos. La mediana de genes afectados por CNV en los 21
pacientes fue 2 (1-8). NGS detecté ademds en los 21 LAM con CNV,
103 mutaciones distribuidos en los 25 genes. La distribucién y frecuen-
cia de genes afectados por CNV y por mutaciones fue distinta, lo que
estar representado en la Figura 1. Todos los casos con CNV tenian por
lo menos 2, con una mediana de 5 mutaciones (2-9), (Figura 2). No se
ha detectado correlaciéon de CNV con presencia de ninguna mutacién
en concreto.

Conclusiones: El CNV de los genes relacionados con neoplasias mie-
loides son frecuentes en pacientes con LAM (30,88%). NGS con posi-
bilidad de CNV andlisis proporciona una gran informacién de
alteraciones de nimero de copias de los genes no detectadas por el ca-
riotipo, que podrian influir de manera significativa en la fisiopatologia
de LAM.

Figura 1. La frecuencia de CNV y mutaciones en los genes de los
21 LAM.
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Figura 2. La distribucion de los 67 CNV (izquierda) y las 103 muta-
ciones (derecha) detectados en los 21 pacientes.
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LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA DE RIESGO ADVERSO (EUROPEAN LEUKEMIANET): IDENTI-
FICACION DE UN SUBGRUPO DE PACIENTES DE PRONOSTICO MUY DESFAVORABLE
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Introduccion: La categoria de riesgo adverso segun la European Leuke-
miaNet (ELN) 2017 para la leucemia mieloide aguda (LMA) (Déhner H,
et al. Blood 2017) esté constituida por un grupo genéticamente hetero-
géneo de pacientes. Esta clasificacién constituye, ademds, una guia del
tratamiento post-remision; asi, en los pacientes de riesgo adverso (EL-
Nadv), el trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos
(aloTPH) en primera respuesta completa (RC1) es la opcién preferencial.
En este contexto, analizamos los distintos subtipos genéticos de LMA
ELNadv tratados con el protocolo de tratamiento adaptado al riesgo
CETLAM-12 para pacientes candidatos a quimioterapia intensiva.

Pacientes y Métodos:Se analizaron los pacientes con diagnéstico de
LMA incluidos en el protocolo terapéutico CETLAM-12 categorizados
dentro del grupo ELNadv. Este protocolo propone una induccién con
citarabina e idarrubicina seguido de quimioterapia de consolidacién con
dosis altas de citarabina, seguido de aloTPH.

Resultados: De un total de 627 pacientes incluidos en el protocolo
CETLAM-12, se identificaron 183 pacientes (mediana de edad 58 afos;
89 mujeres [49%]) con LMA ELNadv. En la Figura 1, se muestra la dis-
tribucién de los enfermos entre las distintas categorias genéticas; la ca-
tegoria de citogenética compleja y/é mutacién de TP53 constituyd el
grupo mds numeroso (n=69, 38%). La mediana de seguimiento de este
subgrupo de pacientes fue de 18 meses (1-92). La tasa de remisién com-
pleta (RC) fue del 75% (n=136), con un solo ciclo de induccién en el
84% de casos (n=115); 16 pacientes fallecieron durante la induccién
(9%). Entre los pacientes que alcanzaron RC, 31 presentaron una re-
caida previa al TPH (23%). En total, 117 pacientes recibieron un aloTPH
(64%), de los cuales 101 lo hicieron en RC1 (55% del total ELNadv y
74% de los pacientes que alcanzaron la RC1) y los 16 restantes en fase
mas avanzada (RC2, n=2; con enfermedad activa, n=14). Tras el
aloTPH, se detectaron 40 recaidas (IA recaida a los 2 afios 35%) y 27
fallecieron por una causa no relacionada con la LMA, lo que resulté en
una SG al afio post aloTPH del 54+5%. Por otra parte, la supervivencia
mediana del global del grupo fue de 12 meses, con una supervivencia a
los 2 y 5 afios del 33+4% y 25+4%, respectivamente (Tabla 1 y Figura
2). Entre los grupos genéticos definitorios de la categoria ELNadv, se
han identificado dos con un pronéstico significativamente muy desfa-
vorable: la LMA asociada a cariotipo complejo +/- mutacién TP53 y
LMA con inversién o translocacién del cromosoma 3q26/MECOM-
GATA2. Este subgrupo (ELNadv+) presenta una tasa de RC significati-
vamente menor, una menor proporcién de pacientes que realizan un
aloTPH (51 frente a 75%) y una incidencia acumulada de recaida signi-
ficativamente mayor. Todo ello se traduce en una menor supervivencia
global y libre de evento, del 16+6% y 5+3%, respectivamente (ver tabla
1y Figura 2). El andlisis multivariado confirmé el valor pronéstico in-
dependiente del grupo ELNadv+.

Conclusiones: La categoria de riesgo de la ELN desfavorable es gené-
tica y clinicamente diversa, dentro de la cual los pacientes con cariotipo
complejo o inversién/translocacién del cromosoma 3 constituyen un
subgrupo con prondstico muy desfavorable. El tratamiento actual de
estos pacientes es una verdadera necesidad médica no atendida, nece-
sitada de nuevas estrategias para aumentar la tasa inicial de respuestas,
la proporcién de pacientes que alcanzan el aloTPH y una mejor preven-
ci6n de la recaida post-aloTPH.

Los autores declaran no tener conflicto de interés.

LMA& ELM riesgn adversa

Figura 1. Distribucion de los pacientes en los distintos grupos
genéticos de LAM ELN Adv.
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Tabla 1. Caracteristicas pronésticas y de respuesta de los pacientes
estudiados.
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ANALISIS CLINICO-BIOLOGICO Y DE SUPERVIVENCIA EN LAM SECUNDARIA: LAM CON
CAMBIOS RELACIONADOS CON MIELODISPLASIAY LAM RELACIONADAS CON TERAPIA

Ferndndez Camacho Inmaculada', Salas Hernandez Francisco!, Paumard
Rodriguez Elena!, Martinez Losada Carmen!, Serrano Lépez Joséfinal,
Sanchez Garcia Joaquin!

'Hospital Universitario Reina Sofia, Cordoba

Introduccion: Segin la clasificacién WHO-2016, la LAM con cambios
relacionados con mielodisplasia (LAM-CRM) incluye un grupo hetero-
géneo de neoplasias que pueden clasificarse en 3 subgrupos: LAM pre-
cedido de SMD (Grupo 1); LAM con anomalias citogenéticas
relacionadas con displasia (Grupo 2); LAM con displasia morfolégica
multilinea (Grupo 3). Por otro lado, las LAM relacionadas con terapia
(t-LAM) (Grupo 4) incluyen un grupo de entidades secundarias a trata-
miento quimio-radioterdpico.

Objetivos: Describir las caracteristicas clinico-biolégicas de los pacien-
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tes diagnosticados en nuestro centro y establecer si existen
diferencias en la respuesta terapéutica y/o la supervivencia entre sub-
grupos.

Métodos: Analisis retrospectivo de pacientes con LAM-CRM o t-
LAM diagnosticados en nuestro centro entre 2013 y 2019. Los grupos
de riesgo genético y respuesta al tratamiento se definieron segun la Eu-
ropean Leukemia Net (ELN-2017) y la supervivencia global (SG) como
el tiempo transcurrido desde el diagnéstico hasta la fecha de dltimo se-
guimiento. Se empled el método de Kapplan-Meier para la estimacién
de las curvas de supervivencia y su comparacién se llevé a cabo me-
diante long rank (SPSS-v21).
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Resultados: De los 232 pacientes diagnosticados de LAM, se incluye-
ron un total de 76 pacientes en el estudio (32%), de los cuales 59 reunfan
criterios de LAM-CRM y 17 pertenecian a la categoria de t-LAM (Tabla
1). La mediana de edad de los pacientes fue 69 afios (74% son >60 afos),
siendo significativamente menor en el grupo 4 (p=0.007). Todos los pa-
cientes del grupo 2 presentaron citogenética adversa frente a un 36%
del grupo 1y 4 y ninguno del grupo 3. El 58% de los pacientes del
grupo 4 recibieron tratamiento intensivo frente a un 30% en los otros
grupos, siendo sometidos a Alo-TPH un 52% (n=15) del total de pa-
cientes con tratamiento intensivo. Con una mediana de seguimiento de
28 meses, la SG de la serie fue del 15.8 +/- 4.7%. En los grupos 3 y 4 se
obtuvo una mayor SG (26.7% y 35.3%, p=0.131) (Figura 1). En funcién
del riesgo citogenético, se observé una SG del 50% en los pacientes con
genética de riesgo favorable, mientras que en los de riesgo adverso fue
<4%. En los pacientes que recibieron QT intensiva, la SG fue del 100%
en el grupo de riesgo favorable, 42% en el intermedio y un 17% en el
de riesgo desfavorable, p:0.371 (Figura 2). E1 65,9% de los pacientes con
tratamiento intensivo alcanzaron RC/RCi, aunque el 37% de ellos fue
tras Alo-TPH (7 de ellos secuencial). Los grupos 3 y 4 obtuvieron una
mayor tasa de RC/RCi, (80%, p=0.47), con una supervivencia global
>60% en ambos grupos y significativamente superior a los otros 2 gru-
pos.

Conclusiones: En nuestra experiencia el subgrupo de LAM-CRM con
displasia morfoldgica y las t-LAM constituyen un grupo de mejor pro-
néstico en términos de supervivencia y respuesta a tratamiento respecto
al resto de LAM secundarias, siendo el prondstico de las t-LAM en pa-
cientes candidatos a QT intensiva comparable al de las leucemias
de novo.
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Supervivencia con QT intensiva en funcién de riesgo genético.
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ENFERMEDAD MINIMA RESIDUAL EN PACIENTES CON LEUCEMIA MIELOBLASTICA AGUDA
(LMA) DE EDAD AVANZADA: RESULTADOS DEL ENSAYO CLINICO FASE Il PETHEMA-
FLUGAZA
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Introduccion: El valor de la enfermedad minima residual (EMR) en pa-
cientes con LMA de edad avanzada es incierto. Si por un lado se ha de-
mostrado que alcanzar EMR negativa tiene valor prondstico en
pacientes tratados con terapia intensiva, hay resultados preliminares
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que sugieren lo contrario con agentes hipometilantes, y todavia no hay
datos sobre el valor de la EMR tras tratamiento semi-intensivo.

Meétodos: En este estudio, hemos investigado la importancia de la
EMR en redefenir la remisién completa (RC) y la duracién del trata-
miento en el ensayo clinico fase Il PETHEMA-FLUGAZA. En este en-
sayo, 283 pacientes de edad avanzada con LMA fueron aleatorizados:
141 recibieron 3 ciclos de induccién seguidos de 6 ciclos de consolida-
cién con fludarabina y citarabina (FLUGA), mientras 142 recibieron el
mismo nimero de ciclos pero con 5-azacitidina (AZA). Tras consolida-
cién, los pacientes siguieron con el mismo tratamiento si la EMR
=0.01% o lo interrumpieron si la EMR era <0.01%, evaluada por cito-
metria de flujo multidimensional (CEM).

Resultados: En un analisis multivariante sobre los pacientes que alcan-
zaron RC (n=72) que incluya el riesgo genético y el tipo de tratamiento,
la EMR fue el tnico factor pronéstico independiente para la incidencia
acumulada de recaida (HR: 2.95; P=.002) y supervivencia libre de re-
caida (HR: 3.45; P=.002). De los 13 pacientes con EMR negativa al ciclo
9 y consecuente interrupcién del tratamiento, tan solo 2 no habian re-
caido o fallecido tras la Gltima actualizacién del seguimiento. Para en-
tender mejor los falsos-negativos de la CEM, investigamos el nivel de
divergencia/superposicién fenotipica entre las células leucémicas frente
a su contrapartida normal en adultos sanos, a través de un algoritmo de
puntuacién imparcial. Mediante anélisis de componentes principales de
datos fusionados, observamos que las células leucémicas de la mayoria
de los pacientes con LMA de edad avanzada mostraron fenotipos abe-
rrantes (N=258/265). Por ello, nos hemos planteado que en pacientes
con EMR negativa, los progenitores CD34 fenotipicamente normales
contendrian células con potencial leucémico que podrian identificarse
genéticamente. Tras la secuenciacién de exomas, identificamos nume-
rosas anomalias genéticas en los progenitores CD34 de pacientes con
EMR negativa por CEM. También detectamos un aumento significativo
en el nimero de alteraciones genéticas del diagnéstico a EMR, en pa-
cientes tratados con FLUGA vs AZA (P=.002), que podria estar relacio-
nado con el potencial mutagénico de los anti-metabolitos.

Conclusion: Este trabajo apoya la monitorizacién de EMR para rede-
finir la RC en pacientes tratados con terapia semi-intensiva o con agen-
tes hipometilantes. Sin embargo, nuestros resultados también revelan
que es necesario mejorar la sensibilidad de los estudios de EMR para
individualizar el tratamiento y prolongar la supervivencia de los pacien-
tes de edad avanzada con LMA.

Conflicto de intereses: B.P. informa honorarios por conferencias y mem-
bresias en consejos asesores con Amgen, Bristol-Myers Squibb, Cel-
gene, Janssen, Merck, Novartis, Roche y Sanofi, y consultoria para
Celgene, Janssen, Sanofi and Takeda. PM.: Consejo asesor, oficina de
oradores, apoyo a la investigacién: AbbVie; Celgene; Daiichi Sankyo;
Janssen; Novartis; Pfizer; Teva. Apoyo a la investigacién, consultor, ofi-
cina de oradores, junta asesora: Astellas; Oficina de oradores, junta ase-
sora: Incyte; Consultor: Agios; Tolero Pharmaceutical; Glycomimetics;
Forma Therapeutics. Los autores restantes declaran que no hay intere-
ses financieros competidores.
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LA COMBINACION DE VENETOCLAX Y FTY720 TIENE UN EFECTO PRO-APOPTOTICO SINER-
GICO EN LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA

Peris Irene!, Martinez-Balsalobre Elena?, Arriazu Elena®,
Romero-Murillo Silvia!, Marco Javier!, Marcotegui Nerea®,
Torres-Lépez Andrea®, Mateos M Carmen?®, Cayuela M Luisa?,
Odero M Dolores!, Vicente Carmen?
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talario de Navarra

Introduccion: La leucemia mieloide aguda (LMA) es una enfermedad
muy agresiva causada por alteraciones genéticas y epigenéticas en las
células madre/progenitoras hematopoyéticas. La mayoria de los pacien-
tes con LMA tienen mds de 60 afios, y en esta cohorte de edad la su-
pervivencia a los cinco afios es del 5-15% (Déhner, H. et al. N. Engl. J.
Med. 2015). Recientemente, la FDA aprobd el uso de venetoclax en
combinacién con agentes hipometilantes o citarabina a dosis bajas para
el tratamiento de pacientes mayores con LMA. Las respuestas iniciales
han sido prometedoras, pero ya se han identificado factores que deter-
minan resistencia primaria y/o adaptativa a dichas terapias combinadas

basadas en venetoclax (DiNardo, CD. et al. Blood 2020). Por lo tanto, es
necesario el estudio de nuevas combinaciones terapéuticas.

Nuestro grupo mostré que el 70% de los pacientes con LMA presen-
tan inactivacién de la proteina supresora tumoral PP2A (Proteina Fos-
fatasa 2A) y que su activacién farmacolégica mediante FTY720 tiene
efectos anti-leucémicos, inhibiendo la proliferacién y promoviendo la
apoptosis (Pippa, R. et al. Leukemia 2014). Dado que uno de los factores
que promueven la resistencia a venetoclax es la presencia de defectos
en miembros de las vias apoptéticas reguladas por PP2A, planteamos
la hipétesis de que la inhibicién de BCL-2 combinada con la activacién
de PP2A podria inducir efectos anti-leucémicos sinérgicos en LMA.

Métodos: Experimentos in vitro: utilizamos 6 lineas celulares humanas
de LMA. Modelos de xenotransplante en pez cebra: las células fueron
tratadas durante 24 h con venetoclax, FTY720 y su combinacién. A con-
tinuacién, las células se tifileron con un marcador fluorescente y se in-
yectaron en el saco vitelino de embriones de pez cebra. Los indices de
colonizacién y proliferacién celular fueron calculados a las 2 y a las 72
h post-inyeccién mediante la medicién y andlisis de la senal fluores-
cente. Ensayos de formacién de colonias: se realizaron en medio semi-
sélido con muestras primarias aisladas de pacientes con LMA al
diagnéstico.

Resultados: Los valores de GI50 obtenidos para venetoclax y FTY720
mostraron que la sensibilidad de las lineas celulares de LMA a estos far-
macos es variable. A pesar de expresar BCL-2, observamos que las cé-
lulas OCI-AML3 son resistentes a venetoclax (GI50 mayor a 10pM). A
continuacién, analizamos el efecto sinérgico de la combinacién de ve-
netoclax y FTY720 a distintas concentraciones mediante ensayos de su-
pervivencia en nuestras lineas celulares. Los datos resultantes se
analizaron (CompuSyn) para determinar el Indice de Combinacién (IC).
Los datos mostraron que la combinacién de venetoclax y FTY720 tiene
un potente efecto sinérgico anti-leucémico, incluso en las células OCI-
AMLS3. Esta combinacién farmacoldgica induce una actividad pro-apop-
tética sinérgica incrementando significativamente el nimero de células
positivas para Anexina/loduro de Propidio, la actividad de las Caspasas
8y 7 ylaescision de PARP. Comparado con los tratamientos individua-
les, observamos que la combinacién de ambos fdrmacos reduce signi-
ficativamente la proliferacién celular y el potencial invasor de las lineas
celulares de LMA en modelos de xenotransplante en pez cebra. Ade-
mds, demostramos que la combinacién de venetoclax y FTY720 dismi-
nuye significativamente tanto el nimero como el tamafo de las
colonias obtenidas en ensayos de formacién de colonias.

Conclusién: La combinacién de venetoclax y FTY720 demuestra un
potente efecto sinérgico en LMA tanto i vitro en lineas celulares y
muestras primarias de pacientes, como i vivo en modelos de xenotras-
plante de pez cebra.
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Figura 1. La combinacion de venetoclax y FTY720 resulta en un
efecto sinérgico anti-leucémico en lineas celulares de LMA. La gra-
fica de lineas representa el porcentaje de viabilidad celular después
de 48 h de tratamiento con diferentes concentraciones de los far-
macos, solos 0 en combinacion. La tabla representa los valores del
indice de combinacién (IC) calculados para cada combinacion de
drogas. Una combinacion tiene efecto sinérgico cuando el IC es
menor que 1.
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Figura 2. La combinacion de venetoclax y FTY720 demuestra efec-
tos sinérgicos in vivo. Se muestran imagenes representativas de
xenotransplantes en pez cebra con las células HL-60, MV4-11 y
MOLM-13 a las 72 horas post-inyeccion (hpx). La barra de escala
representa 1mm. Las graficas de barra muestran los indices de col-
onizacion a las 72 hpx y las graficas lineales la cuantificacion me-
diante fluorescencia de la porliferacion in vivo de las lineas
celulares de LMA. La significacion estadistica se ha calculado uti-
lizado el test de Chi2: * equivale a p< 0.05, ** equivale a p< 0.01,
*** equivale a p< 0.001.
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Figura 3. La combinacion de venetoclax y FTY720 inhibe sinérgica-
mente el crecimiento de colonias derivadas de muestras primarias
con LMA. Las graficas de barras muestran el analisis cuantitativo
del nimero de colonias después de 12 dias de tratamiento con
Venetoclax, FTY720 o su combinacion. La significacion estadistica
se ha calculado utilizado el test de ANOVA: * equivale a p< 0.05,
** equivale a p< 0.01, *** equivale a p< 0.001. Se muestran ima-
genes representativas tomadas al microscopio después de 12 dias
de tratamiento con Venetoclax, FTY720 y su combinacion. Todas

las imagenes tienen la misma escala y la barra de escala repre-
senta 400 m.
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CARACTERIZACION DEL PERFIL GENOMICO Y TRANSCRIPTOMICO DE LA LEUCEMIA
MIELOIDE AGUDA (LMA) DEL SUBGRUPO “CROMATINA-ESPLICEOSOMA”

Liquori Alessandro!, Morote Faubel Mireya!, Ibdfiez Company Mariam?,
Panadero Romero Joaquin®, Sargas Simarro Claudia!, Boluda Navarro
Mireia!, Gonzalez Romero Elisa!, Martinez Valiente Cristina!, Garcia
Ruiz Cristian!, Santiago Balsera Marta!, Llop Garcia Marta*, Sanjuan-Pla
Alejandra!, Such Taboada Esperanza?, Montesinos Fernandez Pau?,
Sanz Alonso Miguel Angel®, Sanz Santillana Guillermo?, Barragan
Gonzalez Eva*, Cervera Zamora José’
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CIBER de oncologia (CIBERONC).; *Grupo de Investigacion en Hematologia.
IS La Fe, Valencia. CIBER de oncologia (CIBERONC).; *Unidad de Genética
HUyP La Fe, Valencia. CIBER de oncologia (CIBERONC).

Introduccion: Estudios recientes han evidenciado la posibilidad de cla-
sificar a los pacientes con Leucemia Mieloide Aguda (LMA) en 14 gru-
pos con prondstico diferente en base a las alteraciones gendmicas. Entre
ellos, destaca el grupo definido “cromatina-espliceosoma” (CE), el se-
gundo por frecuencia (~20%) y caracterizado por la presencia de mu-
taciones en genes implicados en la ruta del splicing, de regulacién de la
cromatina y en el factor de transcripcién RUNXY. Sin embargo, la am-
plia heterogeneidad genética descrita no explica un comportamiento
clinico similar. Para llevar a cabo una caracterizacién molecular exhaus-
tiva de este grupo de pacientes, en este estudio se ha realizado un ana-
lisis de 274 pacientes con LMA de novo, para los que disponfamos de
datos de secuenciacién de exoma y transcriptoma.

Meétodos: Para este estudio, se utilizaron los datos de secuenciacién
masiva publicados de la cohorte del BeatAML (n=562 pacientes). Se se-
leccionaron los pacientes con LMA de novo, excluyendo aquellos con
leucemia promielocitica aguda (n=274). Se clasificaron dentro del grupo
CE a los pacientes con al menos dos mutaciones en una lista de 53 genes
(n=62). Esta incluia 9 genes que, de acuerdo con el estudio de Papaem-
manuil e al., definen el grupo (SF3B1, SRSF2, U2AF1, ZRSR2, ASXL1,
EZH2, STAG2, MLL'™, RUNX1) y otros 44 genes implicados en las mis-
mas rutas y mutados en la cohorte de LMA del TCGA. La herramienta
cBioportal (https://www.cbioportal.org/) se utilizé para realizar los ana-
lisis estadisticos sobre los datos gendémicos y clinicos. Los valores de
RPKM (Reads Per Kilobase of transcript), obtenidos a partir de la secuen-
ciacién del transcriptoma (n=222 muestras), se utilizaron para realizar
un andlisis de expresion diferencial (limma) y de enriquecimiento de
expresién génica (GSEA), para comparar los pacientes del grupo CE
(n=48) con el resto de LMA (n=174).

Resultados: Se observé una diferencia significativa en la presentacién
clinica y supervivencia global (OS) entre los pacientes del grupo CE y
el resto de LMA. La mayoria de los pacientes del grupo CE eran de
riesgo adverso, de acuerdo con la clasificacién ELN 2017 (47,8% vs
22,6%, padj = 4,492¢?), tenfan una edad mds avanzada al diagndstico
(62 vs 55 anos, padj = 4,492¢”) y una supervivencia global reducida (12,7
vs 24,3 meses, p = 3,854e?). Ademas, el grupo CE tenia un nimero de
mutaciones mas alto (12,5 vs 8, padj = 5,575¢%), siendo el gen FLT3 el
maés mutado (42,4% vs 27%, p = 0,015). El anlisis de expresion dife-
rencial identificé genes sobre- (n = 4) o infra-expresados (n = 7) en el
grupo CE. Ademads, el andlisis de enriquecimiento funcional permitié
identificar 68 procesos bioldgicos alterados (padj < 0,05). Entre otros,
los procesos de desregulacién del nonsense-mediated decay (GO:0000184)
y del transporte de proteinas a las membranas mediado por particulas
SRP (signal-recognition particle, GO:0006614) estaban sobre-regulados;
mientras que los de des-granulacién de las plaquetas (GO:0002576) y
de los neutréfilos (GO:0043312) estaban infra-regulados.

Conclusiones: A falta de una validacién experimental con una cohorte
independiente, este estudio confirma que el grupo cromatina-espliceo-
soma tiene un espectro mutacional propio y demuestra, por primera
vez, que se caracteriza también por un perfil transcriptémico distinto a
otras LMA. Ademas, este estudio destaca varios procesos biolégicos
que podrian utilizarse como potenciales dianas terapéuticas.

Financiacién: CB16/12/00284, FEHH 2018-2020; GV/2019/084; ISCIIL:
PI16/01113, PI16/00665, PI18/01472, PI18/01340, PI19/0730 vy
P119/00812; IMI2 Exp.116026.

Los autores declaran no tener ningiin conflicto de interés.
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Introduccion: Gracias al avance en las técnicas de secuenciaciéon masiva
de nueva generacién (Next Generation Sequencing, NGS) podemos co-
nocer mejor el comportamiento biolégico de la leucemia aguda mielo-
blastica (LAM). Ademas, el conocimiento del perfil mutacional aporta
informacién prondstica de estos pacientes, con especial interés en las
mutaciones de prondstico adverso como las detectadas en el gen TP53,
mutado en 5-10% de los casos de LAM y que se asocia a resistencia al
tratamiento con quimioterapia convencional. Es el gen mas frecuente-
mente mutado en todos los tumores malignos de la especie humana.
Codifica una fosfoproteina de 393 aminodcidos y funciona como un
factor de transcripcién de supresién tumoral. La mayoria de sus muta-
ciones se localizan en la zona de unién con el ADN o residuos localiza-
dos en el dominio central. Existen diversos farmacos en desarrollo como
tratamiento especifico de LAM con mutaciones de TP53. Uno de ellos,
APR-246 que permite a TP53-mutante reinstaurar su funcién supresora
tumoral, presenta resultados prometedores. Realizamos un estudio de
las mutaciones de TP53y su conformacién proteica susceptible de ser
diana terapéutica de APR-246 en pacientes con LAM.
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Materiales Y Metodos: Se incluyeron muestras de médula 6sea de pa-
cientes adultos con leucemia mieloblastica aguda, no promielocitica,
procedentes de diversos hospitales de Cérdoba, Jaén, Malaga y Almeria.
Se ha analizado el perfil mutacional mediante NGS, con un panel de 30
genes relacionados con LAM (SOPHIA MYELOID SOLUTION). Los re-
sultados fueron analizados con el software SOPHIA Genetics y poste-
riormente evaluados estadisticamente con SPSS versién 25.

Resultados: De un total de 68 pacientes analizados, TP53se encon-
traba mutado en 11 (16%) presentando un rango de edad entre los 31-
95 afios, con un 63,64 % mayores de 70 afos, y el 54.4% del sexo

femenino. La frecuencia de la variante alélica (VAF) presentaba una me-
diana del 55.50% (7,40-88,50). TP53como Unico gen mutado estaba pre-
sente en 2 pacientes, con la mutacién doble en uno de ellos
[p.(Val122Aspfs*26); p.Ser241Cys/ p.Asn239Ser, respectivamente]. En
los 9 pacientes restantes se observé la concurrencia de mutaciones
en TP53con otros genes, con una mediana de 1 mutacién adicional (1-
6). El gen mas frecuentemente mutado con TP53fue TET2 (Tabla 1). En
todos los casos las mutaciones fueron distintas (Tabla 2), configurando
una estructura proteica anémala diferente en cada caso. Y tan sélo en
una ocasion se afectada la diana terapéutica del farmaco en fase expe-
rimental APR-246, cambiando p.Argl75His.

Conclusiones: En nuestra serie se observa una incidencia de mutaciones
del gen TP53levemente superior a la descrita previamente. El TP53de-
muestra una amplia heterogeneidad mutacional en pacientes con LAM,
lo que dificulta el desarrollo de agentes terapéuticos dirigidos a dianas
moleculares.

C0-074

EMERGENCIA DE NEOPLASIAS MIELOIDES NPMAWILD-TYPE DIVERSAS TRAS QUIMIOTER-
APIA INTENSIVA POR LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA CON MUTACION DE NPM1: MECANIS-
MOS DE EVOLUCION CLONAL PROPUESTOS

Castafio-Diez Sandra!, Lépez-Guerra Ménica!, Guijarro Francesca!,
Bataller Alex!, Esteban Daniel!, Castillo-Girén Carlos!, Charry Paola!,
Jiménez-Vicente Carlos!, Rozman Maria!, Colomer Dolors!, Esteve
Jordi!, Diaz-Bey4 Marina'

'Hospital Clinic Barcelona

Introduccion. La mutacién de NPA1 es fundadora de la LMA
NPMImutada (LMA NPM1mut), en muchos casos precedida por una
hematopoyesis clonal (HC). La mayoria de pacientes (pc) que recaen
lo hacen con NPM1mut (LAMA NPM1mut R), pero una pequeia propor-
cién recaen sin dicha mutacién (LAMA NPM1wt R). Algunos pc desarro-
llan otras formas de neoplasia mieloide (NM) resultado de una
evolucién clonal (EC) diversa. Los estudios gendmicos (NGS) secuen-
ciales pueden permitir dilucidar los mecanismos que subyacen a estas
diversas formas de EC

Objetivo. Analizar la incidencia y caracteristicas clinico-bioldgicas, in-
cluyendo EC, de los pc que desarrollan una NM sin NPV 1mut tras qui-
mioterapia intensiva por una LMA NPAM 1mut.

Métodos: Incluimos pc con LMA NPV 1mut de un solo centro que re-
cibieron quimioterapia intensiva (CETLAM-2003 y 2012) desde 2005
hasta mayo 2019. Andlisis con Ry SPSS. NGS en 19 pc, con Ion Ampli-
seq AML Research (n=12)y Oncomine Myeloid Research Assay (n=7)

Resultados: Se incluyeron 62 pc LMA NPM1mut (caracteristica en
Tabla 1). Tras la induccién, 58 alcanzaron la remisién completa (RC);
posteriormente 21(36%) presentaron una recaida LMA NPAM1mut Ry
9 (15%) una NM NPM1wt, sea LMA NPM1wt R (n=4) u otra NM no
LMA NPM1wt (NM NPM1wt, n=5): LMMC (n=2), SMD (n=1), leucemia
mieloide crénica atipica (n=1) y policitemia vera (n=1). Cuando se com-
pararon las caracteristicas al diagnéstico entre los 3 grupos (Tabla 1) se
observé una tendencia a ser mds j6venes en el grupo LMA NPAM1mut
R (48 vs 69vs 60, p=0.056), un menor recuento de leucocitos en el grupo
NM NPMIwt (5.5 vs 29 vs 50 x10°/L, p=0.065) y un mayor intervalo
entre la RC y la emergencia de NM NPM1wt en comparacién con el in-
tervalo RC-recaida como LMA (24 vs 8 meses; p=0.016). DNMT3A mu-
tado predominé en los casos de LMA NPM1mut R frente a LNA
NPM1wt Ry NM NPM1wt (71% vs 0% vs 40%, p=0.034). SRSF2 mu-
tado se observé mds frecuentemente en NAM NPM1wt (60% vs. 0,
p=0.01). Respecto a la evolucién en forma de LMA no se observaron
diferencias en la supervivencia a los 5 afios, dependiendo del estado
mutacional de NPM1 a la recaida (75+40% vs 60+20%;p=0.48). Se com-
pard el perfil genémico diagndstico-evolucién en muestra pareadas de
pc con pérdida de NPM1muty en todos los casos pudo demostrarse un
mismo origen clonal. En los pc con LMA NPM1wt R, se observé el man-
tenimiento de mutaciones de genes relacionados con metilacién (TET2,
IDH1 ¢ IDH2), adquisicién de TP53 y PTPN11, y pérdida de NRAS. Los
pc con NM NPM1wt, conservaron mutaciones de genes relacionados
con metilaciéon (DNMT3A, TET2, IDH1 e IDH?2) asi como SRSF2 en los
3 casos con dicha mutacién, mientras que FLT3-TKD se perdié en los 2
casos presentes al diagnéstico. De manera interesante, la adquisicién
de mutaciones JAK2, SETBP1 y ASXL1 coincidi6 con el desarrollo de
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una PV (JAK2), LMCa (SETBP1 y ASXL1) y SMD (SETBP1)

Conclusion. Una proporcién de pc con LMA NPV 1mut desarrollardn
una recaida u otra neoplasia mieloide con pérdida de mutacién NPV 1.
Aunque dichos eventos no pueden anticiparse mediante el seguimiento
de la enfermedad residual mesurable basada en NPA1mut, un anélisis
gendmico secuencial mediante NGS permite establecer el origen clonal
en estos casos.

No hay conflictos de interés.

Financiacion: P116/01027 (JE; MDB) P119/01476 (JE; MDB) .

Tabla 1. Caracteristicas al diagnostico de los pacientes incluidos
segln evolucion (LMA NPM1mut R, LMA NPMiwt R, NM NPM1wt).
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Figura 1. Analisis de mutaciones en muestras pareadas diagnos-
tico-recaida en los pacientes que presentaron una recaida u otra
NM con pérdida de NPM1mut.
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pital Universitario Marqués de Valdecilla, Santandet; *Hospital Universitario
Virgen de la Victoria, Malaga; *Hospital Universitario Doctor Peset, Valencia;
“Hospital General de Segovia, Segovia; *Complejo Asistencial de Avila, Avila;
"Hospital Central de la Defensa Gomez Ulla, Madrid; '"Hospital Clinico Uni-
versitatio de Valencia, Valencia; '"*Hospital Universitari Miitua de Terrassa,
Barcelona; *Hospital Universitario Infanta Leonor, Madrid;(20)Hospital Uni-
versitari i Politécnic La Fe, Valencia

Introduccion: El prondstico de los pacientes con leucemia mieloide
aguda en recidiva o refractaria (LMA-RR) es muy malo, especialmente
si no son candidatos para recibir un trasplante alogénico (Alo-TPH) tras
una segunda respuesta completa (RC). Venetoclax, un inhibidor potente
y selectivo de la proteina antiapoptética BCL-2, ha sido aprobado por
la FDA en combinacién con agentes hipometilantes (AHM) o con dosis
bajas de citarabina (LDAC) en pacientes con LMA de nuevo diagnéstico
de edad =75 afios, o que tienen comorbilidades que impiden el uso de
quimioterapia intensiva. Sin embargo, hay muy poca informacién
acerca de su uso en LMA-RR. Por este motivo, el objetivo de nuestro
estudio es analizar de manera retrospectiva la efectividad del uso fuera
de indicacién de venetoclax en pacientes con LMA-RR.

Material Y Meétodos: Realizamos un estudio observacional retrospec-
tivo, multicéntrico, de una cohorte de pacientes con LMA-RR que reci-
bieron tratamiento con venetoclax en los hospitales del grupo
PETHEMA. Evaluamos la efectividad, tasa de RC/RCi y la superviven-
cia global (SG). Hicimos un analisis descriptivo y la supervivencia se
calcul6 mediante el método de Kaplan-Meier.

Resultados: Se incluyeron un total de 41 pacientes, 25 hombres y 16
mujeres, con una mediana de edad de 68 anos (25 — 82 afos) y un
ECOG =2 al inicio del tratamiento con venetoclax en el 52% de los
casos. E1 75% de los pacientes presentaban una LMA con cambios re-
lacionados con mielodisplasia. 25 pacientes (61%) eran de alto riesgo
segun la European LeukemiaNet 2017. 66% habian recibido =2 lineas
previas (rango, 1-4), 29 pacientes (71%) recibieron quimioterapia inten-
siva en primera linea, 10 (25%) habian recibido un trasplante previo y
18 (44%) habian recibido tratamiento previo con AHM. La duracién del
tratamiento con venetoclax fue de 40 dias. Venetoclax se administré en
un 54% con azacitidina, en un 34% con decitabina y en un 12% con
LDAC. El 11% de los pacientes alcanzaron RC/RCi. Solo el 10% de los
pacientes recibieron tratamiento de rescate posterior. Con una mediana
de tiempo seguimiento de 166 dias (rango, 21 —311), el 65% de los pa-
cientes fallecieron. En cuanto a la SG, la mediana desde el diagnéstico
fue de 15 meses (1 — 67 meses) y la mediana desde el inicio de veneto-
clax fue de 78 dias (2 — 311 dias). Aquellos pacientes que alcanzaron
RC/RCi presentaron una mayor SG (mediana no alcanzada vs. 78 dias,
p=0,048). En cuanto a la toxicidad, fue la esperable en estos pacientes.
El 28% de los pacientes precisaron la suspensién del tratamiento por
toxicidad. E1 60% de los pacientes ingresaron en alguna ocasién durante
el tratamiento con venetoclax, principalmente por infecciones (53%),
el 12% debido a hemorragia y otras causas en un 15%.

Conclusiones: Presentamos una de las mayores series descritas de pa-
cientes con LMA-RR tratados con venetoclax. Aunque nuestra serie re-
fleja una poblacién envejecida, con mal estado general, y muy tratada
previamente, el tratamiento con venetoclax en combinacién podria ser
una opcién en estos pacientes con tan mal prondstico, con una tasa de
RC/RCi del 11% (similar a otras series) y una SG > 2 meses, atin no al-
canzada en los pacientes que alcanzaron RC/RCi.

Conflicto de intereses: Los autores declaran que no hay conflictos de in-
tereses. No ha habido fuentes de financiacién en el disefio del estudio;
en el registro, andlisis e interpretacién de los datos; en la redaccién del
informe; o en la decisién de presentar los resultados para su publica-
cién.
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Introduccion: Los agentes hipometilantes (decitabina y azacitidina) son
una de las opciones terapéuticas, cada vez mas utilizadas, en el trata-
miento de los pacientes ancianos con leucemia mieloide aguda (LMA).
A pesar de su uso generalizado, no hay consenso en cuanto a su eficacia,
con una notable variabilidad entre estudios, y todavia no disponemos
de los resultados publicados de ningtn ensayo clinico aleatorizado que
los compare directamente. Nuestro objetivo fue analizar y comparar la
eficacia de azacitidina (AZA) y decitabina (DEC) en 1? linea de trata-
miento de la LMA del anciano.

Meétodos: Se incluyeron ensayos controlados aleatorizados y estudios
retrospectivos que reclutaron adultos diagnosticados con LMA de
nuevo diagndstico tratados con AZA o DEC, no aptos para quimiote-
rapia intensiva. Sélo se incluyeron los datos de los brazos de monote-
rapia con AZA o DEC. Se incluyeron estudios que informaran de al
menos de uno de los siguientes Resultados: mortalidad a 1 afio, supervi-
vencia global (SG), remisién completa (RC), RC con recuperacién he-
matolégica incompleta (RCi), respuesta parcial (RP).

Resultados: La estrategia de bisqueda mostrd 681 citas, antes de eli-
minar los duplicados. Finalmente, se incluyeron 20 articulos tras el ané-
lisis de resimenes y texto completo. En total, se analizaron 23 cohortes
de pacientes (12 de AZA y 11 de DEC). En la Tabla 1 se muestran los
resultados de respuesta, SG y mortalidad. La tasa de respuesta global
(RC + RCi + RP) en el caso de AZA (75 mg/m?, 7d) fue del 30% (IC
95% 23%-37%)y en el caso de la DEC (20 mg/m?, 5d) fue del 46% (IC
95% 42%-50%), p<0,001. Los estudios incluidos en la rama de AZA
mostraron una alta heterogeneidad (I=87.7%). En el caso de la morta-
lidad a 1 afio, ambos regimenes mostraron alta heterogeneidad entre
estudios (>95%), aunque el resultado no fue significativamente dife-
rente entre AZA (mortalidad del 60%) y DEC (mortalidad del 61%). En
cuanto a la SG fue de 9,2 meses en el caso de AZA y de 8,8 meses con
DEC, p=0,744. Comparando el régimen de DEC durante 5 dias vs 10
dias, se observé una tasa de respuesta global del 46 % (IC 95% 42-50)
y del 40 % (IC 95% 25-56), respectivamente (p=0,420). No hubo dife-
rencias significativas en las tasas de respuesta, mortalidad y SG. En
cuanto al tratamiento con AZA durante 5 dias vs 7 dias, se observd una
tasa de respuesta global del 36% (IC 95% 13-60) y del 30 % (IC 95%
23-37), respectivamente (p=0,613). La mortalidad fue mayor cuando se
administré durante 5 dias (82% IC 73-91%) frente a 7 dias (57 % 1C95%
40-73%), p=0.008. La SG fue menor en la administracién durante 5 dias
(6,2 meses IC 95% 3,9-8,4 meses) frente a 7 dias (9,2 meses [C95% 7,2
-11,1 meses), p=0.004.

Conclusiones: Existe mucha heterogeneidad entre los distintos estu-
dios. A pesar de ello, se observa que, aunque la tasa de respuesta global
es superior en el caso de DEC frente a AZA, no existen diferencias sig-
nificativas en la RC/RCi, mortalidad a 1 afio y en la SG, que tanto para
AZA como para DEC se sitda cercana a los 9 meses. Ademas, este es-
tudio permite ver que no existen diferencias significativas en la admi-
nistracién de DEC durante 5 o 10 dias, pero si en la administracién de
AZA, a favor del esquema autorizado de 7 dias.

Tabla 1. Resumen de resultados de respuesta, supervivencia global
y mortalidad durante el tratamiento con azacitidina y decitabina
en monoterapia.
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LEUCEMIA AGUDA MIELOIDE IDH2 MUTADA TRATADA CON ENASIDENIB: ESTUDIO VIDA
REAL MULTICENTRICO EN CENTROS ESPANOLES

Diaz-Beyd M!, Beneit Villena P?, Cano Ferri I°, Merchan Ruiz BM?, Arnan
Sangerman M?, Garcia Guinén A°, Martinez Bilbao C’, Alfonso Piérola
A®, Martinez Sanchez P?, Alonso Dominguez JM!°, L6pez-Godino O},
Esteve Reyner ]!, De la Fuente Burguera A"

'Hospital Clinic Barcelona; *Hospital San Juan Alicante; *Hospital Universitari
i Politecnic La Fe de Valencia; “Hospital del Mar - Parc de Salut Mar; *Institut
Catala d’Oncologia, Hospital Duran i Reynals, Hospitalet; *Hospital Universi-
tari Arnau de Vilanova (Lleida); "Hospital Gualdakao Usansolo, Vizcaya;
$Clinica Universidad de Navarra; "Hospital 12 de Octubre Madrid; "°Fundacion
Jiménez Diaz Madrid; '"Hospital Universitario Morales Meseguer. Centro de
Hemodonacién. IMIB-Arrixaca. Murcia.; *MD Anderson, Madrid

Introduccién: Enasidenib (ENA), un inhibidor oral de IDH2 mutado
(IDH2mut), ha sido aprobado recientemente por la FDA en monotera-
pia en base a un ensayo clinico (EC) fase 2 en pacientes (pc) con leuce-
mia aguda mieloide (LMA) en recaida/refractaria (R/R) (Stein et a/ Blood
2019). Hasta la fecha no existe ningtn estudio que analice la eficacia y
toxicidad de este tratamiento fuera de EC

Objetivo: Analizar las caracteristicas de la poblacién que ha recibido
este tratamiento y la efectividad y tolerancia de ENA utilizado fuera de
EC

Métodos: Estudio retrospectivo multicéntrico que incluye pc con LMA
y SMD IDH2-mut tratados en Espafa (2017-2020) con ENA fuera de
EC (uso compasivo).
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Resultados: Se solicité ENA para 25 pc en 11 centros espafoles. Tres
pcs fallecieron antes de comenzar ENA por progresién de la enferme-
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dad. De los 22 restantes 3 no completaron el primer ciclo de ENA por
progresién. Analizamos para efectividad y toxicidad 19 pc, 17 eran
LMAs, 1 AREB Iy 1 LMMC. Edad mediana fue de 71 afios (44-89) resto
de caracteristicas basales detalladas en Tabla 1. La fase de la enfermedad
y el tratamiento recibido previo a ENA fueron: 4 pc eran refractarios a
tratamiento intensivo (TI), 3 refractarios tras tratamiento no intensivo
(TNI), 9 recaidos [5 tras TNI y 4 tras TI (3 de ellos post alotrasplante)]
y 3 pc recibieron ENA en primera linea (1L). La mayoria (11 pc) habian
recibido una linea de tratamiento previo, 5 pc = 2 lineas. La tasa de res-
puesta global (RG) fue 47% (9 pc), 6 (31%) alcanzaron respuesta com-
pleta (RC). Un pc realizé un alotrasplante posterior (TPH). El ndmero
mediano de ciclos hasta la mejor respuesta fue de 3 (extremos 1-8). No
hubo diferencias en la RG segtn caracteristicas de la enfermedad ni del
paciente. Cuatro (30%) de los 13 pc con dependencia transfusional con-
siguieron independencia transfusional. Con un seguimiento mediano
de 10.3 meses (m) (3.4-19.8), la supervivencia global (SG) mediana fue
de 8.7m, con una SG al afio (SG-1a) de 47 %=+24%.Si excluimos los 3
pc tratados en 1L no hubo diferencias en SG dependiendo del estado
de la enfermedad/tratamiento previo. La SG-1a fue significativamente
mejor en los pc que alcanzaron RG (83 %+30% vs 12%+22 %); p<0.001).
Asimismo fue mds larga la SG-1a de los 6 pc que alcanzaron RC frente
a los demds (100% vs 16%=+26%, p=0.002) La supervivencia libre de
evento (SLE) mediana fue de 6.9 m (IC95% 2.01-11.78) siendo signifi-
cativamente mejor el grupo que consigue RG frente al resto (SG-
1a:74%+32% vs 10%=+18%;p<0.001) y mejor en los que alcanzaron RC
(SG-1a: 100% vs 11%=+20%;p=0.001). De manera destacable los tres
pacientes que fueron tratados en recaida post TPH se encuentran en
vivos y libres de enfermedad. No hubo ninguna muerte relacionada con
el tratamiento, en cuanto a las toxicidades especificas del ENA 4(21%)
casos presentaron leucocitosis, 3 (15%) sdr de diferenciacién, 6 (31%)
hiperbilirrubinemia. Se produjeron 3 ingresos por toxicidad y en 2 pa-
cientes se suspendié definitivamente ENA por toxicidad

Conclusion: Los resultados de este estudio confirman tanto la efecti-
vidad como la toxicidad reportadas con ENA en el estudio fase II

Financiacién: P116/01027 (JE; MDB) y PI19/01476 (JE; MDB) CI
MDB Advisor for Novartis, Celgene, Jazz Pharmaceuticals, Astellas.
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MIDOSTAURINA EN PRACTICA DIARIA VERSUS RESULTADOS DEL RATIFY

De la Fuente Adolfo!, Diaz Beya Marina?, Beneit Paola®, Fernandez Ain-
hoa*, Arnan Monserrat®’, Garrido Ana®, Vives Polo Susana’, Garcia Fortes
Maria®, Sampol Antonia’, Labrador Jorge!?, Garcia Guinon Antoni'!,
Gil Cristina'?, Vall-LLovera Ferran'®, Olave Mayte!4, Ortin Xavier's,
Salamero Olga'®, Cervera Marta'’, Garcia Boyero Raimundo®é, Serrano
Joséfina', Tormo Mar?

'MD Anderson CC Madrid; *H. Clinic Universitari IDIBAPS Barcelona; *Hos-
pital Universitatio San Juan de Alicante; *H. U. Central de Astutias; *ICO Hos-
pitalet, L'Hospitalet de Llobregat; *Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. Instituto
de investigacion José Catreras; ICO-Hospital Germans Trias i Pujol Josépy Car-
reras Leukemia Research Institute, Barcelona; $Hospital Universitario Virgen de
la Victoria, Malaga; "Hospital Universitari Son Espases, Palma de Mallorca;
"Hospital Universitatrio, Burgos; '"Hospital Universitari Arnau de Vilanova ,
Lleida; *Hospital General Universitario , Alicante; '*Hospital Universitari Mutua
de Tarrasa; "“Hematology, Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa,
Zaragoza; "Hospital Universitari Verge de la cinta. Instituto de investigacion
sanitaria Pere Virgili, Tortosa; "*Hospital Universitari Vall d’Hebron. Barcelona;
Institut Catala d’Oncologia. Hospital Universitario Joan XXIII, Tarragona;
"SHospital General Universitatio de Castellon; "?Hospital Universitario Reina
Sofia, Cordoba; *°Hospital Clinico Universitario. Instituto de investigacion san-
itaria INCLIVA, Valencia

Introduccion: Midostaurina (Midos) en combinacién con QI ha sido
aprobado por la EMA en combinacién con QI para LAM FLT3+ en base
alos resultados del estudio fase 3 RATIFY (Stone et al N Engl ] Med 2017).
La validacién de resultados mediante estudios de “vida real” se consi-
dera una necesidad (Hutchinson Lisa Nat Rev Clin Oncol 2015). Objetivo:
El objetivo del presente estudio es analizar efectividad y tolerancia en
préctica diaria de Midos en combinacién con QI en pacientes con LAM
FLT3+ positiva no tratados previamente. MVétodos: Hemos llevado a cabo
un estudio multicéntrico retrospectivo (MDA-AML-2018-06) en 27 cen-
tros. Criterios inclusién: edad >18 afos, diagnostico LAM FLT3+ segtn
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WHO, tratamiento con Midos en combinacién con Ql iniciado entre
01/06/2016-31/12/2019. Evaluamos efectividad segun criterios ELN-
2010, toxicidad segin CTCAE v4.0y supervivencia global (OS) y super-
vivencia libre de evento (EFS) mediante Kaplan-Meier. El anélisis
estadistico de realizé utilizando el programa SPSS versién 20.0. Resul-
tados: Un total de 111 pacientes han sido incluidos (tabla 1). Hemos ana-
lizado 423 ciclos de Midos, mediana 2 (1-16), 77p (69.4%) recibieron
Midos durante Inducciénl, 24p (21.6%) durante la Induccién2, 80p
(72.1%) durante la Consolidacion1, 45p (40.5%) durante la Consolida-
cion2, 24p (21.6%) durante la Consolidacion3 y 23p (20.7 %) realizaron
mantenimiento. Efectividad: Alcanzaron RC un total de 94p (84.7%)
de los 110 pacientes evaluados. Los pacientes que recibieron Midos
desde Inducionl (77p vs 34p) alcanzaron RC tras Induccionl en un 87 %
vs 79.4% (p 0.39). Con una mediana de seguimiento de 10,1 meses (0,7-
71,1), 27p (24.3%) ha resultado exitus y la mediana de OS no se ha al-
canzado. La OS estimada al afio y a los dos afios es del 74.2% (95% CI
63,3-82,3%) y del 66,9 % (95% CI 54,7-76,5%) respectivamente. La me-
diana de EFS es de 37.9 meses con una estimacion de EFS al afio y a los
dos afios del 68.1% (95% CI 56.3-77.4%) y del 61.9% (95% CI 49.1-
72.4%). Un total de 43p (38.7%) fueron consolidados con alloSCT en
RC1 obteniendo una mediana de OS de 39 meses. Toxicidad: De los
111p incluidos recibieron tratamiento concomitante con ondansetron
105p (94,6%), con una quinolona 82 (73.9%) y con posaconazol o vo-
riconazol 92 (82.9%). Un total de 98p (88.3%) sufrieron neutropenia
febril y 11p (9.9%) alargamiento del QT. En 7p (6.3%) fue preciso ajuste
de dosis de Midos y en 15p (13.5%) Midos fue suspendida. No hubo
exitus relacionados con Midos. En este estudio ECOG (p 0.043) y la es-
tratificacién del riesgo segin la ELN2017 (p 0.01) resultan en diferencias
significativas para OS. Conclusiones: Los resultados de este estudio con-
firman en practica diaria la efectividad y seguridad del uso de Midos-
taurina asociada a QI como tratamiento de primera linea en los
pacientes con LMA FLT3+.
Sin conflictos de interes.
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EVOLUCION DE LOS PACIENTES CON LEUCEMIA AGUDA LINFOBLASTICA (LAL) QUE RECAEN
TRAS TRASPLANTE ALOGENICO. EXPERIENCIA DEL GRUPO ESPANOL DE TRASPLANTE
HEMATOPOYETICO Y TERAPIA CELULAR (GETH)

Ferra Christelle!, Morgades Mireia!, Cabrero Ménica?, Campos Anto-
nio®, Heras Maria Inmaculada“, Bailén Rebeca®, Garcia-Cardenas Irene?,
Torrent Anna!, Lépez-Godino Oriana*, Martino Rodrigo®, Kwon MI?,
Vaz Carlos?, Caballero Dolores?, Ribera Josép-Maria'

1Servicio de Hematologia Clinica, Institut Catala d’Oncologia, Institut de Recerca
contra la Leucemia Josép Carreras, Hospital Germans Trias i Pujol. Badalona;
*Hospital Clinico Universitario de Salamanca; *Servigo de transplante de médula
dsea, Instituto Portugués de Oncologia — Porto. Portugal; *Hospital General Uni-
versitario Vorales Meseguer. Murcia.; *Servicio de Hematologia Hospital Gen-
eral Universitario Gregorio Marafion. Instituto de investigacion Sanitatia
Gregorio Marafion. Madrid; ¢Servicio de Hematologia. Hospital de la Santa
Creu i Sant Pau. Barcelona

Fundamento y objetivos: El trasplante de progenitores hematopoyéticos
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alogénico (alo-TPH) mejora el pronédstico de pacientes afectos de LAL
de alto riesgo. Sin embargo, el pronéstico es pobre cuando la LAL recae
tras el mismo. Existen relativamente pocos datos reportados en este
contexto. Se presentan los resultados preliminares de la evaluacién re-
trospectiva del tratamiento y prondstico de los pacientes con LAL tra-
tados dentro de protocolos especificos y que han recaido tras un
alo-TPH

Pacientes y Métodos: Se han identificado 88 pacientes (pts) con LAL re-
caidos tras un primer alo-TPH realizado entre marzo 1998 y febrero
2019, en 6 centros pertenecientes al Grupo Espanol de Trasplante He-
matopoyético y Terapia Celular (GETH).

Resultados: La mediana de tiempo [extremos] transcurrida entre el alo-
TPH y la recaida fue 7,5 meses [0,93-116,5]. Las caracteristicas de los
pacientes y del alo-TPH figuran en la Tabla 1. La mayoria habian reci-
bido un acondicionamiento mieloablativo y progenitores movilizados
de sangre periférica. Treinta de 66 pts (45%) presentaban quimera com-
pleta a la recaida y 36 pts mixta. En 15 pts (17 %) se adoptd de entrada
tratamiento paliativo, 62 pts (70%) recibieron una linea de tratamiento
de rescate y en 11 pts (13%) se usé mas de una estrategia. La mayoria
recibieron de entrada quimioterapia o inhibidor de tirosincinasa (17 pa-
cientes, todos ellos con cromosoma Filadelfia). Nueve pts recibieron in-
munoterapia como puente a terapia celular (5 blinatumumab, 5
inotuzumab). La terapia celular consistié en: infusiones retardadas de
linfocitos del donante (15 pts), segundo alo-TPH (26 pts) y terapia CAR
(11 pts). Las causas de muerte fueron la propia LAL (54 pts), toxicidad
del tratamiento de rescate (4 pts), TRM en el segundo alo-TPH (8 pts,7
en remisién completa [RC]). 48/73 pacientes tratados (66 %) consiguie-
ron una nueva RC con el tratamiento de rescate, pero 27 (56 %) recaye-
ron de nuevo. La probabilidad de supervivencia a 1 y 5 afios fue 44%
(IC95%: 34%; 54%) y 22% (1C95%: 13%; 31%) respectivamente (Fi-
gura 1). El estado de la enfermedad al primer alo-TPH, el tiempo trans-
currido entre el primer alo-TPH y la recaida, el periodo en que se realizé
el alo-TPH y la intensidad del acondicionamiento mostraron impacto
significativo o tendencia en la supervivencia global desde la recaida
post-alo-TPH en el andlisis univariante. Esta relacién se confirmé en el
andlisis multivariante (Tabla 2).

Conclusiones: Si bien los pacientes con LAL que han recaido tras un
primer alo-TPH tienen un prondstico desfavorable, con las estrategias
actuales de rescate una cuarta parte consiguen supervivencia prolon-
gada, especialmente si la recaida ha sido tardia.

Financiado en parte con las becas 2014 SGR225(GRE), Programa CERCA
Generalitat de Catalunya, Espafia, y por la Fundacion “La Caixa”

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes en el momento de la re-
caida.
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Tabla 2. Estudio univariante y multivariante de los factores que
tienen impacto en la supervivencia global de la recaida de
leucemia aguda linfoblastica tras trasplante alogénico segliin mod-
elo de Cox.
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Figura 1: Supervivencia global de pacientes con LAL recaida tras
un primer trasplante alogénico (Probabilidad a los 5 aios de la re-
caida [IC 95%]: 22% [13% ; 31%].

.8

Ll

B
=
B
i
¥

Waars from ralapss

Hematologia y Hemoterapia | 2020 | 59



Oral Presentation

C0-080

MECANISMO DEACCION (MDA) DEL ANTICUERPO MONOCLONAL ANTI-CD38 ISATUXIMAB
EN PACIENTES ANCIANOS CON LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA (LMA)
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pital Reina Sofia; ""Hospital Universitario Ramén y Cajal; *Hospital Universi-
tatio de Ledn; *Hospital Universitario Vall d Hebrén; "*Hospital Lucus Augusti

Introduccion: Los pacientes con LMA no candidatos a tratamiento con
quimioterapia intensiva presentan un prondstico adverso, siendo nece-
sario identificar nuevos tratamientos. Por ello, investigamos si CD38
podria ser una diana terapéutica en pacientes ancianos con LMA, asi
como si el anticuerpo anti-CD38 isatuximab tendria actividad anti-leu-
cémica y su MdA.

Métodos: Se evalué la expresién de CD38 en médula ésea (MO) de
241 pacientes con LMA de nuevo diagndstico incluidos en el ensayo
clinico fase Ill PETHEMA-FLUGAZA. Como control se emplearon 10
MO de donantes sanos. Los estudios ex vivo y la secuenciacién de ARN
de célula Gnica (scRNAseq) se realizaron en aspirados de MO de 18 pa-
cientes de LMA (mediana de edad 69.5, rango: 34-81). Las lineas celu-
lares KG-1, EOL-1, MOLM13 y OCI-AMLS y la cepa de ratén
NOD.Cg-Prkdescid I12rgtm1Wil/Sz] (NGS) se emplearon para evaluar
el MdA de isatuximab.

Resultados: Se observé expresién de CD38 en 239 pacientes ancianos
con LMA (el 55,4% mostré un patrén homogéneo). La clasificacién por
FAB y WHO no mostré diferencias en el patrén de expresion de CD38,
aunque pacientes con una citogenética favorable/intermedia presenta-
ron mayor porcentaje de blastos CD38+ respecto a pacientes con cito-
genética adversa. La expresién de CD38 no afecté a la supervivencia.
La expresién de CD38 son significativamente superior en las células
leucémicas que persisten en la EMR tras induccién en comparacion a
lo observado en los blastos al diagnéstico (P=.002), y es estable en mues-
tras pareadas al diagndstico y en recaida. CD38 se internalizé parcial-
mente tras el tratamiento con isatuximab, sin afectar a la viabilidad y
expresion génica de lineas celulares de LMA. La ADCC mediada por
células NK indujo muerte de blastos con niveles altos de CD38. Isatu-
ximab mostré un efecto modesto en ratones NSG inoculados con OCI-
AML3 y células NK. Observamos una muerte significativa de células
leucémicas ex vivo (n=17), que fue superior en pacientes con expresién
homogénea de CD38 con respecto a aquellos con expresién bimodal
(mediana de 19% y 4,5%, respectivamente) y que mejoré ligeramente
con la combinacién de isatuximab y ATRA. Los anélisis de scRNAseq
en muestras de LMA tratadas con isatuximab, mostraron incrementd
de la expresién de genes asociados con funciones efectoras de células
NK junto con la deplecién de blastos. Se observé células NK tolerogé-
nicas CD11b- asi como citotéxicas CD11b+ en el micromedioambiente
tumoral del 89% y 99% de los pacientes respectivamente. La terapia
combinada con isatuximab y quimioterapia convencional mostré un
efecto aditivo del efecto terapéutico con respecto a la monoterapia. La
combinacién de isatuximab y ATRA con venetoclax, indujo mayor
muerte de células leucémicas con dosis mas bajas de venetoclax.

Conclusiones: CD38 es una diana terapéutica en pacientes ancianos
con LMA, existiendo una asociacién directa entre la densidad de CD38
y los MdA desencadenados por isatuximab que, al ser inferior a la ob-
servada en mieloma multiple, se restringe a ADCC en LMA. Nuestros
resultados apoyan la evaluacién de la expresion de CD38 en blastos
para el tratamiento personalizado con anticuerpos anti-CD38.
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Sindromes Linfoproliferativos Cronicos
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VENTAJAS PROLIFERATIVAS DE LA LEUCEMIA LINFATICA CRONICA CON MUTACIONES EN
NOTCH1 A NIVEL CLINICO, INMUNOFENOTIPICO Y EN GENES MODULADORES DEL CICLO
CELULAR

Carrillo-Tornel S!, Hurtado AM!, Chen-Liang TH, Puiggros A%, Gémez-
Llonin A? Garcia-Malo MD?, Ortufio FJ!, Vicente V!, Espinet B?, Jerez A!

'Servicio de Hematologia y Oncologia Médica. Hospital Universitatio Morales
Meseguer. CRH-IMIB. Universidad de Murcia; *Laboratori de Citogenetica Vo-
lecular, Setvei de Patologia. Grup de Recerca Translacional en Neoplasies Hema-
1ologiques, Institut Hospital del Mar d'Investigacions Mediques (IMIM),
Barcelona, Spain.

Introduccion: La leucemia linfatica crénica (LLC) es una neoplasia in-
curable con considerable heterogeneidad clinica. Esto plantea un desafio
en la eleccién de un tratamiento efectivo, ya que las respuestas a nuevas
terapias pueden variar segin el subtipo biolégico de la
enfermedad. NOTCHI1 se ha mostrado como el gen mutado maés co-
muanmente en la LLC al momento del diagnéstico, su frecuencia au-
menta con la progresién y se ha relacionado con una mayor tasa de
progresién a linfoma de alto grado. Nuestro objetivo fue buscar dife-
rencias en la clinica, en la presencia de mutaciones y alteraciones cro-
mosdmicas, inmunofenotipo y en la expresién de genes que rigen la
entrada del ciclo celular en un subgrupo mutado para NOTCH1 dentro
de una amplia cohorte de pacientes con LLC.

Matertiales y métodos: Realizamos secuenciacién de nueva generacién
en 378 casos. De ellos, 235 pacientes disponian de una caracterizacién
por citometria de flujo con un panel fijo de 14 monoclonales. Final-
mente, en 95 pacientes, incluyendo 27 casos con mutacién
en NOTCHI, disponfamos de ARN de la fraccién CD19+ que usamos
para la determinacién de la expresién por RT-qPCR de 11 genes deter-
minantes de las fases G,-G, del ciclo celular. Adema4s, utilizamos células
CD19+ de 7 pacientes NOTCH1WTy 2 NOTCHI1™para ensayos de es-
timulacién de entrada en ciclo celular y silenciamiento mediante siR-
NAs y electroporacién de genes diana.

Resultados: La cohorte global (n=378) presentaba un edad media de
67 afios, con predominio del género masculino (63%). Un 15% de los
pacientes presentaban al diagnéstico un estadio Rai=2 (Tabla
1). NOTCHTI1 se encontré mutado en el 9.8% de los casos en nuestra
cohorte, siendo la variable candénica P2514fs*4(delCT) la més frecuente,
en el 78% de los pacientes. Encontramos, de manera significativa, una
mayor concentracion linfocitaria, una mayor asociacién con la trisomia
12, junto con una menor frecuencia de la del(13q) en aquellos pacientes
con NOTCH1 mutado. A través de un estudio citométrico completo,
determinamos que la expresién débil del marcador CD25, subunidad
alfa del receptor de IL-2, era una caracteristica especifica del subgrupo
de pacientes con mutaciones en NOTCHI; junto con una mayor expre-
sién de la cadena monoclonal (Tabla 2). Sin embargo, no encontramos
una menor expresion de CD20 en los pacientes mutados
para NOTCHI, dato que algunos autores asocian a una peor respuesta
alas combinaciones con anti-CD20. Finalmente, el ensayo de expresién
génica del ciclo celular en la LLC NOTCH1™ revelé una sobreexpre-
sion de los efectores de la fase Gy-G, temprana
(CDK4, CDK6, CCND1, CCND2, CCND3) y una represién del inhibi-
dor p27 en estado basal comparados con LLC NOTCH1*:. El ensayo
competitivo de estimulacién celular in vitro mostré un patrén de ex-
presién diferencial respecto al estado basal, rotando la s diferencias sig-
nificativas a la expresién de los efectores de la fase G, tardia
(CDKZ2, CCNE]1, CCNE2), aumentados en
LLC NOTCH1™ vs. LLC NOTCH1* (Figura 1).

Conclusiones:. Describimos, por vez primera, una relacién entre una
menor expresion del marcador CD25 y mutaciones en NOTCHI1 en el
contexto de la LLC, lo que podria ser indicativo de la hiporreactividad
linfocitaria en este subgrupo de pacientes. También definimos un patrén
“especular” de expresién de los moduladores del ciclo celular en células
LLC, en funcién del estado basal o estimulado. Estas caracteristicas es-
pecificas podrian explicar, en parte, las peculiaridades clinicas propias
de los pacientes con mutaciones en NOTCH1 y ayudar a definir estra-
tegias terapéuticas especificas.
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Figura 1. Abstract grafico mostrando la sobreexpresion génica “op-
uesta o especular”, en funcién del estado, en reposo o estimulado
de células LLC NOTCH1™ vs. LLC NOTCH1", de los genes que gob-
iernan las fases G,-G, del ciclo celular.

Tabla 1. Analisis de las variables clinicas en la cohorte global del
estudio (n=378) (perfil diferencial entre pacientes NOTCH1™ vs.
NOTCH1").

[ Varkabes linkian. el T moTEm ol
] (3% ﬁi‘m ¥ 3]
e e W e mon | "™
Fe
Eata B | ﬁ am
[ (T2 3 T
W _ThiAD i __as o
it i, 1EFL (. Rty ] T3 (2T WAMITH | o0
Iriora, “E.Hﬂ! LTS F] 0T T BB
Plaatin, (R | WIT i L] T g5 [
| Famages, go. masadll | LETTRE ] IR LLTTE] A
|7 DAL, iana, P ] —eme
[ ecrgchdea, ngl [meara. 10| T FELiRE] T I
[ Uilecies thnaies (4] dail] | I F FTEFTT ] T
=
iLE] [
el 1 %l W ﬁ e
=i way =i
Trmeni 13 TN TI{H, 1) Wil =
Tabla 2.
indrp W e r'r:ﬂnlir Irrt:mﬂllm-nl A P
[ —— | e | weea |
T T 1% E'I'I_ :_E_
] T
B0 7 o i L R
N e R EET] [ mha |
BTV i 5 TS| S| WA | 1T
U ] e M L] L] Ew | o
AR (1M pnpeea. B3 [0 T [T [T]
e —— e e ee e
OO0 P e W T T o T )
[ e Femeeants | MobW | Baah | Hoem | e |
#_ _'E_#_L
IR B W A A L Ll o m Ll s

C0-082

EL PRONOSTICO ADVERSO DE LOS PACIENTES CON LLC Y CROMOTRIPSIS SE ASOCIA A
LA PRESENCIA DE MAYOR COMPLEJIDAD GENOMICAY ALTERACIONES EN TP53
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; "“Royal Bournemouth Hospital, Bournemouth, Reino Unido; "MLL Munich
Leukemia Laboratory, Munich, Alemania

Introduccion: La cromotripsis es un evento catastréfico tnico caracte-
rizado por la presencia de multiples reordenamientos genémicos en un
mismo cromosoma, generando patrones que oscilan entre 2-3 estados
de nimero de copia cuando se analizan por microarrays genémicos o
secuenciacién (Stephens et al, 2011). Se encuentra en un 2-3% de todos
los canceres aunque segin un estudio reciente en el que se han anali-
zado muestras de 38 tumores diferentes, la cromotripsis es un evento
mdés comin de lo reportado anteriormente (Cortés-Ciriano et al, 2020).
En la leucemia linfética crénica (LLC) se ha descrito en un 3-4% de pa-
cientes y se ha asociado a factores de mal pronéstico y a menor super-
vivencia (Edelmann ez al, 2012; Puente et al, 2015; Salaverria et al, 2015)
pero son necesarios més estudios para esclarecer sus causas y su im-
pacto en la evolucién de la LLC.

Objetivos: 1. Analizar patrones sugestivos de cromotripsis en una co-
horte de pacientes de LLC; 2. Determinar el impacto prondstico de la
cromotripsis en la evolucién de la enfermedad.

Métodos: Se incluyeron 252 pacientes con LLC de 18 instituciones euro-
peas con cariotipo disponible al diagnéstico o previo al tratamiento. La co-
horte estaba enriquecida en pacientes con cariotipo complejo (CK; n=151;
60%). El ADN tumoral extraido de muestras de sangre periférica o médula
6sea se hibrid6 en plataformas de CGH o SNP-arrays. Se utilizaron las de-
finiciones actuales de cromotripsis-like (=7 cambios entre 2-3 estados de ni-
mero de copia en un mismo cromosoma) y cromotripsis (=10 cambios) para
identificar casos positivos. Se analiz6 el tiempo al primer tratamiento (IPT).

Resultados: Se identificaron 30 pacientes con patrones sugestivos de
cromotripsis-fike (n=10) y cromotripsis (n=20). Todos los casos presen-
taban una alta complejidad gendémica (29 pacientes con CK y 1 con
cinco alteraciones >10Mb por arrays). De ellos, 22 pacientes (73,3%)
tenian delecién/mutacién en TP53 y 21/29 casos (72,4%) eran IGHV
no mutado (IGHV-U). Se detectd cromotripsis en casi todos los cromo-
somas, siendo los mas afectados el 3 (n=4), 5 (n=4), 6 (n=4) y 13 (n=4).
Los pacientes con cromotripsis tenian un TPT mds corto que los pacien-
tes con CK sin cromotripsis y los pacientes sin CK (Figura 1). También
presentaban una mayor frecuencia de alteraciones en TP53 que el grupo
de CK sin cromotripsis, con similar deteccién de delecién de ATM e
IGHV-U (Tabla 1). Al agrupar a los pacientes segun el estado de TP53,
no se identificé una peor evolucién de los casos con cromotripsis res-
pecto a aquellos con CK sin cromotripsis (Figura 2). En el andlisis mul-
tivariado incluyendo TP53, IGHV, complejidad genémicay cromotripsis,
las variables con significancia estadistica fueron TP53 (HR=1,8;
»=0,007), IGHV (HR=0,5; p=0,006) y complejidad (HR=2,4; p=0,001).

Conclusiones: 1. La cromotripsis se asocia a la presencia de CK y alte-
raciones en TP53; 2. Los pacientes con cromotripsis presentan un menor
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TPT que los casos sin cromotripsis, aunque dicha evolucién se asocia a
una mayor complejidad genémica y frecuencia de alteraciones en TP53.
Agradecimientos. 17SGR437, GLD17/00282, FPU17/00361
No se declaran conflictos de interés.
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Figura 1. Estimacion de Kaplan-Meier para el tiempo al primer
tratamiento (TPT) en pacientes no-CK, CK sin cromotripsis y cro-
motripsis.
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Figura 2. Estimacion de Kaplan-Meier para el tiempo al primer
tratamiento (TPT) en pacientes no-CK, CK sin cromotripsis y cro-
motripsis con TP53 WT (A) y con TP53 delecionado/mutado (B). No
se observaron diferencias significativas entre los grupos cromotrip-
sis y CK sin cromotripsis ni en A (p=0,695) ni en B (p=0,231).

Tabla 1. Proporcion de casos con alteraciones en TP53, deleciones
en ATM y presencia de IGHV no mutado en los grupos no-CK, CK
sin cromotripsis y cromotripsis.
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POLIMORFISMO DEL CODON 72 DEL TP53 RELACIONADO CON MAL PRONOSTICO EN
PACIENTES CON LEUCEMIA LINFOCITICA CRONICA (LLC)
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Introduccién: La LLC es una enfermedad heterogénea, en las que se
han identificado muchos factores de importancia para su pronéstico. El
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normal funcionamiento de p53 es una potente barrera contra el cancer,
por tanto, si posee una delecién y/o mutacién, es un potente biomar-
cador de cara a la respuesta terapéutica en LLC. Debido a esto, se ha
investigado mucho a cerca de la capacidad de los SNP de ocasionar per-
turbaciones de la funcién del p53 en muchos tipos de cancer. Uno de
los polimorfismos mas estudiados es el codén 72 (R72P), debido a su
potencial efecto sobre el riesgo de cancer. Asi como en muc